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Chapitre I - Introduction

1. Les techniques d’imagerie médicale.

Les techniques d’imagerie médicale sont des outils indispensables de la médecine actuelle.
Elles permettent de visualiser I’intérieur du corps humain et selon la technique choisie d’en tirer
des informations anatomiques ou métaboliques. Elles sont donc indispensables a I’¢laboration
d’un diagnostic fiable. Les principales techniques utilisées quotidiennement en milieu

hospitalier sont les suivantes :

L’échographie : Elle peut étre utilisée pour visualiser quasiment toutes les parties du corps. Elle
est, entre autres, un outil indispensable pour le suivi des grossesses. Elle est basee sur
I’utilisation des ultrasons. Une sonde va émettre des ultrasons dont la propagation ou la
réflexion va dépendre des différents milieux rencontrés. En mesurant le temps entre 1’émission

et la réception de 1’écho, on peut calculer la distance parcourue et obtenir une image.!

La radiographie par rayon X : il s’agit de la technique d’imagerie la plus ancienne. La région a
imager est irradiée par un faisceau de rayon X. Ce dernier traverse les tissus en étant atténué
différemment selon les différentes densités des tissus. Cette atténuation peut étre modifiée par

Iutilisation de produit de contraste tel que 1’iode.?

L’imagerie par résonance magnétique nucléaire : Elle utilise la résonance magnétique des spins
des atomes d’hydrogéne de I’eau présents dans les tissus. La densité des protons et leur
relaxation nucléaire étant différentes dans chaque tissu, I’intensité du signal IRM est différente
d’un tissu a I"autre ce qui permet d’avoir des images de haute résolution. On peut améliorer la

qualité de I’image en injectant un agent de contraste paramagnétique.

Les techniques utilisant la radioactivité : elles consistent en 1’injection, généralement par voie
intraveineuse, d’un radiotraceur dont les photons gamma (y) émis sont détectés par des caméras
gamma. Il existe deux techniques utilisant la radioactivité. La premiere est la Tomographie a
Emission Monophotonique (TEMP) pour laquelle des émetteurs de photon v tels que **™Tc,
123) H1n, 201T] et ®’Ga sont injectés. Le photon y émis est issu de désintégrations radioactives.
La seconde technique est la Tomographie a Emission de Positrons (TEP). Dans ce cas, ce sont
des émetteurs de positrons tels que 8F, 1C, BN, 150, ®4Cu, %Ga, "®Br et 1241 qui sont utilisés.

C’est finalement une réaction d’annihilation entre le positrons émis et un électron du milieu qui
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permet 1’¢jection de deux photons y qui seront ensuite détectés. Ces deux techniques sont

utilisées en médecine nucléaire et particuliérement en oncologie®=.

L’imagerie optique médicale repose sur I’utilisation de la lumiére pour 1’observation d’un
corps. Du fait du développement rapide des techniques d’imagerie utilisées actuellement en
routine (IRM, rayon X, médecine nucléaire...) I’imagerie médicale optique a longtemps été
mise de c6té notamment a cause des phénomenes de diffusion et d’absorption. En effet,
lorsqu’un photon traverse un tissu, la trajectoire de ce dernier est modifiée plusieurs fois par
des diffusions successives, ce qui limite la résolution. De plus, la fenétre de transparence des
tissus biologiques se situant dans la région proche-infrarouge, 1’observation des tissus ne peut
se faire qu’a quelques centimétres de profondeur. L’avantage de cette technique repose
néanmoins sur son caractére non invasif, son faible colt et sa sensibilité, notamment par
I’utilisation de sondes fluorescentes. Actuellement, I’imagerie optique est couramment utilisée
en ophtalmologie dans une technique appelée tomographie par cohérence optique (OCT). Elle
consiste a distinguer les photons non diffusés dits « balistiques », des photons diffusés par
I’utilisation d’interférences avec des sources de faible cohérence comme les lampes a halogéne.
Différentes coupes de [’objet sont alors obtenues et leurs superpositions permet la

reconstruction tridimensionnelle de 1’image de 1’objet.*

Dans le cadre de cette these et du fait des propriétés du manganese(ll), nous nous intéresserons
particulierement a I’IRM et la TEP. Ces deux techniques seront présentées plus en détail dans

les parties suivantes.
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1.1. L’Imagerie par Résonance Magnétique Nucléaire (IRM).
1.1.1. Généralités.

L’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) est une technique d’imagerie non invasive
utilisée en médecine pour le diagnostic de maladies telles que les cancers et les
neuropathologies. Elle repose sur le principe de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN).
Elle fut développée grace aux travaux de Raymond Vahan Damanian qui, en 1969°, fut le
premier a énoncer la possibilité d’utiliser le principe de la résonance magnétique nucléaire pour
faire de I’imagerie du corps humain . Par la suite, les travaux des groupes de Lauterbur et
Mansfield entre 1973 et 1974 ont permis de montrer que I’on pouvait obtenir des images 2D et
potentiellement 3D par RMN®’. En 1977, Damanian et ses collaborateurs réalisaient la premiére
image du corps humain par IRM (Figure 1.1)8 et c’est en 1980 que le premier scanner IRM fiit

finalement commercialisé.

L
1
2
3
4
S
[
7
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9
"]
1
2
3
4

Figure 1.1 : Premiére image IRM du corps humain, coupe transversale de la poitrine.®
1.1.2. Principe de I’Imagerie par Résonance Magnétique Nucléaire (IRM).
A) La résonance magnétique nucléaire (RMN)

Pour comprendre le principe de I’IRM, il faut d’abord connaitre les bases de la RMN dont elle
est issue. En effet, en IRM on s’intéresse principalement a la résonance magnétique des spins
nucléaires des atomes d’hydrogéne (nommés protons par abus de langage) présentes dans les

tissus.

En présence d’un champ magnétique Bo, les spins vont précesser autours de ce champ de deux

fagons correspondant a deux états d’énergie : soit les spins précessent de maniére paralléle au

3
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champs magnétique Bo, peuplant ainsi 1’¢tat de basse énergie, soit de maniére antiparalléle a
Bo, qui correspond au niveau de plus haute énergie. D’apres la distribution de Boltzmann, les
protons vont peupler préférentiellement le niveau de plus basse énergie. On obtient finalement
un moment magnétique total Mo qui sera orienté dans le méme sens que Bo (Figure 1.2.a). Un
pulse de radiofréquence B est alors appliqué et fait basculer Mo perpendiculairement a Bo
(Figure 1.2.b). A la fin du pulse, Mg retourne a 1’équilibre en émettant une fréquence ; c’est la
relaxation. Cette fréquence est ensuite enregistrée par une bobine réceptrice sur I’axe y et le
signal analogique est convertit en signal FID qui permettra d’obtenir le spectre RMN apres

transformation de Fourier. (Figure 1.2. ¢, d et e).

nnnnnnnnn
signal an Iugque Transformée de
Bobine en numerlque Fourier
Y réceptrice

Figure 1.2 : Principe de la RMN a) Moment magnétique total Mo des spins dans le champs
magnétique By b) Le pulse de radiofréquence B; fait basculer Mo perpendiculairement a Bo. ¢) Fin du
Pulse : Mg retourne a l’équilibre en émettant une fréquence enregistrée sur l’axe y par une bobine
réceptrice. d) Le signal analogique est convertit en FID e) La transformée de Fourrier permet

d’obtenir le spectre RMN.

Un principe similaire est utilisé en IRM et le contraste de 1’image est directement lié au temps

de relaxation des spins lors de 1’étape 1.2.c.
Il existe deux types de relaxation :

e La relaxation longitudinale T1 selon I’axe z pour laquelle une augmentation
exponentielle du moment magnétique est observée lors du retour a I’équilibre (Figure
1.3.a).
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e La relaxation transversale T2, selon le plan xy pour laquelle le retour a I’équilibre

entraine une diminution exponentielle du moment magnétique (Figure 1.3.b).°

Mo

Mﬂ(i_er—tm))

MU(IfE['UT‘))

Relaxation T, selon I'axe z Relaxation T, selon le plan xy

Figure 1.3 : Relaxation a) longitudinale Ty selon [’axe z. b) transversale T, selon le plan xy

B) De la RMN a I’imagerie médicale : les gradients de champs magnétiques

Avec I’IRM, on utilise la résonance magnétique pour accéder a des images tridimensionnelles.
Un encodage spatial est possible grace a I’utilisation de gradients de champs magnétiques
linéaires. Les gradients sont appliqués par pulse et s’additionnent a Bo. Ils sont appliqués par
trois paires de bobine de fils. Elles sont placées autour du tunnel de I’aimant (Figure 1.4).
Lorsqu’elles sont traversées par un courant électrique, chaque bobine réalise une variation de
I’intensité du champ magnétique présent dans le tunnel. Cette variation va modifier la fréquence
de mutation et de rotation des protons et va permettre de sélectionner les coupes pour lesquelles

les protons vont entrer en résonance avec I’onde radio alors que les autres protons ne seront pas

s 0 / Z
\ \Z \E
. _L Gradient de sélection de coupe

Gradient de codage de phase

affectés.

Gradient de codage par
fréquence

L Aimant principal

Figure 1.4 : Disposition des gradients de fréquence dans les trois positions de [’espace
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Ainsi, lors d’une analyse IRM, en plus de Bo, on applique d’abord un gradient de sélection de
coupe (GSC) sur le plan z (Figure 1.4). Il permet de sélectionner une épaisseur de tissu. Au
méme moment, le pulse de radiofréquence B1 est appliqué et excite uniquement les protons

présents dans la coupe (Figure 1.5).

Ensuite, un gradient de codage de phase (GCP) est appliqué sur le plan'y (Figure 1.4). Il modifie
la fréquence de précession des spins et induit un décalage de phase. A I’interruption du gradient,
les spins de la coupe ont tous la méme fréquence mais ils sont déphasés d’une ligne a 1’autre
selon I’axe y (Figure 1.5). Enfin, un gradient de codage par fréquence (GCF) est finalement
appliqué sur le plan x (Figure 1.3). Il modifie la vitesse de précession des spins d’une colonne
a Dautre (selon I’axe x) et reste allumé pendant toute la durée de 1’enregistrement du signal.
Ainsi, on obtient pour chaque coupe de tissu des voxels (unités de volume) caractérisés par leur
propre phase et leur propre fréquence de précession en fonction de leur position (X, y) (Figure
1.4)°.

y
GCP
—

GSC

Acp

?—4’x

Figure 1.5 : Représentation schématique des gradients

Ces données brutes sont stockées dans un espace appelé espace de Fourier ou « k-space ». Un

traitement par transformée de Fourier inverse permet finalement d’accéder a I’image IRM

(Figure 1.6).
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Figure 1.6 : Conversion du « k-space » en image par la transformée de Fourrier inverse®.

Les images IRM obtenues sont alors en niveaux de gris dont la couleur varie en fonction de
I’intensité du signal. Le contraste des images va premi¢rement dépendre de la composition en
cau (et plus précisément d’atome d’hygrogene) des tissus mais il peut aussi étre varié en jouant
sur les sequences IRM. La séquences IRM est une série de pulses de radiofréquence, de
gradients et de temps d’intervalle dont I’assemblage permet d’obtenir le contraste désiré.

Il existe différents types de contraste en fonction des deux types de relaxation T1 et T ainsi
qu’en fonction de la densité d’eau. Lorsque 1’on joue sur la densité des protons des tissus, on
parle d’une image pondérée en densité¢ de protons (Figure 1.7). Lorsque I’on modifie les
parameétres de sequence pour réduire le temps de la relaxation longitudinale T1, on parle d’une
image pondérée en T1. Le contraste est alors positif et les zones dont le signal est le plus intense
sont les plus claires (Figure 1.7).

De méme, lorsque I’on fait diminuer le temps de relaxation transversale T2 on parle d’une image
pondérée en To, le contraste est négatif et les zones dont le signal est le plus élevé sont les plus

foncées. (Figure 1.7)%°.

Image pondérée en Image pondéréeen T, Image pondérée en T,
densité de protons

Figure 1.7 : Image IRM d’une coupe de cerveau humain avec différents contrastes d’une coupe de

cerveau humain.

1.1.3. Les agents de contraste.
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Malgré la haute résolution des images IRM, il est souvent nécessaire pour certaines analyses
d’injecter un produit de contraste qui va augmenter la qualité de I’'image. Cependant, ce n’est
pas le produit qui est directement observé. En effet 1’agent a pour réle de diminuer le temps
de relaxation des molécules d’eau ce qui va augmenter le signal des différents tissus et donc
le contraste. Ces agents sont généralement des complexes ou des assemblages d’ion
métalliques (M™), dont les propriétés paramagnétiques permettent d’influencer la relaxation.
Pour des raisons de toxicité, ces systéemes doivent étre suffisamment stables
thermodynamiquement et inertes cinétiqguement pour étre appliqués en milieu biologique. Enfin,
une interaction du métal avec les molécules d’eau du milieu est indispensable a I’efficacité

de I’agent de contraste.

Nous allons dans une premiére partie présenter les agents de contraste commerciaux et ceux
qui ont été utilisés lors d’essais cliniques. Il s’agira ensuite de présenter 1’aspect théorique de
la relaxation des agents moléculaires afin de comprendre quels parameétres sont impliqués

dans la diminution du temps de relaxation.

A) Les agents de contraste commerciaux et utilisés lors d’essais cliniques.
a. Les agents de contraste a base de gadolinium.

Tous les agents de contraste actuellement disponibles commercialement en France sont des
complexes a base de gadolinium(l1l). Chaque année, ce sont plus de 50 tonnes de gadolinium
qui sont administrés.!! Ce lanthanide, avec en général un nombre de coordination de neuf, est
hautement paramagnétique (S = 7/2) et a un long temps de relaxation électronique®. Ces deux
derniéres propriétés sont a 1’origine d’un couplage dipolaire efficace entre le moment
magnétique du Gd(Ill) et le moment magnétique des protons a proximité qui induit une

augmentation de la vitesse de relaxation des protons.

Ces agents de contraste a base de gadolinium sont tous composés d’un ligand
polyaminopolycarboxylate octadentate et d’une molécule d’eau comme co-ligand. Ils sont
divisés en deux familles, les linéaires et les macrocycliques. Les complexes linéaires sont
composeés du ligand acide 1,1,4,7,7-diéthylenetriaminepentaacetique (DTPA) et de ses dérivés
(voir Tableau 1.1).*2 En 2017, I’agence européenne du médicament a décidé de suspendre leur
utilisation pour des raisons de toxicité qui seront discutées dans un prochain paragraphe. Seuls

les agents de contraste linéaires MutiHance® et Primovist® sont toujours utilisés, mais ils ne
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sont autorisés que pour I’imagerie du foie. Les complexes macrocycliques sont composés du

ligand acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7-10-tétraacétique (DOTA) et de ses dérives.

Ils sont beaucoup plus stables que les complexes linéaires, ¢’est la raison pour laquelle ils sont

toujours autorisés. Les agents de contraste a base de gadolinium réduisent la relaxation en T

mais aussi en T». Néanmoins, I’effet du gadolinium comme agent de contraste est plus prononcé

en T1 dans les tissus. C’est pourquoi ils sont généralement considérés comme des agents T1

avec une relaxivité moyenne de 4 mM™s? (20 MHz, 25 °C).% Ces agents (a part pour

MultiHance ® et Primovist®) ne sont spécifiques a aucun organe. Apres leur injection par voie

intraveineuse, ils traversent le cceur, sortent des artéres systémiques et atteignent les zones

extracellulaires. Ils sont principalement utilisés pour visualiser des dommages au niveau des

artéres ou des tissues endothéliaux.?

Nom(s) commercial(iaux) Formule Approuvé Statut
chimique en

Magnevist® Gd-DTPA 1988 Suspendu

Omniscan ® Gd-DTPA-BMA | 1994 Suspendu

Multihance® Gd-BOPTA 1998 Uniquement pour 1’imagerie du foie
Primovist ® Gd-EOB-DTPA | 2020 Uniquement pour I’imagerie du foie
Dotarem® Artirem®,Clariscan® Gd-DOTA 1989 Maintenu

Gadovist® Gd-DO3A-butrol | 2000 Maintenu

ProHance® Gd-HP-DO3A 1994 Maintenu

Tableau 1.1 : Agents de contraste commerciaux a base de gadolinium
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Figure 1.11 : Structures des agents de contraste commerciaux a base de gadolinium

Tous ces agents sont qualifiés « d’agent de contraste de premiére génération ». Apres injection
ils diffusent rapidement vers le milieu extracellulaire et ont de ce fait une faible spécificité. Il
existe aussi des agents de contraste a base de gadolinium spécifiques. Par exemple, le
gadobénate de diméglumine (MultiHance ®) et le gadoxétate disodique (Primovist®) sont
rapidement pris en charge par les hépatocytes et sont donc utilisés pour I’imagerie du foie et du
systéme biliaire.’*'* D’autres agents spécifiques dit « de deuxiéme génération » ont été utilisés
lors d’essais cliniques mais ne sont pas disponible sur le marché. A titre d’exemple, des
complexes de gadolinium ont été développés pour 1’angiographie. Deux méthodes ont été
utilisées pour favoriser leur rétention dans les vaisseaux sanguins et ralentir leur diffusion vers
le milieu interstitiel. La premiére consiste & utiliser un ligand tels que le B22956% qui interagit
de maniere non covalente avec 1’albumine sérique et le force ainsi a rester dans le systeme
vasculaire (Figure 1.12). La seconde est d’utiliser un complexe de trés grande taille tel que le
Gadomer-17* (Figure 1.12) ce qui va nettement ralentir sa diffusion vers le milieu interstitiel
et I'inciter a rester a I’intérieur des vaisseaux sanguins. L’intérét de ces systemes est double :
(1) ’accumulation de 1’agent de contraste dans les vaisseaux sanguins permet un meilleur
contraste, (i1) la formation d’espéces de grandes tailles permet d’atteindre des relaxivités

élevées aux champs moyens des scanners IRM commerciaux (20-60 MHz).

10
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Figure 1.12 : Exemples d’agents de contraste a base de gadolinium pour I’angiographie.

L’ion gadolinium(IIT) a une taille similaire a celle du calcium(ll). De ce fait, il peut interférer
dans les processus biologiques impliquant le Ca?*. Il est donc nécessaire que le gadolinium(111)
soit piégé dans un complexe afin d’éviter cette toxicité.}’ En 2006, Grobner et al. ont mis en
avant pour la premiere fois un lien entre 1’utilisation du Gd-DTPA et une pathologie grave chez
des patients souffrant d’insuffisances rénales, la Fibrose Systémique Néphrogénique (FSN).1
Cette maladie se caractérise par la formation de fibroses sur la peau qui peuvent s’étendre aux
organes vitaux. Bien que I’origine exacte de cette maladie ne soit pas connue, il a aussi été
montré que des patients souffrant de FSN présentaient dans leurs tissus'® des traces de

gadolinium, renfor¢ant ainsi I’hypothése d’un lien entre cette maladie et I’exposition a ce métal.

De plus, le complexe de Gd®" est principalement éliminé par les reins. L’efficacité de filtration
des reins est caractérisée par le débit de filtration glomérulaire (DFS). Plus le DFS est élevé,
plus I’élimination sera rapide. Il a été montré que pour les patients ayant un DFS faible,
I’élimination du gadolinium était beaucoup plus lente (augmentation de 4 a 8 h pour des

insuffisances rénales modérées et 18 a 34 h pour les cas les plus graves) que pour les patients

11
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avec un DFS normal.?° Cette exposition prolongée au Gd** pourrait donc étre une des causes
de développement de la FSN chez les patients souffrant d’insuffisance rénales. Ces craintes
concernent principalement les agents de contraste linéaires qui sont les principaux concernés
dans ces études a cause d’une stabilité cinétique beaucoup plus faible que les agents de contraste
macrocycliques.?* Ces découvertes ont conduit I’agence européenne du médicament, en 2010,
a limité 1’utilisation des agents de contraste linéaires sur les femmes enceintes et les patients

souffrant d’insuffisances rénales.

Depuis 2013, d’autres études ont montré que I’injection répétée d’agent de contraste a base de
Gd** pouvait conduire a une accumulation de ce dernier dans différents tissus.?? En effet, une
analyse sur des cerveaux issus de corps autopsiés a montré une accumulation de gadolinium
dans les noyaux dentelés et dans le globus pallidus.?® D’autres études ont également montré des
dépots de gadolinium dans les os chez des patients n’ayant pas de problémes rénaux.?* Pour le
moment, aucune toxicité n’a été attribuée a ces dépots. Néanmoins, en 2017, I’agence

européenne du médicament a décidé de suspendre I’utilisation de certains complexes linéaires

(voir Tableau 1.1) dont I’inertie cinétique a été mise en cause par des études in vivo.?

12
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b. Les agents de contraste a base de manganese(ll).

Le manganése(Il) a aussi été utilisé dans le développement d’agent de contraste. Il est
paramagnétique avec un spin de S = 5/2 et il possede un long temps de relaxation électronique.
La vitesse d’échange de I’ion manganése(Il) avec les molécules d’eau est suffisamment élevée
pour ne pas limiter la relaxivité. De plus, c’est un élément biogeénique ; il est présent dans le
sérum a des concentrations de 0,5a 1 ,2 pg/l mais aussi dans des enzymes tels que la superoxyde
dismutase qui joue un role majeur dans 1’¢limination des radicaux libres. Un autre avantage a
I’utilisation de ce métal est son codt. En effet, le chlorure de manganeése est soixante fois moins

cher que le chlorure de gadolinium, ce qui devrait ainsi diminuer le prix de 1’agent de contraste.

Seul deux agents de contraste a base de manganése ont été utilisés en clinique. Le premier est
le Mn-DPDP (Teslascan®), il était utilisé pour I’imagerie du foie et du myocarde (Figure
1.13)%. 11 a été retiré du marché en 2012 du fait d’un manque de stabilité in vivo. Le second est
composé de chlorure de manganese encapsulé dans des liposomes qui est un agent administré

par voie oral.

Figure 1.13 : Structure de [’agent de contraste Teslascan®
C. Les nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques.

Les nanoparticules d’oxydes de fer superparamagnétiques (SPION) sont des particules
superparamagnétiques composées de maghémite (Fe2Os3) ou de magnétite (FesOas) et sont
recouvertes d’un agent tel que le dextran, le citrate, ou I’oléate. Ces agents empéchent les
agrégations et réduisent la toxicité des particules. Le spin total de ces particules est supérieur a
la somme des spins individuels de chaque ion métallique et conduit donc a des relaxivités tres
élévées. Ces particules superparamagnétiques affectent beaucoup plus T2 que T: et sont donc

considéré comme des agents T,. Elles sont classées en trois groupes en fonction de leur taille?’ :

- USPIO (Ultra small, <50 nm)
- SPIO (Small, 50 nm a 1 pm)
- MPIO (Micron-sized, >1 pum)

13
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Des oxydes de fer superparamagnétiques ont déja été utilisés lors d’essais cliniques et ont déja
été approuvées par les autorités. Actuellement, seul le Lumirem®, un agent de contraste
administré par voie orale est présent sur le marché mais peu utilisé.?” Pour les autres, leurs
développements ont été arrétés en phase d’essai clinique ou ils ont été retirés du marché car,
bien qu’ils soient jugés biocompatibles, des problémes de toxicité ont été mis en avant. D’abord,
la métabolisation des SPION risquait d’entrainer une surcharge néfaste en fer.?® Ensuite, les
particules de type PEG-feron, trop résistante a la métabolisation, restaient intacte dans le foie

pendant une trés longue période?, ce qui a entrainé ’arrét de leur développement.

14
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Groupe | Nom Nom Relaxivité Statut Usage
commercial générique mM1s?
(1,5T,37°C)
USPIO | Feraheme® Ferumoxytol r=15 Approuvé pour | Agent
r.=89 le traitement de | intraveineux,
I’anémie, utilisé | lésions
hors indication | cérébrales,
en IRM foie ganglions
lymphatiques
Clariscan® PEG-feron ri =20 (0,47 T) | Utilisé lors Agent
r,=35 (0,47 T) | d’essais intraveineux
cliniques
Sinerem® Ferumoxtran- | ry=19,5 Utilisé lors Agent
Combide® 10 r,=87,6 d’essais intraveineux
cliniques
Resovist® ferucarbotran | r1=9,7 Retiré du Foie
r.=189 marché
SPIO Feridex® Ferumoxides | r1=10,1 Retiré du Foie, Rate,
r,= 158 marché Agent
intraveineux,
Marquage
cellulaire in
vitro
MPIO | Lumirem® ferumoxil rn=2 Approuvé Voie orale
r,=47

Tableau 1.2 : Oxydes de fer superparamagnétiques utilisés en clinique, approuvés ou retirés du

marché.
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B) Définition de la relaxivité et aspect théorique des agents de contraste moléculaires.
a. Théorie de la relaxivité

Les agents de contraste augmentent la vitesse de relaxation longitudinale 1/T: et tranversale
1/T> des noyaux. En présence d’un complexe paramagnétique, ces vitesses de relaxation sont
exprimées selon le modéle développé par Solomon, Bloembergen et al*®3! o0 1/T1 et 1/T,
correspondent a une somme des vitesses de relaxation des contributions diamagnétiques (1/Ti)q

et paramagnétiques (1/T;)p présentent dans le solvant :

®

La contribution paramagnétique dépend de la concentration de 1’espéce paramagnétique [M""].

= (l)d + (l) (i=1,2) Equation 1.1

obs Ti Ti D
Ainsi, on peut introduire la relaxivité de 1’agent de contraste r1 (en mM™.s) qui correspond a
I’augmentation de la vitesse de relaxation des protons apportée par une concentration d’une

millimole par litre d’ion paramagnétique. La relaxivité r1 est définie par I’équation 1.2. Plus la

relaxivité est élevée, plus 1’agent de contraste est efficace.

(Tl) = (%) +r[M™] (i=1,2) Equation 1.2
" obs d

Les ¢lectrons de 1I’ion métallique, en présence d’un champ magnétique, subissent aussi la
relaxation caractérisée par les temps relaxation électronique T12e (Figure 1.8). Cette relaxation
électronique va influer sur les protons du solvant en créant un champ magnétique local. Plus les
protons seront proches du métal et plus ils seront influencés par ce dernier. C’est pourquoi, il
est important qu’au moins une molécule d’eau soit directement liée au métal.

Afin de faciliter la description de la théorie de la relaxivité, on distingue trois spheres de
solvatation autour de I’ion métallique. D’abord, les molécules d’eau directement liées au métal
correspondent a la sphere interne de coordination du complexe (IS). Ensuite, les molécules
d’eau présentent grace aux liaisons hydrogenes induites par des groupements présents sur les
ligands, tels que des groupements phosphonates ou carboxylates, correspondent a la seconde
sphere de coordination (2S). Enfin, les molécules d’eau diffusées a proximité du complexe
correspondent a la sphere externe de coordination (OS) (Figure 1.8). Ainsi, on peut écrire que
la contribution paramagnétique (1/Tip) définit dans 1’équation 1.1 correspond a la somme des
contributions paramagnétiques dans la sphére interne (1/Tip)is, dans la seconde sphére (1/Tip)2s

et dans la sphére externe (1/Tip)os tels que®? :
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D RE T S -
— | == — — i=1, quation 1.
Tip Tip Tip Tip

De méme, on peut I’exprimer en termes de relaxivité par :

rn=r"+1r%+r% (i=1,2) Equationl.4

OS : sphére externe de coordination
2S : seconde sphere de coordination
IS: sphere interne de coordination

®

* g :nombre de molécules d’eau liées au métal

* Ty : tempsde résidence des protons (1/k.,)

* T,,m: relaxationlongitudinale et transversale de la molécule d’eau liée
* T,,.:relaxation électronique longitudinale et transversale

*  ryn: distance métal-proton

* 1,.tempsde corrélation rotationnel

Figure 1.8 : Représentation de [’espace environnant le complexe et les paramétres influencant la

relaxivité.

La Figure 1.8 montre un ensemble de parameétres qui influence la relaxivité. La plupart de ces
parametres concernent la sphere interne de coordination, c’est pourquoi il s’agit d’un élément
primordial dans le développement d’agent de contraste (Figure 1.8). Ainsi, les relaxivités
transversale et longitudinale de la sphére interne de coordination sont exprimées par les
équations 1.5et 1.6 :

1s _ [M™"]q 1 _ 1
556 Tim+Tm M T im+Tm

1) Equation 1.5

- —1p-1
Is _ P_mTZnZI‘I- ™ 1T2m+Aw$n

& Equation 1.6

Tn (1 14+ Tzh) 4 Awd,
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Ou 1/Tim et 1/Tom sont respectivement, les vitesses de relaxation longitudinale et transversale
de la molécule d’eau liée au métal, =m est le temps de résidence de la molécule d’eau dans la
sphére interne de coordination, q est le nombre de molécule d’eau, Pm est la fraction molaire de
la molécule d’eau liée au métal, 4wm est la différence de déplacement chimique entre la

molécule d’eau liée au métal et celles du solvant.

Les vitesses de relaxation 1/Tim et 1/Tom de la molécule d’eau liée au métal sont gouvernées
pas des mécanismes d’interaction dipole-dip6le (DD) et scalaire (SC) dépendant tous les deux

du champ magnétique tels que :

1 1

=+ —
Tim T-DD TiSC

i

(i=1,2) Equation 1.7

La contribution DD a la vitesse de relaxation (1/TiPP) est modulée par la réorientation du
vecteur spin nucléaire-spin électronique, par les changements d’orientation du spin électronique
(relaxation électronique) et par I’échange avec les molécules d’eau. Ainsi, 1/T1PP et 1/T2PP sont

exprimees par les équations 1.8 et 1.9 :

1 _2v%9%u3 % T ot
= SS+1(—) |7 +3 Eaquation 1.8
PP 15 1yt ( ) (47T) 14+ wity 1+ wit? quation

1 1y°9%3
TPP 15 1y°

2.2

Ho 2 Te2 Tc1 .
SS+1)(—) |13 +3 + 4 Equation 1.9
( ) (47'[) [ 1+ wit?, 1+ with TCl] quatt

La contribution SC a la vitesse de relaxation (1/Ti°C) est, quant a elle, uniquement modulée

par la relaxation électronique et par 1’échange des molécules d’eau tels que :

1 25(S+ 1) /A\? T
= ( )(—) <;2> Equation 1.10

TSC 3 h/ \1+ w27%
1 S(S+1) (A)Z Tr Fouation 111
= —| [—=— tion 1.
TS¢ 3 h/ \1+ wit? fe1 quarton

Des équations 1.7 a 1.11 on retrouve :

- [M"™], 1a concentration de I’agent de contraste ;

- Tim, le temps de relaxation longitudinale de la molécule d’eau liée au métal.
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- m (UKex), le temps de résidence de la molécule d’eau dans la premiére sphére de
coordination du complexe.

-, le ratio gyromagnétique nucléaire du proton (MHz.T1)

- g, le facteur de Landé des électrons libres (=2)

- s, le magnéton de Bohr (=5.79 eV.TY)

- ru la distance métal-proton (A)

- Mo, la constante magnétique (=4n x 10-7 T m.A™%)

- S, le nombre quantique de spin du métal

- o et ws respectivement les fréquences de Larmor des protons et des électrons (rad.s™)

- A/h, la constante de couplage scalaire ou hyperfine

Les temps de corrélations 7. et zei sont exprimes par les équations 1.12 et 1.13 :

! 1+1+1(' 1,2) Equation 1.12
— =—1T—1T— (l=1, quation 1.
Tci Tr Tm Ti

1 1 1 . .
—=—4—(i=12) Equation 1.13
Tei Tm T

Ou zrest le temps de corrélation rotationnel et Tie le temps de relaxation électronique.

Le temps de relaxation électronique est gouverné par les modulations du ZFS transitoire (ZFS
= « Zero-Field Splitting : interaction inter-électronique chez les composés paramagnétiques).
Les vitesses de relaxation électronique longitudinale 1/T1e et transversale 1/T2 sont exprimeées
par les équations 1.14 a 1.16:

1\ 1 4
— =2C + Equation 1.14
<T1e) (1 + wit 1+ 4witl ) a

5 N 2
14 it 1+ 4wit?

=C <3T,, + +3 ) Equation 1.15

1
C = %AZTU{ALS(S +1) -3} Equation 1.16

Ou A? est le carré de la fluctuation moyenne du ZFS (en s) et 7y est le temps de corrélation

pour la modulation du ZFS.
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Quatre parametres clés jouent un role particulierement important et peuvent étre modulés en

fonction de la structure du complexe (Figure 1.8)°:

Le nombre d’hydratation g correspond au nombre de molécule d’eau directement li¢e
au métal. Le nombre de molécule d’eau q est proportionnel & r1'S (équation 1.5) ce qui
signifie qu’en augmentant g on augmente ri'S. Ce paramétre est modulable
expérimentalement. En effet, il faut sélectionner des ligands dont la denticité est plus
faible que le nombre de coordination du métal. Cependant, cela conduit aussi a diminuer
la stabilit¢ thermodynamique et cinétique du complexe et complique donc le
développement d’agent de contraste polyhydratés.®

La distance métal-proton ry est au dénominateur et a la puissance 6 dans 1’équation 1.6.
Ainsi, une faible augmentation de cette distance contribue a une grande baisse de la
relaxivité, d’ou I'importance d’une interaction entre le métal et la molécule d’eau.
Expérimentalement, il est difficile de déterminer ru et il s’agit pour la majorité
d’estimation a partir de la distance entre le métal et I’oxygene. Cette méthode est
approximative car 1’angle entre le métal et la liaison oxygene-hydrogéne est difficile a
déterminer en solution.®

Le temps de résidence des protons tm est un paramétre important dans 1’augmentation
de la relaxivité. Plus il sera court, plus les protons du solvant subiront I’effet
paramagnétique du métal. Deux mécanismes sont possibles pour I’échange de protons.
Le premier est un échange prototropique et le second un échange de la molécule d’eau
elle-méme. A un pH neutre, on a généralement un échange de molécule d’eau intacte
avec le solvant car la vitesse d’échange de ces deux mécanismes est similaire. Lorsqu’on
augmente la basicité ou I’acidité, on observe que la vitesse d’échange prototropique est
supérieure a la vitesse d’échange des molécules d’eau du fait des mécanismes acides ou
basiques pouvant avoir lieu a ces pH.>* La charge du complexe peut aussi influencer la
vitesse d’échange d’eau et cet effet est dépendant du mécanisme d’échange . En effet,
pour un complexe chargé négativement et dans le cas d’un mécanisme dissociatif
d’échange d’eau, la molécule d’eau aura un temps de résidence plus court aura un temps
de résidence plus court qu’un complexe neutre ou cationique.®® De plus, le temps de
résidence dépendra aussi de I’encombrement stérique au niveau du site de fixation et de
la rigidité du complexe. 3% 37

Le temps de corrélation rotationnel z est un des paramétres déterminant le temps de

temps de correlation global z.i (Equation 1.12). Plus le temps de corrélation rotationnel
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7 sera grand, plus le temps de corrélation global sera élevé. A des champs magnétiques
élevés (> 10 MHz), le temps de corrélation rotationnel tr est généralement le facteur
limitant de la relaxivité pour des structures de petits poids moléculaires. Afin
d’augmenter la relaxivité il est ainsi possible d'augmenter la taille des structures en y
ajoutant des interactions covalentes ou intermoléculaire avec des substituants

macromoléculaires (protéines, oligosaccharides, dendriméres, micelles. ..).

La contribution des sphéres secondaires et externes a la relaxivité n’est pas négligeable. En
effet, en prenant pour exemple le complexe Gd-1%°, le complexe a une relaxivité proche de 2
mM1.st a2 60 MHz pour un nombre d’hydratation de q = 0. Cette relaxivité est donc a attribuer

aux protons des sphéres externes (Figure 1.9).
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Figure 1.9 : Structure du ligand 1 et Profile NMRD du complexe Gd-1 a 25 °C (carrés noir) avec sa
courbe d’ajustement (ligne noir). La ligne pointillée correspond a la contribution théorique de la

sphére externe. La seconde courbe (carrés blanc) n’est pas discutée™.

Une autre étude a permis de déterminer la distance métal-proton reg-+ entre la molécule d’eau
de la seconde sphére de coordination et Gd*" en comparant les profils de relaxivité des
complexes [GA(DOTP)]* et [Gd(DOTA)(H0)].** A 25 °C, la relaxivité du complexe
[Gd(DOTP)]®> est inférieure a celle de son analogue tétracarboxylate (Figure 1.10). Ces données
s’expliquent par I’absence de molécules d’eau dans la sphére interne de coordination et en
considérant une seconde sphere de coordination due aux groupements phosphonates. Un trés
bon ajustement des données expérimentales a pu étre obtenu avec deux molécules d’eau a une
distance ree-n de 3,89 A. Ce résultat étant plus cohérent avec les données structurales de

complexes similaires. A titre de comparaison, une analyse des données avec la théorie SBM et
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q =1 donne une distance métal-protons de ree-+ de 3,26 A, distance trop importante (reg-+= 3.1

A) .40
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Figure 1.10 : Structure du ligand DOTP Profils NMRD du complexe Gd-DOTP a5 °C (v) 25 °C (a),
comparé aux profils NMRD du Gd-DOTA &5 °C (v) 25 °C (a).*

b. Détermination des paramétres de la théorie SBM.

Dans le but d’identifier les différents mécanismes d’interaction et processus dynamiques qui
régissent la relaxation, le profil NMRD (« Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion ») d’un
complexe est trés souvent étudié. Il s’agit d’un graphique présentant la relaxivité d’un complexe
paramagnétique en fonction du champ magnétique Bo (Figure 1.11). Il permet de déterminer,
apres un ajustement mathématique des données expérimentales, certains paramétres décrit dans
les équations 1.5 a 1.16. Le principal probleme de cette technique est le nombre élevé de
variable qui influence le profil NMRD. En effet, dans un systéme simple ou la seconde sphére
peut étre négligée et ou la sphére externe peut étre estimée, la théorie SBM de la sphére interne
contient encore de nombreux paramétres a ajuster (tm, T, AZ? et ry). Afin d’avoir une
interprétation précise du profil NMRD, il est nécessaire d’utiliser une autre technique
indépendante qui permettra d’analyser simultanément les données des deux techniques et

d’obtenir des paramétres ajustés avec précision.
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Figure 1.11 : Profil NMRD du GdDOTA a 37 °C.

Une des techniques qui permet de compléter la relaxométrie consiste a mesurer la vitesse de
relaxation transversale et le déplacement chimique de 1’oxygeéne 17 d’une solution

paramagnétique et d’une solution de référence diamagnétique en faisant varier la température

(Figure 1.12).

16.0

14.0

In(1/Ty,)

12.0

Ac, /10%rad 571

2.6 3.0 3.4 3.8
1000/T (K)*

Figure 1.12 : Vitesse de relaxation transversale réduite et déplacement chimique de *’O en fonction de
la température du Gd-DTPA-BMA a trois champs magnétiques Bo =9,4 T (cercles vert), 4,7 T

(triangles rouge) et 1,4 T (carrés bleu).*?

Ces deux données permettent ensuite de déterminer la vitesse de relaxation réduite et le
déplacement chimique réduit de I"oxygéne 17 grace aux équations de Swift et Connick
(Equation 1.17 et 1.18) :
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1 1711 1 1 T2 + 1T + Aw? 1
—_—=— ———] =— Zm_l = _Zlmz mz + Equation 1.17
Tyr  PulTy Topl Tty +Topn)? +Aws  Taos
A ! [ ] Bom +A Equation 1.18
Wy =—|W— W = w uation 1.
=P, AT A+ o, D2 + 5007, 08 1

Avec :

- 1/Ta, la vitesse de relaxation transversale réduite de 'O de la solution
paramagnetique.

- Aoy, le déplacement chimique réduit de 1’0 de la solution paramagnétique.

- Acwm le déplacement chimique réduit de 'O lié au métal.

- Awos, le déplacement chimique de O de la sphére externe.

- 1/T20s la vitesse de relaxation transversale de 'O de la sphére externe.

- 1/Toaet 1/T, respectivement, les vitesses de relaxation transversales de O de la
référence diamagnétique et de la solution paramagnétique.

- wa et o, respectivement, les déplacements chimiques de 'O de la référence
diamagnétique et de la solution paramagnétique.

- 7m, le temps de résidence de la molécule d’eau.

- Tom, le temps de relaxation transversal de la molécule d’eau liée au métal.

Le déplacement chimique de 17O lié au métal 4wm est proportionnel a la constante de couplage

scalaire Ao/% selon 1’équation 1.19 :

_ gLupS(S + 1)BA_0
3k,T _ h

Awyy, Equation 1.19
Avec B, les champs magnétiques, S, le nombre de spin, g, le facteur de Landé g isotropique,
Us, le magnéton de Bohr, kg, la constante de Boltzmann (=1,380 649 x 102 JK ) et T, la

température.

Les mesures de la relaxation transversale et du déplacement chimique de 'O sont réalisées dans
les conditions ou la théorie SBM est valide (Jusqu’a 5 T). Comme 1’oxygene de la molécule
d’eau est directement lié au métal, la contribution scalaire a la relaxation transversale est

dominante, il est alors possible d’écrire que (d’aprés 1’équation 1.9 et 1.13) :

1 1 S(S+1 (A)Z N Eouation 1.20
= = - —_— T uation 1.
Tom  TSC 3 \n) \1+wlcs, q
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1 1 1

— =y (i=1,2) Equation 1.21
Tei Tm Tie

L’inverse du temps de résidence tm correspond a la vitesse d’échange kex avec les molécules

d’eau et est exprimé par 1’équation 1.22:

p oL kT AS*  AH*
ex=7 ="h PR TRT

k28T AH* ( 1 1

- 298,15expl R 298’15—7>l Equation 1.20

Avec AS* et AH*, respectivement, I’entropie et I’enthalpie d’activation du processus d’échange
et kex’®, la vitesse d’échange de la molécule d’eau a 298,15 K. Les mesures de la relaxation
transversale et du déplacement chimique permettent donc de déterminer un certain nombre de
paramétre influencant la relaxivité. Ces paramétres sont kex, AS*, AH, Ao/h, ainsi que w et A?,

les paramétres qui gouvernent le temps de relaxation électronique Tie (équation 1.15 et 1.16)
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1.2. La Tomographie a Emission de Positron.
1.2.1. Geénéralités.

La tomographie a émission de positron (TEP) est une technique d’imagerie qui permet de
visualiser la distribution tridimensionnelle de la radioactivité suite a I’injection d’un
radiotraceur émetteur de positron. C’est une technique de trés grande sensibilité, pour laquelle
le radiotraceur est injecté a des concentrations de 1’ordre du nano- voire picomolaire. La TEP
permet d’observer 1’activité métabolique des organes et de détecter d’éventuelles anomalies.

Elle est notamment utilisée en cancérologie, en neurologie et en cardiologie.

Le développement de la TEP et de la médecine nucléaire en général est intimement lié a la
I’histoire de la radioactivité découverte par Henri Becquerel en 1896 et dont la connaissance

fut amplifiée par les travaux de Pierre et Marie Curie dans les années 1960.

En 1912, George de Hevesy fut le premier a utiliser des éléments radioactifs comme traceurs
afin de suivre 1’évolution chimique du plomb. Grace a la découverte de la radioactivité
artificielle en 1934 par Iréne et Frédéric Joliot-Curie, il était alors possible d’envisager la
production d’isotopes radioactifs d’éléments jouant un role essentiel pour le domaine
biomédical. Ainsi, en 1935, les premiers travaux étudiant des indicateurs radioactifs d’¢léments

physiologiques spécifiques (phospohre, sodium...) chez I’animal virent le jour.

Afin d’améliorer les techniques de détection, de nombreux travaux pour le développement de
détecteurs ont été réalisés. En 1970, le premier tomographe est installé par G. Hounsfield et la
société EMI et c’est finalement en 1976 a I’'Université de Pennsylvanie que le premier examen
TEP est réalisé en utilisant un tomographe monophotonique et le traceur FDG marqué au fluor
18.43

Depuis, 'utilisation de la TEP s’est largement démocratisée et le développement de scanners
combinant la TEP avec la tomodensitométrie (TDM, une technique d’imagerie) a été un
véritable tremplin a son développement en permettant ’acquisition simultanée d’images

anatomiques (TDM) et fonctionnelles (TEP).*
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1.2.2. Principe de la TEP

La tomographie a émission de positrons repose sur 1’utilisation d’isotopes radioactifs émetteurs
de positrons. Ces derniers se désintégrent vers un état stable par la transformation d’un proton

en neutron et par I’émission d’un positron ($8)et d’un neutrino (9) non détecté (Equation 1.17).
AX- ,r+98+ 309 Equation 1.17

Lorsqu’il est émis, le positron parcourt quelques millimeétres dans les tissus et perd son énergie
cinétique. Une fois a I’arrét, le positron interagit avec un électron et il y a annihilation des deux
particules. La masse des particules est alors convertie en énergie et deux photons y de 511 keV

sont finalement émis dans des directions opposees.

Les deux photons y sont détectés par des caméras y et permettent de déterminer le point
d’annihilation (et non le lieu de I’émission du positron). La distance entre le point d’émission
et le point d’annihilation est appelée le libre parcours moyen. Il dépend de 1’énergie du positron
émis qui varie en fonction des radioisotopes. Plus 1’énergie du positron sera grande plus le libre
parcours moyen sera important. Il s’agit donc d’une premiére limitation de la TEP en termes de
résolution spatiale. Une autre limitation est la non-colinéarité des photons y dii a une
annihilation ayant lieu avant que le positron perde toute son énergie cinétique. Ce défaut de

colinéarité est de ’ordre de 0,5 ° (Figure 1.14).%

défaut de
colinéarité
v positron .~~~ libre parcours
s
s ; moyen |
PPN /7 photony
| A
¢ R 511 keV
noyau du N

radioisotope

el électron
annihilation

photon y
511 keV

Figure 1.14 : Désintégration du radioisotope, annihilation et émission des deux photons y.
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Les appareils TEP sont constitués d’une série de couronnes de détecteurs qui sont réparties en
anneaux autour du patient. Chaque détecteur est composé¢ d’un ou plusieurs cristaux
scintillateurs et d’un ou plusieurs photomultiplicateurs (Figure 1.15). Lorsque les photons y
sont détectes, le circuit électronique du détecteur détermine le point d’annihilation sous deux
conditions. La premiére est que les deux photons soient captés dans un délai inférieur a 10 ns.
La seconde est que 1’énergie de ces deux photons soit proche de 511 keV. Le traitement des

données permet finalement de reconstruire I’image du point d’annihilation (Figure 1.15).%

*hoton v 511 keV

objet & imager

Photon y 511 keV

Figure 1.15 : Couronne de détecteurs vy et point d’annihilation.

La TEP dépend de 1’accessibilité des radioisotopes. Ils sont produits généralement dans un
cyclotron. Le cyclotron est un accélérateur de particules. Il est composé d’une chambre a vide
formée de deux cavités semi-cylindriques appelées « dees » et séparées par un intervalle. Au
centre, un émetteur de particules libére une particule chargée tels que les protons (p), les deutons
(d) et les particules alpha (a). Sous I’influence d’un champ magnétique cette particule décrit un
mouvement circulaire. Les « dees» ne sont pas au méme potentiel, cela entraine une
acc€lération de la particule entre Dl’intervalle. L’augmentation de la vitesse conduit a
I’augmentation du rayon de la trajectoire de la particule jusqu’a atteindre une limite lors de
laquelle la particule est éjectée en direction de la cible (Figure 1.16). Tous les cyclotrons n’ont
pas les mémes caractéristiques en matiére de faisceau, de cible d’énergie ou d’éléments produit.
A titre d’exemple, Cyrcé, le cyclotron de I'TPHC & Strasbourg, est capable de fournir des
particules avec des énergies allant de 16 & 25 MeV. Il est actuellement utilisé pour la production
du fluor 18, du cuivre 64 et du zirconium 89 et utilise des cibles de Nickel 64 et d’Yttrium 89.
Un autre exemple est le cyclotron du CEHMTI a Orléans qui est un cyclotron a énergie variable.
11 est capable d’utiliser différent types de faisceaux tels que les faisceau de neutron (8 MeV),
de proton, de deutéron, de 3He et de particules alpha (10-45 MeV). Il a permis la production de
nombreux isotopes comme le fluor 18, le cuivre 64, le carbone 11, I’astate 211 et le scandium
44,
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Figure 1.16 : Principe du cyclotron.
1.2.3. L’avantage des radionucléides a long temps de demi-vie pour 'immunoTEP.

Chaque radioisotope est caractérise par son temps de demi-vie, I’énergie du positron émis et
son pourcentage de désintégration 5*. Les premiers radioisotopes utilisés étaient les éléments
11C, 3N et 150 qui sont les principaux constituants des biomolécules. Le principal probléme des
radioistopes *1C, N et 10 est leur temps de demi-vie trés court de 20 min, 10 min, et 2 min
respectivement,*’ ce qui oblige d’avoir une infrastructure de production proche des appareils
TEP. Actuellement, le radiotraceur le plus utilisé en analyse de routine est le 2-[*3F]fluoro-2-
déoxy-D-glucose (*®F-FDG). Le fluor 18 posséde un temps de demi-vie de 109 minutes, une
énergie A faible (0,654 MeV) et un pourcentage de désintégration A+ de 97 %. Sa faible énergie
signifie que son libre parcours moyen est faible, se traduisant ainsi par des images avec des
résolutions particulierement élevées. Le ®F-FDG peut étre obtenu par fluoration nucléophile

ou électrophile (Figure 1.17).

uie Fluoration nucléophile

AR N\ _one [(erypt-222)K]* 18F-
L Ghe Déprotection o

H H
2ep N[ NaOH Ho
cO. - OAc ——— H%D OH
" OAc H g ] -
H H
o 1.CH3COO®F, H0 HooH

2. HCI BE[FDG]
Fluoration nucléophile

Figure 1.17 : Synthése du ®F-FDG
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Depuis des dizaines d’années I'immunoTEP suscite un intérét croissant. Cette technique
consiste a combiner le ciblage spécifique des anticorps avec la haute sensibilité de la TEP afin
de développer des sondes capables de cibler des antigénes spécifiques d’une pathologie ou
d’observer des processus biologiques. Du fait de la taille des anticorps et de leurs interactions,
leur élimination et leur accumulation au niveau de la cible sont lentes, ce qui nécessite
I’utilisation de radionucléides a long temps de demi-vie (Tableau 1.3).“8 En plus de permettre
le diagnostic, certaines sondes peuvent aussi étre appliquées en thérapie dans le cadre de la
radioimmunothérapie (RIT) avec des émetteurs £, plus énergétiques et avec un parcours moyen
plus grand, correspondant au diametre de plusieurs cellules ou amas cellulaires. La RIT est une
radiothérapie vectorisée qui place la source directement au contact des cellules tumorales et
permet ainsi de minimiser I’exposition des tissus sains aux rayonnements ionisants. En
immunoTEP ou en RIT, les radioisotopes métalliques sont privilégiés. Ils sont complexés a un
chélateur inerte auquel la biomolécule est conjuguée. 1l faut s’assurer que cet adduit conserve
la méme affinité, la méme stabilité et les méme caractéristiques pharmacocinétiques que la
biomolécule seule. Bien que le fluor 18 soit un radioisotope de choix pour le TEP, son temps
de demi-vie et ses conditions drastiques de radiomarquage sont difficilement compatibles avec
I’immunoTEP. Le tableau 1.3 présente les radioistopes les plus prometteurs pour

’immunoTEP.

Radioisotope Temps de Profile d’émission Méthode de
S demi-vie production
897r 78,4 h B*:22,8% ; Epimax=901keV ; EC : 77 % ;E, =909 | Cyclotron
keV
8Y(p,2n) zr,
®y(@,n)  &zr,
"atSr (a, xn) 8°Zr,
etc
%4Cu 12,7 h B*: 19 % ; Epimax= 656 keV ; EC: 41 % ; E, = | ®Ni(p,n)%Cu;
1346 keV ; B : 40 % ; Ep.max= 579 keV ®4Ni(d,2n)%Cu ;
87n( p, a)**Cu
8y 14,7 h B*: 34 % ; Epimax= 3.15 MeV ; EC: 66 % ; E, = | Cyclotron
1043 keV
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868r(p,n)86Y :
863r (d,2n)8Y

44SC

39h

B :94% ; Eprmax= 1474 keV ; EC : 6% ; E, = 1157
keV

Générateur
4Ti/*Sc
Cyclotron

natCa (p,n)““Sc :
#4Ca (p,n)*sc

124|

B*:22 % ; Epimax= 2,13 MeV

Cyclotron

124Te(p,n)124l

52Mn

B+ . 29,4 % , EB+max: 575 keV , Ey = 1434 keV

Cyclotron

2Cr(p,n)*2Mn ;
"ACr(p,x)*>Mn

Tableau 1.3 : Radioisotopes & long temps de demi-vie et leurs caractéristiques.*®

Le zirconium 89 est intensément utilisé¢ pour 1’imagerie médicale car son énergie et son temps
de demi-vie sont compatibles avec les temps de demi-vie des anticorps. Il est produit dans un
cyclotron et différentes réactions nucléaires sont possibles (Tableau 1.3). Les voies les plus
fréquentes sont celles a partir d’yttrium 89 du fait de sa disponibilit¢ (3°Y(p,n) &zr). Le
chélateur classique du zirconium est la desferrioxamine (DFO) (Figue 1.18). De nombreux
dérivés ont été développés afin d’y ajouter un vecteur biologique pour I’immunoTEP.
Cependant, le zirconium 1V possede un nombre de coordination de huit qui n’est pas satisfait
par les chélateurs de type hexadentates DFO.*® Ce manque de donneurs est en partie responsable
d’une faible stabilité conduisant a une accumulation de 2Zr libre dans les 0s.%° C’est pourquoi
des dérivés ayant une denticité plus importante ont été développés. Parmi eux, les chélateurs
DFO* et DFOcyclo*-pPhe-NCS (Figure 1.18) et leurs analogues bioconjugués ont montré une
meilleure stabilité thermodynamique et moins d’accumulation de 8Zr libre dans les 0s.%! Des

recherches sont également menées en utilisant des plateformes plus rigides et préorganisées.®
53
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Figure 1.18 : Exemples de chélateurs du zirconium

Le cuivre 64 est un métal de choix pour I’'immunoTEP du fait de son temps de demi-vie. Il est
classiquement produit dans un cyclotron par bombardement d’une cible enrichie en nickel 64
selon la réaction ®*Ni(p,n)%*Cu. En plus d’émettre des particules f*, ®4Cu émet aussi des
particules £, il peut donc étre utilisé a des fins théranostiques. De plus, un autre isotope du
cuivre, le cuivre 67 émet des particules -4 100 %. Le couple 5“Cu/%’Cu présente ainsi un grand
intérét pour ’approche théranostique imagerie TEP/thérapie vectorisée. De nombreux ligands
macrocycliques ont été étudiés pour la complexation du cuivre. Les dérivés du DOTA (Figure
1.19) sont les plus utilisés pour des applications en TEP. Cependant, il a été montré que les
dérivés NOTA (Figure 1.19) étaient de meilleurs chélateurs pour I’immunoTEP. En effet, une
étude comparant 1’efficacité du DOTA et du NODAGA (Figure 1.19) comme chélateurs pour
le radiomarquage par ®*Cu d’un anticorps, a montré que le NODAGA avait une meilleure
stabilité in vivo et une plus faible accumulation de métal dans les organes.>* Un autre dérivé du
NOTA, le MANOTA a montré que ses bioconjugués ont de meilleures performances in vivo
que le DOTA et le NODAGA en termes de stabilité et de bruit de fond.>

La famille des cyclams a aussi €té étudiée pour le développement de radiotraceurs pour
I’'immunoTEP. Le ligand CB-TE2A (Figure 1.19) est un bon chélateur pour le cuivre mais ses
conditions de radiomarquage (95 °C, 60 min, pH 6-7)°° ne lui permettent pas d’étre appliqué en
immunoTEP. Grace au remplacement d’un des groupements carboxylates en groupement
phosphonate, le ligand CB-TE1A1P (Figure 1.19) possede un bon rendement de radiomaquage
a température ambiante. De plus, la présence du groupement carboxylate permet la
bioconjugaison et a donc permis de réaliser des études en immunoTEP.% Un autre dérivé de la

famille des cyclam, le ligand telbpin (Figure 1.19), peut étre utilisé pour I’immunoTEP grace
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au groupement phosphinate qui permet le développement de bioconjugués.®® Le ligand TE1IPA
(Figure 1.19), un autre dérivé du cyclam, substitué par un groupement picolinate est aussi un
bon candidat pour I'immunoTEP. En effet, ce dernier a montré une cinétique de complexation
rapide, une bonne stabilité thermodynamique, une bonne inertie et une grande sélectivité a
’égard du cuivre(I).>® Son analogue bifonctionnel p-SCN-Bn-TE1PA (Figure 1.19) a été
bioconjugué avec I’anticorps de rat 9E7.4 (dirigé contre CD138, un antigéne tumorale
surexprimé dans différentes tumeurs) et radiomarqueé au cuivre 64. Une étude comparative avec
les bioconjugués 54Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA (Figure 1.19) et ®*Cu-9E7.4-p-NHS-DOTA
(Figure 1.19) a été réalisée et ®*Cu-p-SCN-Bn-TE1PA a montré une meilleur stabilité in vivo

ainsi qu’une meilleur résistance a la transchélation que les dérivés du DOTA et du NOTA.°

Les ligands de types diamsar sont aussi des ligands qui complexent le cuivre dans des conditions
douces (20-37 °C, 5-30 min, pH 5-5.5). Son analogue bifonctionnel SarAr, a été utilisé pour

des travaux en immunoTEP.®!

La famille des bispidines (qui sera abordée en détail dans une prochaine partie) contient aussi
de bons chélatants du cuivre, qui forme des complexes stables dans des conditions optimales.
Singh et al. ont montré que les bispidines pouvaient étre appliquées en immunoTEP. En effet,
le ligand 6 (Figure 1.19) a été bioconjugué a un anticorps a domaine unique (SdAb),

radiomarqué au cuivre 64 et étudié en immunoTEP.5?
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Figure 1.19 : Exemples de ligand du cuivre.
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L’yttrium 86 posséde un temps de demi-vie de 14,7 heures. Il est produit dans un cyclotron par
bombardement d’un faisceau de protons sur une cible de strontium 86 d’apreés la réaction
83r(p,n)®Y. Ici encore, ’intérét principal de I’yttrium 86 vient de la grande popularité de
I’isotope yttrium 90 (100 % émetteur ) pour la radiothérapie vectorisée.%® Pour le
radiomarquage d’anticorps avec Y, les ligands les plus étudiés sont les dérivés de ’EDTA et
du DTPA (Figure 1.20).%* Afin d’augmenter la stabilité des complexes a base de DTPA, le
ligand CHX-A-DTPA a été développé (Figure 1.20). L’ajout d’un groupement isothiocyanate
a permis de bioconjuguer le ligand p-SCN-CHX-A-DTPA (Figure 1.20) a différents anticorps

pour des études par ImmunoTEP.%®

7N\ /N /\  COOH
SN N/ N N N
HooC ) ( COOH  HOOC (
HOOC COOH HOOC CcooH COOH
EDTA DTPA
O e O~ Q
R COOH R COOH
N N N N N N
HooC ) Hooc ) ( (
HOOC cooH COOH HOOC cooH COOH
CHX-A-DTPA p-SCN-Bn-CHX-A-DTPA

Figure 1.20 : Ligands de [ ’yttrium 89 pour I'immunoTEP.

Le scandium 44 posséde un temps de demi-vie de 3,9 heures. Il est produit dans un cyclotron
par bombardement d’un faisceau de proton sur une cible de calcium 44 d’apreés la réaction "*Ca
(p,n)*Sc. Pour le moment seul, les ligands p-SCN-Bn-CHX-A-DTPA®® (Figure 1.20) et
Hapypa-phényl-NCS®’ (Figure 1.21) ont été couplés a des anticorps et utilisés pour des études
en immunoTEP. Récemment, un dérivé du NOTA, le Hampatcn (Figure 1.21), a aussi été utilisé
pour la complexation du scandium. Le complexe formé a montré de bonnes propriétés en termes
d’inertie cinétique. Le ligand a ensuite été fonctionnalisé avec le vecteur DUPA qui cible le
PSMA (antigéne membranaire spécifique de la prostate) surexprimé a la surface des tumeurs
de la prostate. Ce bioconjugué a été radiomarqué au scandium 44 a température ambiante. Ces

conditions font de ce ligand un candidat idéal pour des applications en immunoTEP.58

34



Chapitre I - Introduction

| X
—
N
HO OH
jO(\N N/jj( HoocW
= N =
/N N HOOC._N N | OH
N\ = ~ N
fo) -/ N
0
(0]
HO OH
Himcpatcn
Hypapy

Figure 1.21 : Ligands du scandium pour 'immunoTEP

L’iode 124 a un temps de demi-vie tres long de 4,2 jours. Il est produit dans un cyclotron a
partir du tellure 124 d’aprés la réaction nucléaire 2Te(p,n)!?*I. C’est un agent théranostique
car en plus des positrons, il émet aussi des électrons Auger, capables de détruire les cellules
cancéreuses. L’iode 124 a déja été utilisé¢ pour le radiomarquage de I’anticorps HMFGI en
1991.% Le radiomarquage par 1’iode se fait majoritairement par la méthode IODO-GEN. Cette
méthode consiste a utiliser le 1,3,4,6-tétrachloro-3a,6a-diphényl glycoluril (ou lodogen), un
oxydant soluble en milieu aqueux. Il est dissous dans un solvant organique et est déposé sur les
parois d’un tube en verre. La réaction est ensuite initiée par I’ajout de la protéine et de I’iodure
de sodium dans une solution aqueuse. La réaction est arrétée apres un certain temps par le retrait

du milieu réactionnel.”

Le manganeése 52 a un long temps de demi-vie de 5,6 jours. Il est produit dans un cyclotron a
partir de chrome 52 d’aprés la réaction nucléaire >2Cr(p,n)*>Mn ou a partir de chrome naturel
selon "Cr(p,x)**Mn. Le manganése 52 posséde un pourcentage d’émission # de 29,4 % et une
énergie d’émission de 575 keV tandis que le zirconium 89 a un pourcentage d’émission plus
faible et une énergie d’émission plus élevé (87 : 22,8 % ; Ep:max= 901 keV). Ces données
laissent penser que le manganese 52 est un candidat prometteur pour la TEP. De plus le
manganese étant hautement paramagnétique, il est applicable en IRM. Il est donc envisageable
de développer des sondes bimodales IRM/TEP. Pour cela, il est nécessaire de développer des
ligands capables de former des complexes stables et inertes pour ces applications. La principale
contrainte pour le développement de ce complexe étant la coordination de la molécule d’eau
pour I’IRM, la prochaine partie présentera les travaux réalisés dans le but d’obtenir des agents
de contraste a base de manganése pour I’'IRM et dont la stabilité et I’inertie sont des conditions

toutes aussi importantes pour I’IRM que la TEP.
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1.3. L’utilisation du Mn(II) pour I’imagerie bimodale TEP/IRM.
1.3.1. Avantage de la bimodalité.

L’imagerie bimodale est un concept qui est exploré depuis plus de 20 ans par I’imagerie
TEP/CT (CT = Computational Tomography ou tomodensitométrie en francais). Les
informations structurales apportées par le scanner aux rayons X et les informations
fonctionnelles apportées par le TEP font de cette technique un incontournable de 1’imagerie
médicale. L’imagerie TEP/CT est tres utilisée en oncologie afin de déterminer, par exemple,

le stade de la maladie mais aussi pour la mise en place du traitement approprié.’

A DPinstar de cette technique, I’utilisation de I’imagerie bimodale TEP/IRM est progressivement
en train de se démocratiser. Depuis 2010, les premiers scanners TEP/IRM pour ’homme ont
été installés, dont une trentaine aux Etats-Unis et quatre en France. Ici encore, 1’idée est de
coupler la trés haute sensibilité de la TEP a la trés bonne résolution spatiale de I’IRM. L’intérét
croissant de I’imagerie TEP/IRM s’explique par les différents avantages qu’elle apporte par
rapport & la TEP/CT. En effet, un des premiers avantages de I’IRM est qu’elle est non ionisante
contrairement au scanner a rayon X. De plus, elle permet une excellente résolution temporelle
sur les tissus mous tandis que le scanner est plus approprié pour les tissus peu hydratés tels que
les os et les poumons. L’acquisition simultanée en TEP/IRM permet aussi une meilleure
correction des mouvements pour le TEP ce qui conduit a une meilleure résolution et une
meilleure quantification. Enfin, un dernier avantage est la réalisation de ces deux examens en
un seul rendez-vous, entrainant ainsi un gain de temps et de ressource pour le patient et les

hopitaux.’?

De nombreuses études ont été réalisées afin de comparer le gain en performance de diagnostic
de la TEP/IRM par rapport & la TEP/CT. En 2019, Morsing et al. ont présenté une étude
rassemblant les différents travaux qui comparent la performance du diagnostic de I’'imagerie
TEP/IRM a celle de la TEP/CT dans différents cancers.” L’étude a conclu que 1’imagerie
TEP/IRM permettait d’améliorer le diagnostic du cancer du nasopharynx et du cancer du sein.
Par exemple, en 2018, Chan et al. ont investigué¢ 1’utilité clinique de I’imagerie TEP/IRM par
rapport & la TEP/CT et I’IRM seul pour la détermination des stades du cancer chez des patients
atteints d’un carcinome du nasopharynx (CNP). Cette étude a concerné 113 patients atteints
d’un CNP et ayant recu un prétraitement ainsi que des examens TEP/CT et TEP/IRM pour la

détermination du stade du cancer. Les images obtenues ont ensuite été comparées
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indépendamment. Premiérement, 1’étude en TEP/IRM a permis de mieux localiser les
extensions de la tumeur qu’en TEP/CT (14 patients détectés par TEP/IRM présentant une
extension dans la fosse ptérygo-palatine contre 9 en TEP/CT, 25 patients contre 14 présentant

une extension intracranienne et 21 patients contre 7 présentant une infiltration peurineurale).

Ensuite, la TEP/IRM s’est montrée plus sensible dans la détection des tumeurs de classe N
(c’est a dire présentant une extension de la tumeur dans les ganglions périphériques), que la
TEP/CT et I'IRM (99,5 % contre 90,9 % et 94,2 % respectivement). Enfin, pour 1’évaluation
des métastases distantes, les trois techniques ont montré la méme sensibilité (90 % pour
TEP/IRM, 83 % pour la TEP/CT et 86,7 % pour I’IRM). Néanmoins, la TEP/IRM a donné une
valeur prédictive positive (qui correspond a la probabilité d’une personne d’étre réellement
malade lorsque le dépistage est positif) plus grande qu’en TEP/CT et en IRM (93.1 % contre
83.1 % et 78.8% respectivement).”®

Pour le cancer du sein, une étude a été réalisée en 2015 afin de comparer I’'utilisation de
I’imagerie TEP/CT et TEP/IRM pour déterminer la présence de métastases osseuses issues du
cancer du sein. Pour ce faire, 109 patients ayant subi un examen en TEP/CT et TEP/IRM ont
été choisis. D’abord, sur les 109 patients, 25 présentaient des métastases osseuses. L’imagerie
par TEP/CT a été capable de détecter la présence des métastases osseuses chez 22 patients sur
25 tandis qu’en TEP/IRM des métastases ont ét¢ détectées chez les 25 patients. De plus, 90
métastases osseuses ont été dénombrées avec la TEP/CT contre 141 avec la TEP/IRM, ce qui

démontre bien la meilleure sensibilité de cette technique.™

Dans ce contexte, il est donc pertinent de se tourner vers ’utilisation de complexes de
mangangse (>Mn(l1) et >**Mn(II)) pour I’imagerie TEP/IRM). Les principaux ligands étudiés
ainsi que leurs avantages et inconvénients respectifs sont présentés dans le paragraphe ci-

dessous.
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1.3.2. Cabhier des charges et état de 1’art des complexes de manganése (II) pour I’'IRM.

L’ion manganéese(Il) a un rayon similaire a celui du calcium(Il) et de ce fait, il posséde une
affinité avec ses sites de fixation. Cela induit une toxicité du manganese(ll) a de forte
concentration (LDsp = 0.22 mmol/kg pour le rat). Chez I’homme, une surexposition peut
entrainer le développement d’une maladie appelée manganisme, qui cause des troubles
neurologiques similaires a la maladie de Parkinson.” 1l est donc nécessaire de développer des
ligands permettant la complexation du Mn?*. Les challenges de cette chimie ainsi que les

principaux édifices étudies sont bien résumés dans les revues suivantes :[75], [76], [77].

La rigidité et la denticité des ligands jouent un ro6le tres important dans la stabilité des
complexes. Le manganese(ll) possede habituellement un nombre de coordination de six ou sept.
Néanmoins, pour le développement d’agent de contraste pour I’IRM, il est presque obligatoire
de diminuer la denticité des ligands afin de permettre la complexation d’au moins une molécule
d’eau. Cette nécessité entraine cependant une diminution de la stabilité thermodynamique et de
I’inertie cinétique qui sont des parameétres trés importants afin d’éviter toute décomplexation,
transmétalation ou transchélation en présence d’ions métalliques et de chélatants endogenes.
Ces deux parametres sont dépendants de la nature du métal. En effet, les complexes a base de
manganése(ll) ont généralement une stabilité thermodynamique plus faible que les complexes
de gadolinium(IIT) a cause d’une charge de 1’ion métallique moins importante. De plus, les
complexes de manganése(ll) sont aussi généralement moins stables que les autres complexes

de métaux de transition car 1I’ion manganese(ll) se situe au début de la série d’Irving-Williams.

La difficulté est donc de trouver le bon équilibre afin d’obtenir des ligands qui permettront la
complexation des molécules d’eau mais qui assureront aussi une bonne stabilité
thermodynamique et cinétique. C’est dans cette optique que différents types de ligands ont été
étudiés pour le développement d’agent de contraste a base de manganése(II). Ils peuvent étre

divisés en deux grandes familles ; les ligands linéaires et les macrocycles.
A) Les ligands linéaires

Les premiers ligands étudiés sont les ligands dérivés de ’EDTA (Figure 1.22). Le ligand EDTA
forme avec Mn?* des complexes heptacoordonnés stables (logKmn = 13,88, pMn = 8,01 avec
cmnL = 10 pL & pH 7,4).”® Le complexe contient une molécule d’eau et a une relaxivité de 3,3

mM1.s1 420 MHz et 25 °C. La vitesse d’échange avec les molécules d’eau étant rapide (4,7.108
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s1), il est possible d’augmenter la relaxivité en ajoutant des groupements qui vont contribuer a
diminuer le temps de corrélation rotationnelle. I1 est aussi possible d’ajouter des groupements
permettant d’induire une interaction non covalente avec 1’albumine sérique humaine (HSA)
créant ainsi un édifice macromoléculaire avec une relaxivité plus éleves. Cet effet est
particulierement important aux champs moyens (20 a 200 MHz). En effet, Aime et al. ont
montré qu’en ajoutant un ou deux groupements benzyloxyméthyl (connus pour former des
adduits avec la HSA), la relaxivité (20 MHz, 25 °C) en présence d’HSA atteignait 55,3 mM=.
st avec [Mn(EDTA-BOM)(H20)]* (Figure 1.22) et 48 mM?s? contre [Mn(EDTA-
BOM)(H20)]* (Figure 1.22) contre 3,6 mM™.s et 4,3 mM=.s?, respectivement, sans HSA.”
Un autre ligand qui présente aussi un groupement de ce type est le ligand EDTA-PCyPh,®°
(Figure 1.22) avec une fonction diphénylcyclohexylphosphate. Cette fonction a déja été utilisée
pour I’agent de contraste MS-325, a base de gadolinium qui a été développé pour
I’angiographie.8!Ainsi, I’ajout de cet agent a permis au complexe [Mn(EDTA-PCyPh,)(H20)]*
d’atteindre une relaxivité de 48 mM™.s™! en présence d’HSA contre 5,8 mM™.s! dans le tampon
HEPES. Un autre dérivé de ’EDTA qui a été étudié pour le manganése(ll) est le ligand DEBPN
(Figure 1.22) qui contient deux fonctions pyridines. Il forme un complexe heptacoordonné avec
une molécule d’eau, d’aprés la structure déterminée par cristallographie au rayon X. La
relaxivité de ce complexe est de 3,56 mM=.s? contre 1,76 mM=.s? pour ’EDTA a 128 MHz.
Trois hypothéses ont été émises afin d’expliquer cet écart. La premiére est un mélange
d’especes avec une, deux, voire trois molécules d’eau (aprés décoordination des groupements
esters) conduisant a une relaxivité moyenne plus élevée que le complexe avec I’EDTA. La
deuxiéme hypothése est une différence de vitesse d’échange de molécule d’eau entre
[Mn(EDTA)(H20)]* et [Mn(DEBPN)(H20)]. La derniére hypothése est une différence dans les
sphéres externes de coordination mais ’EDTA contient plus de groupements carboxylates que
le DEPBN, ce qui devrait plutdt entrainer une baisse de la relaxivité et non 1’augmentation

observée.®

Le ligand HBET a aussi été utilisé pour la coordination du manganese(ll). Il contient une
fonction phénolate et a été étudié pour le développement de sonde redox. En effet, le ligand
HBET forme des complexes stables avec Mn(l1) et Mn(l11). Le groupement phénolate favorise
I’oxydation du manganése(Il) permettant ainsi de passer d’un complexe heptacoordonné avec
une molécule d’eau et une relaxivité de 2,8 mM™.s? a un complexe hexacoordonné sans

molécule d’eau et une relaxivité de 1,1 mM.s2.3 La diminution de la relaxivité s’ explique par
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la disparition de la molécule d’eau mais également une modification des propriétés
électroniques (S = 2 et T1¢ <10 ps pour Mn(IIT)™ au lieu de S =5/2, T1e = 0.1 — 1 ns Mn(11)15) 8

Le principal inconvénient de I’EDTA et de ses dérivés est leur trés faible inertie cinétique. En
effet, dans des conditions physiologiques (pH 7,4, 1,10° M d’ion Cu?*), le temps de demi-vie
de [Mn(EDTA)(H20)]? n’est que de 4,56 min. Ce manque d’inertie est principalement dii a la

flexibilité du ligand et c’est pourquoi des analogues plus rigides ont été¢ développés.
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Figure 1.22 : Structures des ligands de type EDTA

Parmi eux, on retrouve le ligand 1,2-trans CDTA (Figure 1.23) ou I’ajout du cycle permet
d’augmenter la rigidit¢é et de préorganiser la cavité. L’inertie cinétique entre le
[Mn(EDTA)(H20)]*et [Mn(CDTA)(H20)]* est augmentée de 10* avec un temps de demi-vie
passant de 7,6.102 h & 12 h dans les mémes conditions. La stabilité thermodynamique est aussi
plus grande avec le CDTA qu’avec I’EDTA. En effet, le pMn (log([M*], ou [M*] est la
concentration en métal libre & une condition donnée, ici pH = 7,4 ; [Mn] = [L] = 107) est de
7,83 pour [Mn(EDTA)(H20)]%et de 9,90 pour le [Mn(CDTA)(H.0)]* .8

Un des dérivés du CDTA est le CyHBET (Figure 1.23), qui, comme son analogue HBET, forme
des complexes stables avec Mn(I1) et Mn(l11) et a eté etudié comme potentielle sonde redox.
Ici encore, une diminution de la relaxivité a été observée lors de 1’oxydation du complexe
Mn(I1) en Mn(l11)) passant de r1 = 3,3 mM.s? avec [Mn"(CyHBET)(H20)]* a ri. = 0,4 mM"
1s1 avec [Mn'"(CyHBET)(H20)]*. La stabilité thermodynamique n’est, dans ce cas, pas
améliorée par I’ajout du cycle car le pMn de [Mn(HBET)(H20)]* était de 6,62 et celui de
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[Mn(CyHBET)(H20)]* de 6,68 (pH 7,4 [M*] = [L]= 10° M). L’inertie cinétique n’a pas été

étudiée.®

Un des complexes les plus prometteurs pour le développement d’un agent de contraste a base
de manganése(ll) est le [Mn(PyC3A)(H20)]" (Figure 1.23), un autre dérivé du CDTA ou un des
bras méthylenecarboxylate est remplacé par un bras méthylenepyridyl. Ce dernier a montré
une bonne stabilité thermodynamique avec un pMn de 8,2, proche de celui du CDTA. Il a aussi
montré une inertie cinétique importante lors d’une étude de transmétalation en présence de 25
équivalents de zinc(11) ou il était deux fois plus inerte que le [Mn(CDTA)(H20)]? et vingt fois
plus inerte que le [GA(DTPA)(H20)]%, ’agent de contraste Magnevist® commercialisé et
utilisé en clinique jusqu’en 2017. La relaxivité de [Mn(PyC3A)(H20)] est de 2,1 mM=1.s? (60
MHz, 25 °C), soit légérement inférieure a la relaxivité des complexes [Mn(EDTA)(H20)]* et
[Mn(CDTA)(H20)]% et la présence d’une molécule d’eau a été confirmée par 1’étude de la

RMN de I’oxygéne 17 en fonction de la température.®®
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Figure 1.23 : Structures des ligands de types CDTA et du ligand PhDTA.

Différentes études IRM in vivo ont été réalisées avec ce complexe. La premiére a été réalisée
sur des souris saines dans le but d’évaluer le gain de contraste, la biodistribution et I’élimination
du composé. Les résultats ont montré que le complexe permettait 1’augmentation du contraste
(Figure 1.24), qu’il se diffusait bien dans les zones extracellulaires et qu’il €tait rapidement

éliminé (t2 = 7,8 = 3,0 min) par les voies rénales et hépatiques.®
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Figure 1.24 : Images IRM coronales pondérées en Ti d une souris de type balb/C avant (4) 3 min
aprés (B) 25 min apreés (C) I'administration intraveineuse de 60 umol.kg*de Na[Mn(PyC3A)(H.0)] .
Rapport signal/bruit (nNSNR) en fonction du temps dans le sang (D), les reins (E) et le foie (F) aprés
injection de Na[Mn(PyC3A)(H.0)] .%°

Apres 24 h, I'ICP-MS a montré qu’il restait moins de 0,05 % de la dose injectée par gramme
de tissus dans le foie et dans les reins. La deuxiéme étude in vivo a porté sur le développement
d’un chélate bifonctionnel pour I’imagerie des thrombus (caillot de sang). Pour cela, le ligand
PyC3A a été modifié en remplacant le groupement pyridyl par un groupement picolinate ce qui
a permis de fonctionnaliser la fonction carboxylate et d’ajouter ce chélate sur un peptide qui
cible spécifiqguement les fibrines (protéines polymériques insolubles issues du processus de

coagulation) qui sont les principales constituantes des thrombus (Figure 1.25).
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Figure 1.25 : Structure de la sonde bifonctionnelle Mn-FBP.%
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La relaxivité du tétramére était de 8,5 mM™.s, ce qui est beaucoup plus élevé que le monomeére,
du fait du gain de taille et donc d’une augmentation du temps de corrélation rotationnelle.
L’¢tude a été réalisée sur des modéles murins de thrombose de I’artére carotide. Elle a montré
que la sonde permettait d’augmenter spécifiquement le contraste des thrombus avec une

augmentation de 80 % du ratio signal sur bruit (Figure 1.26).%

Figure 1.26 : Imagerie IRM moléculaire du thrombus de I'artére carotide commune dans un modéle
de rat avec Mn-FBP. Images axiales pondérées en T1 avant (A, C) et 35 min aprées administration
intraveineuse de Mn-FBP (B, D) & 1,5T. (C) et (D) sont des régions étendues de (A) et (B).%

Une étude préclinique visant a comparer le gain de contraste intravasculaire chez des babouins
entre [Mn(PyC3A)(H20)]" et [Gd(DTPA)(H20)]*" a évalué I’excrétion, la pharmacocinétique
et la métabolisation de [Mn(PyC3A)(H20)]. Les travaux ont montré que le
[Mn(PyC3A)(H20)]" entrainait un gain de contraste similaire & [Gd(DTPA)(H20)]%. En effet,
aprés injection, le ratio du contraste entre ’aorte et le muscle était de 476 = 77 pour
[Mn(PyC3A)(H20)] et de 538 + 120 pour [Gd(DTPA)(H20)]* et le ratio du contraste entre
I’artére brachiocéphalique et le muscle de 524 + 55 pour [Mn(PyC3A)(H20)] contre 518 + 140
pour [GA(DTPA)(H20)]% (Figure 1.27). Ensuite, le complexe [Mn(PyC3A)(H20)]" a été
rapidement éliminé par les voies rénales et hépatiques. Enfin, la métabolisation de
[Mn(PyC3A)(H20)]" a été suivie par HPLC et elle a montré que le complexe restait intact aprés

élimination.8®
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Figure 1.27 : Images coronales montrant I'aorte abdominale et les artéres rénales pondérées en T;
acquises a 3,0 T. (A) Avant I'injection d'agent de contraste, (B) 9 s aprés I'injection de 0,1 mmol / kg
de [Mn(PyC3A)(H0)] et (C) 9 s aprés I'injection de 0,1 mmol / kg de [Gd(DTPA)(H.0)]*.%

Une derniére étude a été réalisée sur des modeles murins de cancer du sein et de métastase du
foie. Elle avait pour but d’évaluer I’efficacité de [Mn(PyC3A)(H20)] par rapport a un agent de
contraste commercial non spécifique, le [Gd(DOTA)(H20)]" et un agent de contraste
commercial spécifique au foie, le [Gd(EOB-DTPA)(H20)]*, pour la détection de Iésions
cancéreuses et la quantification de I’excrétion, de I’élimination et de la biodistribution de
[Mn(PyC3A)(H20)T". Les résultats ont montré que [Mn(PyC3A)(H20)] augmentait le contraste
des tumeurs aussi bien que le Gd-DOTA. En effet, 3 minutes aprés injection, I’augmentation
du ratio du contraste entre la tumeur et le muscle était de 17 + 3,8 pour [Mn(PyC3A)(H.0)]" et
de 20 £ 4,4 pour Gd-DOTA. L’imageriec du foie a montré qu’avec 0,1 mmol/kg de
[Mn(PyC3A)(H20)], il était possible de détecter les metastases du foie avec une sensibilité
proche d’une dose clinque de [Gd(EOB-DTPA)(H20)]* (0,025 mmol/kg pour la souris). Ainsi,
8 min post-injection 1’augmentation du ratio du contraste entre la tumeur et le foie était de 28 +
9 pour [Mn(PyC3A)(H20)] et de 48 + 23 pour [Gd(EOB-DTPA)(H20)]*.%’

Un autre analogue de ’EDTA est le PADTA (Figure 1.23) qui est encore plus rigide que CDTA
car il contient un cycle aromatique qui donne une géomeétrie plane aux liaisons C-N=N-C. Les
études potentiométriques ont montré que le ligand PhDTA (ZlogKi = 18,36) était moins basique
que ’EDTA (ZlogKi = 21,28) et que le 1,2-trans-CDTA (ZlogK; = 22,99) a cause du caractére
électroattracteur du cycle aromatique. Cependant, le pMn (pH 7,4 [M*] = [L]= 10° M) de leur
complexe est resté quasiment similaire (pMn(PhDTA) = 8,36). Enfin I’inertie cinétique de
[Mn(PhDTA)(H20)]?est meilleure que celle de Mn-EDTA et Mn-transCDTA car a pH
physiologique son temps de demi-vie est de 19,1 h contre 0,076 h et 12,2 h pour Mn-EDTA et
Mn-transCDTA respectivement. La relaxivité de [Mn(PhDTA)(H20)]% est de 3,72 mM1.s2 (20
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MHz, 25 °C) ce qui est similaire & celle du complexe de [Mn(EDTA)(H20)]% (3,20 mM1.s?)
et [Mn(trans-CDTA)(H20)]* (3,62 mM1.s™).88

Du fait de leur manque de stabilité, peu de ligands polyhydratés ont été étudiés pour I’IRM.
Parmi eux, on retrouve les ligands de type H.dpama (Figure 1.28). Constitues de deux
groupements picolinates, ils forment des complexes pentacoordonnés, laissant deux sites de
coordination vacants pour les molécules d’eau. Forgacs et al. ont synthétisé le complexe
[Mn(dpama)(H20)?] et mesuré une relaxivité de 5.32 mM™.s? (2 60 MHz, 25 °C) ce qui est
quasiment le double de la relaxivité des petits complexes de Mn(ll) monohydratés.®
Cependant, I’interaction du complexe avec la HSA n’a pas entrainé 1’augmentation attendue de
la relaxivité (de r1 = 4,2 mM2tstan® =122 mM1sta 20 MHz, 37 °C) bien que I’interaction
entre le complexe et la protéine ait été confirmee par titration relaxométrique et par la formation
d’un pic entre 8 et 60 MHz sur le profil NMRD de [Mn(dpama)(H20)2] + HSA. Ceci est dl a
une décoordination des molécules d’eau lors de I’interaction avec la protéine. Afin de corriger
ce probléme, une espece dinucléaire (mX(Hz2dpama).) a été synthétisée (Figure 1.28). Ainsi, un
des monomeéres pourra interagir avec la HSA, laissant le second intact avec ses deux molécules
d’eau. La relaxivité du complexe [Mn(mX(dpama)(H20)2).] est alors de 6,1 mM.s? (20 MHz,
37 °C) dans I’eau et en présence d’HSA elle a atteint 39 mM™.s? dans les mémes conditions,
une augmentation bien plus importante qu’avec le complexe mononucléaire. Une espéce
trinucléaire a aussi été synthétisée et ici encore la relaxivité de [mX(Mn(dpama)(H20).)s]
(Figure 1.28) était plus élevée (8,3 mM™.s? a 20 MHz, 37 °C) et Iinteraction avec la HSA
conduit a une grande augmentation de la relaxivité (45 mM=.st a 20 MHz, 37 °C).8°

COOH

HOOC” N NS coon X

Z "N COOH

H,dpama HN\))
COOH X
N7 | fj\/b\/’\‘
N Hooc” SN >N %)1\
Z ] N g}\l\ N cooH
HoOC™ N N é\‘\ N-"cooH
N-"cooH

S mX(H,dpama);

mX(H,dpama),

Figure 1.28 : Structure des ligands de type H.dpama
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Possédant un tout autre squelette, la famille des ligands AAZTA a aussi été investiguée pour la
complexation du manganese(l1).%° Le ligand AAZTA est déja connu pour former des complexes
stables avec le gadolinium(111).%! Ce ligand étant heptadentate, il a fallu développer des ligands
de plus faible denticit¢ afin de permettre la coordination d’une molécule d’eau pour les
complexes de manganése. Ainsi, les ligands AAZ3A, MeAAZ3A et AAZ3MA ont eté
synthétisés, la stabilité thermodynamique et la relaxivité des complexes de Mn(ll)
correspondants ont été déterminées. D’abord, les études potentiométriques ont montré que les
trois ligands avaient la méme basicité que AAZTA mais que les constantes de stabilité
de leurs complexes de Mn?* (logKmn(AAZ3A) = 11, logKmn(MeAAZ3A) = 8,88 et
logKmnL(AAZ3MA) = 8,72) étaient plus faibles que celle de [Mn(AAZTA)]* (logKmnL =
15,44). Les valeurs du pMn (pH 7,4, [Mn?*] = 10° M et [L] = 10° M) des complexes Mn-
AAZ3A (pMn = 9,1), Mn-MeAAZ3A (pMn = 8,88) et Mn-AAZ3MA (pMn = 8,72) sont aussi
plus faibles que le pMn du complexe Mn-AAZTA (pMn = 12,53). Cette perte de stabilité est
probablement due a une diminution des interactions électrostatiques du fait du retrait d’un
groupement  carboxylate. La relaxivitt des complexes [Mn(AAZ3A)(H:0)],
[Mn(MeAAZ3A)(H20)]" et [Mn(AAZ3MA)(H20)] était de 2,49 mM™s?, 2,01 mM2s? et
1,90 mM1.s? respectivement contre 1,57 mM=.s pour AAZTA. Bien que les relaxivités des
trois complexes soient plus élevées, les valeurs sont trop faibles pour confirmer la présence
d’une molécule d’eau. De plus, I’ajustement des données par la théorie de SBM qui a été réalisé
avec cette hypotheése est irréaliste car il conduit & une distance Mn-Heay (typiquement 2,81 A)
trop grande (> 3 A). Les données s’expliqueraient mieux en considérant une fraction de
molécule d’eau et donc la présence d’un équilibre entre un complexe heptacoordonné avec q =
1 et un complexe hexacoordonné avec q = 0. Il a été considéré que pour chaque complexe la
proportion entre ces deux complexes était différente. Ainsi, les pourcentages de complexe avec
q = 1 qui ont été déterminés sont de 53 % pour [Mn(AAZ3MA)(H20)], de 23 % pour
[Mn(MeAAZ3A)(H.0)] et de 18 % pour [Mn(AAZ3MA)(H-0)]".%°
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Figure 1.29 : Structures des ligands de type AAZTA

Récemment, un autre complexe de manganese(ll) a montré des caractéristiques intéressantes
comme agent de contraste pour I’IRM. Le complexe MnLM¢ (Figure 1.30), composé d’un ligand
de type base de Schiff, est obtenu en seulement une étape apres une réaction entre la 2,6-
diacétylepyridine, 1’acétyle hydrazine et MnClz dans le méthanol. L’inertie cinétique a été
étudiée en présence de 25 équivalents de zinc(ll) et pendant 60 jours, seuls des fluctuations
négligeables ont été observés, ce qui traduit une tres bonne inertie cinétique. La relaxivité du
complexe est de 5,7 mM1.st (20 MHz, 25 °C). L’étude par RMN de I’oxygene 17 et le profil
NMRD ont permis de déduire la présence de deux molécules d’eau, d’ou la trés grande
relaxivité observée. Une étude IRM in vivo a été menée chez la souris saine. Elle a montré que
le complexe était éliminé par les voies rénales et hépatiques, que 1’¢limination dans les
vaisseaux sanguins etait retardée a cause des interactions avec les protéines du serum et

qu’aprés excrétion par la vessie, le complexe est resté intacte.

/)\

H,0 H,0

MnLMe

Figure 1.30 : Structure du complexe MnLMe
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B) Les ligands macrocycliques

Les ligands de type cyclen ont été investigués pour la complexation du manganése. En effet, le
DOTA forme des complexes stables (logKme = 19,89 et pMn = 8,94) mais sans molécules
d’eau.’” C’est pourquoi Rolla et al. ont étudié par relaxométrie une série de ligands de type
cyclen avec un (DO1A), deux (1,4-DO2A et 1,7-DO2A) et trois (DO3A) bras acétate (Figure
1.31).% Les résultats ont montré que le complexe [Mn(DO1A)(H20)]*contenait une molécule
d’eau avec une relaxivité de 2,4 mM™.s? (20 MHz, 25 °C) et que le complexe [Mn(DO3A)]
n’avait pas de molécule d’eau et donc une relaxivité plus faible de 1,3 mM™.s?. Les deux
isomeéres [Mn(1,4-DO2A)(H20)] et [Mn(1,7-DO2A)] ont montré des relaxivités différentes. La
raison de cette différence est que le complexe Mn-1,7-DO2A est hexacoordinné avec q = 0 et
r1 = 1,5 mM=1s? tandis que le complexe [Mn(1,4-DO2A)(H20)] est présent en solution sous la
forme d’un mélange contenant 87 % d’un complexe heptacoordinné avec une molécule d’eau
comme co-ligand et 13 % d’un complexe hexadentate sans molécule d’eau d’ou une relaxivité
moyenne de 2,1 mM?s? La stabilit¢ thermodynamique des complexes diminue avec la
denticité des ligands. Ainsi pour [Mn(DO3A)], son pMn (pH 7,4, [Mn] = [L] = 10 pM) est
proche de Mn-DOTA avec pMn = 8,62. [Mn(1,7-DO2A)]et [Mn(1,4-DO2A)(H.0)] ont une
stabilité thermodynamique plus faible avec un pMn de 6,61 et de 7,55 respectivement. La
stabilité thermodynamique de [Mn(DO1A)(H20)]" n’a pas été étudiée. L’inertie cinétique de
ces complexes a aussi diminué avec le nombre de donneur. En effet, & pH physiologique le
temps de demi-vie de [Mn(DOTA)]? était de 1060,9 h contre 48,3 h et 56,84 h pour [Mn(1,4-
DO2A)(H20)] et [Mn(1,7-DO2A)] respectivement. L’inertie cinétique des complexes
[Mn(DO1A)(H20)]* et [Mn(DO3A)] n’a pas été étudiée.

HooC /—/\ ,—COOH /—\ ,—COOCH /~\
-~ N [NH Nj [NH HNj
[ j N N NH N
HOOC—" \_/ \—COOH Hooc—" \—/ \—COOH \_/ \—COOH
DOTA DO3A DO1A
/—\ ,—COOH /—\ ,—COOH
[NH Nj [NH N]
N HN NH N
Hooc—" \—/ \_/ —COOH
1,7-D02A 1,4-DO2A

Figure 1.31 : Structure des ligands de type DOTA.

48



Chapitre I - Introduction

Dans le but d’améliorer I’inertie cinétique, les fonctions carboxylates du complexe [Mn(1,4-
DO2A)(H20)] ont été substituées par des fonctions amides.®* Les études potentiométriques ont
montré que le complexe Mn-1,4-DO2AM (Figure 1.32) avait une stabilité thermodynamique
plus faible que le complexe [Mn(1,4-DO2A)(H20)] avec logKmnL = 12,64 et logKmnL = 15,22
respectivement. Cependant, 1’inertie cinétique du complexe [Mn(1,4-DO2AM)(H20)]?* était
plus élevée que celle de [Mn(1,4-DO2A)(H20)] car & pH physiologique le temps de demi-vie
de [Mn(1,4-DO2AM)(H.0)]?** était de 556 h contre 49,4 h pour de [Mn(1,4-DO2A)(H.0)]*.
La relaxivité reste quasiment similaire avec ri= 2,2 mM=.s* pour [Mn(1,4-DO2AM)(H.0)]**
etr; =2 mM2.s? pour [Mn(1,4-DO2A)(H20)]. Comme pour ’EDTA, le ligand 1,4-DO2AM a
été modifié pour promouvoir une interaction avec la HSA. Dans ce cas, deux groupements
benzyl ont été ajoutés sur deux positions différentes. La relaxivité de ces complexes était de 3,8
mM=1s?et 3,5 mM?s? pour [Mn(1,4-BzDO2AM)(H20)]** et [Mn(1,4-DO2AMBZz)(H20)]?*
respectivement (Figure 1.32). Ces relaxivités traduisent la présence d’ une molécule d’eau dans
la premiére sphére de coordination du métal. Grace a la présence des groupements benzyl, ses
composés forment des interactions hydrophobes avec la HSA pour former des adduits
macromoléculaires. Cette interaction peut étre quantifiée par la constante thermodynamique
d’association Ka et le nombre de site indépendants n. Les constantes n.Ka qui caractérisent
I’interaction avec la HSA sont beaucoup plus élevées avec les complexes [Mn(1,4-
BzDO2AM)(H20)]** et [Mn(1,4-DO2AMBZz)(H20)]** ol n.Ka= 3909 M et n.Ka= 1964 M
respectivement qu’avec [Mn(1,4-DO2A)(H.0)] ol n.Ka = 1213 M. Bien que la constante
d’association de [Mn(1,4-BzDO2AM)(H20)]?** soit deux fois supérieure a celle de [Mn(1,4-
DO2AMBZ)(H20)]?*, la relaxivité de ce dernier en présence d’HSA est plus élevée (r = 27,4
mM=2s1) que celle du complexe [Mn(1,4-BzDO2AM)(H20)]?* (11 = 18,5 MM1s™).
L’hypothése émise pour cette observation est que la présence des deux groupements
hydrophobes sur les amides coordinants limiterait les mouvements locaux au niveau de la
sphére de coordination ce qui entrainerait un temps de corrélation rotationnelle plus long et

augmenterait donc la relaxivité.
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Figure 1.32 : Structures des ligands dérivés de 1,4-DO2A.

Du fait de leur grande stabilité avec différents métaux, le NOTA et ses dérivés (Figure 1.33)
ont aussi été étudiés pour la complexation du manganese(ll). Comme pour le DOTA, le profil
NMRD du complexe [Mn(NOTA)] a montré que le complexe ne possédait pas de molécule
d’eau dans sa premiére sphére de coordination et que la relaxivité observée dépendait
uniquement de la contribution des spheres secondaire et externe. Le ligand NOTA hexadentate,
a été modifié afin de permettre la la coordination d’une molécule d’eau.® A titre d’exemple, on
retrouve la synthése d’un complexe dinucléaire avec le ligand ENOTA (Figure 1.33). 1l s’agit
de deux entités NOTA couplées par un pont éthyle. La présence de ce pont permet de laisser un
site de coordination vacant pour la molécule d’eau. Les études potentiométriques ont montré
que le complexe [Mn2(ENOTA)(H20)2] avait un pMn (pH 7,4 ; [M*] = 1mM, [L] = 10 mM) de
7,7 contre 11,8 pour le [Mn(NOTA)]". Cette perte de stabilité thermodynamique est notamment
due au retrait d’un bras coordinant. La relaxivité de [Mn2(ENOTA)(H20).] est de 3,4 mM™.st
et montre la présence d’une molécule d’eau dans chaque complexe. Le profil NMRD a montré
une seconde dispersion a bas champs qui traduisait d’apres les analyses simultanées du profil
NRMD et de la RMN de ’oxygeéne 17, un temps de relaxation électronique long (5,9 ns) et
d’aprés ’analyse de la structure au rayon X, une distante Mn-Heau plus courte (2,75 A contre
2,9 A avec les ligands de types EDTA).%
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Figure 1.33 : Structures des ligands NOTA et ENOTA.

Les ligands de type 9ane-N2O ont aussi été étudiés comme agent de contraste & base de
manganése(l1). lls sont dérives du NOTA ou un des azotes du macrocycle est substitué par un

oxygene.
Quatre complexes ont été investigués (Figure 1.34) : ¥’

- [Mn(9ane-N20-2A)(H20)] avec deux bras méthylenecarboxylates

- [Mn(9ane-N20-2P)(H20)]* avec deux bras méthylenephosphonates

- [Mn(9ane-N20-2P")(H,0)] avec deux bras méthylenephosphinates

- [Mn(9ane-N20-2P")(H,0)] avec deux bras méthylenephénylphosphinate

La stabilité thermodynamique de ces complexes est plus faible que les dérivés de type NOTA
(pMn entre 6 et 6,34 contre 11,47 avec [Mn(NOTA)]). L’ordre de stabilité de ces complexes
est lié a la basicité des bras coordinants. Ainsi, le complexe le plus stable est [Mn(9ane-N2O-
2P)(H20)]% avec pMn = 6,34. Les complexes [Mn(9ane-N20-2P")(H20)] (pMn = 6,01) et
[Mn(9ane-N20-2P""(H.0)] (pMn = 6,0) forment des complexes trop faibles pour permettre
une complexation totale méme avec un exces de ligand a pH 8. La transmétalation des
complexes [Mn(9ane-N20-2A)(H20)] et [Mn(9ane-N.0-2P)(H20)]* a été étudiée en présence
de 5 équivalents de zinc(Il). Cependant, leur décomplexation était trop rapide pour permettre le

suivi par relaxométrie.

Le profil NMRD des quatre complexes a été mesuré. Les complexes [Mn(9ane-N2.0O-2A)(H-0)]
et [Mn(9ane-N,0-2P)(H20)]* présentent des profils communs aux complexes de faible poids
moléculaire. Pour les complexes [Mn(9ane-N,O-2P)(H,0)] et [Mn(9ane-N.0-2P"")(H.0)],

une seconde dispersion a été observee a bas champs du fait de la présence de manganese libre.
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La relaxation transversale et le déplacement chimique de I’oxygéne 17 en fonction de la
température ont aussi été étudiés. Leur analyse simultanée a permis de conclure sur la présence
d’un équilibre entre un complexe monohydraté et bishydraté avec une vitesse d’échange trés
rapide (kex = 1,2x10° s) pour le complexe [Mn(9ane-N,0-2A)(H20)] et la présence d’une
molécule d’eau et d’une vitesse d’échange plus lente (kex = 1,2x107 s) pour le complexe
[Mn(9ane-N20-2P)(H.0)]%. La relaxivité du complexe Mn-9ane-N,O-2P est beaucoup plus
grande que celle de [Mn(9ane-N,0-2A)(H.0)] avec r1 = 5,08 mM=.st contre r; = 2,83 mML.s
1 (20 MHz, 25 °C) respectivement. Cette différence a été attribuée & un temps de corrélation
rotationnel trés long (tr = 103 ps) qui peut étre d a des interactions intermoléculaires causés

par la présence des phosphonates.
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Figure 1.34 : Structures des ligands de type 9ane-N20.

Les ligands de type pyclen sont dérivés des cyclens. L’ajout d’une pyridine permet d’augmenter
la rigidité du macrocycle. Ces derniers ont été utilisés pour complexer le manganése (11).8 Les
premiers complexes de cette famille étudiés pour I’IRM étaient monosubstitués et composés
d’un bras carboxylate [Mn(PCMA)(H20)]" et d’un bras phosphonate [Mn(PCMP)(H-0)]. Les
études potentiométriques ont montré que ces complexes avaient une stabilité thermodynamique
modérée avec logkme = 11,54 et 14,06 pour [Mn(PCMA)(H20)]" et [Mn(PCMP)(H20)]
respectivement. Cependant, elles restent plus faibles que celles des macrocycles de type PCTA,
DOTA et NOTA. Bien que le complexe [Mn(PCMP)(H-0)] ait une stabilité thermodynamique
plus élevée que [Mn(PCMA)(H20)]*, son inertie cinétique est plus faible. En effet, I’étude de
transmétalation a pH 7,4 et en présence de zinc(ll) en concentration physiologique a montré
que [Mn(PCMP)(H20)] se dissociait trop rapidement pour permettre le suivi alors que
[Mn(PCMA)(H20)]" avait un temps de demi-vie de 144 min.
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La relaxométrie des deux complexes a été investiguée par NMRD et RMN de I’oxygéne 17. La
mesure de la relaxation transversale de 1’oxygene 17 en fonction de la température a permis de
déterminer que la vitesse d’échange des complexes était tres rapide pour Mn-PCMA et Mn-
PCMP avec kex = 3,04x10° st et 2,84x10° s respectivement. Les déplacements chimiques de
I’oxygene 17 sont proportionnels aux nombres de molécule d’eau q et a la constante de couplage
scalaire Ao/h. Ainsi, en fixant q = 1, les valeurs de Ao/f étaient de 39,9x10° et de 36,6x10°
rad.s™ respectivement. Elles sont donc en accord avec les valeurs des autres complexes de
manganese et permettent de confirmer que q = 1. Les profils NMRD sont typiques des
complexes de Mn(ll). Les relaxivités des complexes [Mn(PCMA)(H20)]" et
[Mn(PCMP)(H20)] sont de 2.39 mM™.s! et 2,84 mM.s! respectivement, ce qui est assez faible
pour des complexes avec q = 1.

Le complexe [Mn(HPC2A-EA)]" est présenté comme un potentiel candidat pour le
développement d’un agent de contraste pH-responsif.®® Le ligand PC2A-EA est trisubstitué
avec deux bras méthylenecarboxylate et wune fonction éthylamine. La stabilité
thermodynamique de ce complexe est plus grande que celle de Mn-PC2A (pMn = 8,64) ce qui
montre que la fonction éthylamine joue un rdle dans la stabilité du complexe. La valeur du pMn
(IM*] = [L], pH 7,4) de ce complexe est de 9,27, ce qui est plus élevée que celui du MNDOTA
(pPMn = 8,94).7
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Figure 1.35 Structures des ligands de type pyclen.
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L’inertie cinétique du complexe a été ¢tudiée par deux études. La premiere est réalisée en
présence de différentes concentrations de cuivre(ll) et des valeurs de pH entre 2,2 et 3,4. La
constante Kobs, (Qui caractérise la transmétalation), était proportionnelle a la concentration en
ions H et était indépendante de la concentration en cuivre(ll), ce qui indique que le mécanisme
de décomplexation est proton-assisté. La seconde étude a été réalisée en présence d’un exces
de Zn?* a pH 6. Le temps-de demi-vie de ce complexe est de 54,4 heures ce qui est beaucoup
plus élevé que [Mn(PyC3A)(H20)] dans les mémes conditions (t2 = 0,29 h).

La relaxivité de ce complexe est dépendante du pH. En effet, entre pH 3,7 et 5,8 la relaxivité
du complexe est de 3,5 mM™.st et g = 1. A un pH supérieur 4 5,8, la relaxivité est de 2,1 mM-
1st et q = 0. Cette variation traduit la déprotonation de I’amine et sa coordination au
manganése. L’étude RMN de I’oxygene 17 du complexe a permis de conclure a une vitesse
d’échange des molécules d’eau de 4.107 s, ce qui est dans le méme ordre de grandeur que les

autres petits complexes de manganése.

L’image IRM du complexe dans le sérum a été réalisée a différent pH et a 1, 1,5 et 3 T. Les
images montrent que 1’intensité du signal varie bien en fonction du pH et qu’il est ainsi possible

de suivre et de visualiser ces variations avec des appareils commerciaux.

Comme pour les dérivés EDTA, le ligand PC2A-BP (Figure 1.35) a été développé afin de
permettre une interaction forte avec les protéines du sérum grace a la présence d’une fonction
bi-phényle.? Ainsi, le complexe [Mn(PC2A-BP)(H20)] est présenté comme un candidat pour
I’imagerie vasculaire. Il présente une stabilit¢ thermodynamique (pMn = 8,64) quasiment
identique a celle de Mn-PC2A (pMn = 8,64). L’inertie cinétique s’est avérée étre aussi tres
bonne avec un temps de demi-vie de 286,2 h (pH 7,4, 25 °C). En comparaison, le temps de
demi-vie du complexe Mn-PC2A était de 21 h. Cette différence s’explique par 1’absence d’un
mécanisme de décomplexation métallo-assisté pour le complexe Mn-PC2A-BP qui est présent
dans le cas de Mn-PC2A. Le complexe [Mn(PC2A-BP)(H20)] est cependant moins inerte que
son analogue avec PC2A-EA ol ti2 = 8x10° h dans les mémes conditions. La relaxivité du
complexe [Mn(PC2A-BP)(H20)] dans I’eau est de 4,96 mM™.s? et en présence de HSA elle
atteint 23,5 mM™.s, ce qui confirme I’interaction avec la HSA. L’efficacité du complexe
[Mn(PC2A-BP)(H20)] comme agent de contraste pour I’angio-IRM a été évaluée chez la souris
et I’étude a montré que le complexe permettait d’augmenter I’intensité du signal et d’améliorer

la visualisation cérébrale a une dose quatre fois inférieure a la dose standard.
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Les ligands 15pyNsO- et 15pyNs (Figure 1.36), des macrocycles a 15 liaisons, ont aussi été
étudiés pour le développement d’agent de contraste a base de manganése(I1I).1* Le pMn des
complexes [Mn(15pyNsO2)(H20)2]%et  [Mn(15pyNs)(H20)2]%* est de 528 et 6,37
respectivement. La différence de stabilité des deux complexes est due a la présence des
oxygenes a la place des azotes dans le macrocycle qui diminue la basicité du ligand. La stabilité
thermodynamique de ces complexes est plus faible que celle des complexes composés de
ligands de plus petite taille.

=z =z
< | o |
N N
NH HN NH HN
<\NH HN’7 (0] O’7
/ \/
15pyNs 15pyN;0,

Figure 1.36 : Structures des ligands 15pyNs et 15 pyNzOs..

L’inertie cinétique des complexes a €té investiguée en présence d’un exces de zinc(Il) et a
différents pH. Le complexe [Mn(15pyN3O2)(H20)2]?* n’a pas pu étre étudié a un pH inférieur
a 6 du fait d’une transmétalation trop rapide. Pour [Mn(15pyNs)(H20)2]?*, un temps demi-vie
de 27 min a été mesuré (pH 6, 50 éq. de Zn?").

Les valeurs de relaxivité de [Mn(15pyNz02)(H20)2]%" et [Mn(15pyNs)(H20)2]** sont de 4,48
mM=2s? et 3,56 mM™s? respectivement. L’analyse simultanée des données de la RMN de
I’oxygene 17 et des données NMRD permettent d’établir la présence de deux molécules dans
la premiére sphére de coordination pour chacun des complexes ainsi qu’une vitesse d’échange
de 0,38.10" st et 6,9x10" st pour [Mn(15pyNsO2)(H20)2]**et [Mn(15pyNs)(H20)2]?*

respectivement.

Le complexe [Mn(15pyNsO2)(H20)2]?" a une vitesse d’échange trés faible et vingt fois
inférieure a celle de [Mn(15pyNs)(H20)2]%*. Cette différence pourrait &tre due a la formation
de liaisons hydrogeéne entre la molécule d’eau liée au métal et les atomes d’oxygene du

macrocycle, ce qui ne serait pas le cas avec les atomes d’azote.

En conclusion de cette partie, les squelettes permettant d’atteindre simultanément des valeurs
de relaxivités €levées, une grande inertie cinétique et une vitesse d’échange de I’eau rapide sont

encore peu nombreux. Cette these a donc pour objectif d’évaluer le potentiel d’une nouvelle
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famille de ligands, les bispidines. Leurs principales caractéristiques sont présentées dans le

paragraphe suivant.
2. Les bispidines : Structure rigide et préorganisée.

2.1. Généralités.

Les bispidines appartiennent aux composés de type 3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane. Cette
structure est présente dans la spartéine, un produit naturel étudié pour ses proprietés anti-
arythmiques par von Stenhouse en 1851.1%2 La synthése des bispidines a été décrite pour la
premiére fois par Mannich en 1930. Elles ont été obtenues par deux doubles réactions de
Mannich.1% La synthése des bispidines substituées en position 2 et 4 (numérotation ci-aprés en
figure 1.38) par des groupements aryles a été décrite pour la premiere fois par les groupes de
Haller'®* et Caujolle.X® Elles ont joué un role majeur dans ’accroissement de 1’intérét pour ce
composé. En effet, dans les années 1990, Borsodi et al. ont montré que ces bispidines, et
particulierement HZ1 et HZ2, avaient une forte affinité et une forte sélectivité pour les
récepteurs kappa des opiacés (Figure 1.37).1% 17 Au méme moment, le groupe de Peter Comba
amontré que la bispidine substituée en position 2 et 4 était un ligand idéal pour la complexation
d’un grand nombre de métaux de transition et qu’il était possible de jouer sur le nombre de

donneur en ajoutant des fonctions coordinantes sur les positions R; et Ry1%®

Figure 1.37 : Structure de HZ1 et HZ2.

La numérotation IUPAC du cycle est présentée Figure 1.38. Les bispidines contenant un
groupement cétone et alcools en position 9 sont appelées bispidone et bispidol respectivement.
Généralement, les fonctions R3 et R4 sont des groupements esters issus de la synthése du
précurseur et les groupements aryles sont des hétérocycles tels que des pyridines, des
picolinates et des quinoléines.’® Les travaux de cette thése se focaliseront sur les bispidines

substituées en position 2 et 4 par des groupements pyridines.
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Figure 1.38 : Structures et numérotation de la bispidone du bispidol.

Comme précisé précédemment, les bispidines sont obtenues en deux étapes par deux doubles
réactions de Mannich. La premiere étape est la synthese du précurseur pipéridone qui est obtenu
apres une réaction entre la diméthyl-1,3-acétonedicarboxylate, la pyridinecarboxaldéhyde et

une amine primaire (Figure 1.39).

(0]
0o o o N R, MeOH
-|— + ‘ .
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owo | PN 2 0°Ctort, 3h

H,;N-R, HCHO
MeOH, 65 °C

Figure 1.39 : Voie de synthése classique des bispidines.

Le précurseur peut étre obtenu sous différentes conformations. En effet, les pyridines peuvent
adopter une conformation cis ou trans dont la proportion dépend de la taille du groupement en
R1. De plus, 1’équilibre céto-énolique de la cétone double le nombre de possibilité et quatre
conformeres peuvent étre observés ; les conformations trans-énol, cis-énol, trans-cétone et cis-
cétone (Figure 1.40, a). Le mélange obtenu est utilisé sans purification préalable pour la
prochaine étape. La seconde etape consiste en une seconde réaction de Mannich entre le
précurseur pipéridone, le formaldéhyde et une amine primaire (Figure 1.39). La bispidine
formée peut alors adopter trois conformations différentes qui sont les conformations chaise-
chaise, bateau-chaise et chaise-bateau (Figure 1.40, b). La conformation bateau-bateau n’est

pas observée car elle est peu favorable énergétiqguement.
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Figure 1.40 : Conformations possibles a) du précurseur pipéridone , b) des bispidones.

La conformation chaise-bateau a déja été observée lors de 1’ajout de gros substituants en
position R tel que la fonction 2-pyridylbenzyl.1*° Dans ce cas, les pyridines en position C2 et
C4 sont en position trans. Une conformation chaise-bateau a aussi €té observée lorsque que des
groupements dibromopyridine ont été ajoutés sur les positions C2 et C4.1! Ici encore, ces
derniers étaient en positon trans. Ces substituants forcent aussi 1’azote N3 a adopter une
géomeétrie trigonale qui induit une forte répulsion entre les doublets de 1’atome N3 et N7 et

entraine ainsi une conformation chaise-bateau.

Du fait de leur application a la chimie de coordination, la majorité des bispidines substituées en
position C2 et C4 a été isolée en position chaise-chaise pour laquelle les substituants C2 et C4
sont en position cis. Du fait de la présence de la cétone une réaction de type rétro-Mannich est
possible. Cette réaction peut entrainer une isomérisation en cis ou trans et aboutir a un mélange
de plusieurs isomeres. Pour éviter cette isomérisation, la cétone centrale est trés souvent réduite

en alcool conduisant ainsi au bispidol.

La conformation cis-chaise-chaise est rigide et préorganisée. Elle est donc idéale pour la
coordination des métaux. Dans le cadre de cette thése, c’est cette conformation qui va nous
intéresser afin d’obtenir des complexes thermodynamiquement stables et cinétiquement inertes.
Les bispidines ont été étudiées pour de nombreuses applications en plus de la chimie
médicinale. Ces applications, telles que 1’activation de I’oxygéne par Cu' et Co', les réactions
d’oxydation par le fer a haute valence et les réactions d’Henry catalysée au cuivre (I1)*!? ne
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seront pas abordées dans le cadre de cette these qui se focalisera sur des applications a
I’imagerie médicale. Les lecteurs intéressés par plus de détails pourront se tourner vers les
revues suivantes :[109], [113]. Ainsi, seuls les complexes a base de bispidine utilisés pour le

radiomarquage seront présentés dans la partie suivante.
2.2. Les radiotraceurs a base de bispidine

Les ligands de type bispidine ont été étudiés pour la coordination d’une variété de métaux tels
que le vanadium, le manganeése, le fer, le cobalt, le nickel, I’indium, le lanthane, I’actinium. ..1%
Néanmoins, c’est avec le cuivre que la bispidine a été le plus souvent étudiée du fait d’une
bonne stabilité thermodynamique et d’une sélectivité raisonnable a 1’égard de métaux tels que
le zinc(I1) ou le nickel(I1). Mais c’est principalement I’inertie cinétique des complexes formés
qui fait de la bispidine un candidat idéal pour le développement de radiotraceur a base de cuivre
64. Les différents ligands de type bispidine qui ont été étudiés pour le radiomarquage au cuivre

64 seront présentés dans la prochaine sous-partie.
2.2.1. Radiomarquage des bispidines au cuivre 64.

En 2008, le groupe de Peter Comba a rapporté 1I’étude de quatre ligands hexadentates pour le
radiomarquage du cuivre 64.1'% Ces derniers sont substitués par deux groupements
méthylenepyridyl en position R: et R> (voir Figure 1.38) Le ligand B2 a été obtenu suite a la
réduction de la cétone centrale du ligand B1 en présence de tétrahydroborate de sodium dans un
mélange dioxane/eau et avec un rendement de 55%. Les deux esters méthyliques ont ensuite
été hydrolysés en présence d’hydroxyde de césium, conduisant au ligand B3 avec un rendement
de 66 % (Figure 1.41). Le ligand Bes a ensuite été synthétisé en trois étapes a partir de Bs. La
premicre étape est I’ajout de groupements acide 4-aminobutyrique aux deux fonctions acides
carboxylique par couplage peptidique et la deuxiéme est I’hydrolyse des ester éthyliques des
espaceurs. Finalement, la bombésine, un peptide présentant une grande affinité pour les
récepteurs GRP (« Gastrin Release Peptide ») a été ajoutée par couplage peptidique au chélate

donnant ainsi le ligand Be (Figure 1.41).
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Figure 1.41 : Voie de synthese des bispdines B; a Be.

Les quatre ligands ont ensuite été radiomarqués au cuivre 64 et il a été montré que les ligands
B1 & Bs ont été complétement radiomarqués en moins d’une minute a température ambiante et
que les trois complexes étaient inertes face a la transchélations en présence de 1000 équivalents
de cyclam et 1000 équivalents de SOD. Pour le ligand Bs, la complexation est beaucoup plus
lente avec une complexation compléte au bout d’une heure a température ambiante. Cette
différence a été expliquée par une possible premiere complexation du cuivre sur des donneurs
présents sur le peptide tels que les imidazoles ralentissant ainsi la formation du complexe sur la

bispidine.

Une étude TEP a été réalisée avec le bioconjugué 54Cu-Bs sur des souris PC-3 porteuses de
tumeurs humaines de la prostate. L’accumulation du radiotraceur dans les tissus exprimant la
GRP a permis la visualisation de la tumeur par PET. Cependant, I’activité a été rapidement
éliminée hors de la tumeur ce qui a alors nécessité 1’application d‘une intensité élevée afin de

distinguer la tumeur du bruit de fond (Figure 1.42).
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Figure 1.42 : Image TEP d’une coupe coronale du cerveau de deux souris porteuses de tumeurs (A, B)

5 min et 45 min aprés ['injection de Cu-Be, Les fléches montrent les tumeurs***

Depuis ce premier exemple d’études TEP in vivo avec la bispidine, d’autres moyens de
fonctionnalisation ont été investigués pour améliorer la complexation avec le cuivre mais aussi

pour obtenir des ligands bifonctionnels pour le radiomarquage au cuivre 64.

Une des voies de fonctionnalisation qui a été étudiée est celle sur la position Rz. La fonction est
alors ajoutée lors de la synthése de la bispidone par la double réaction de Mannich.Un premier
exemple est la synthese du ligand L1 obtenu par la voie classique de synthése des bispidines,
soit une double réaction de Mannich entre le précurseur pipéridone Pi1, la (L)-N-(tert-
butoxycarbonyl)glycine et le formaldéhyde et a été obtenue avec un rendement de 67 % (Figure
1.43).115 La cétone centrale a ensuite été réduite en présence de NaBH. dans le THF a -78 °C
afin d’obtenir le bispidol avec un rendement de 36 %. Le groupement Boc a ensuite été retiré
quantitativement en présence d’un mélange TFA/DCM et les esters méthyliques ont été
hydrolysés en présence d’hydroxyde de sodium dans un mélange THF/eau permettant ainsi

d’accéder au ligand L1 avec un rendementde 71 %.
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Figure 1.43 : Synthése des ligands B+, Bg et L..

Une étude de radiomarquage de ce ligand L1 avec le cuivre 64 a été réalisée et a montré que le
rendement de radiomarquage est proche de 90 % en 5 minutes a température ambiante avec un
ratio L/M de 10. Afin de permettre le couplage avec des vecteurs biologiques, la bispidine L1 a
ensuite été fonctionnalisée de deux facons différentes (Figure 1.44). La premiére est 1’ajout
d’un groupement biotine. La biotine est une vitamine qui forme une interaction hydrophobe
forte avec la protéine streptavidine. De nombreux vecteurs biologiques portant des
streptavidines sont disponibles commercialement. Ainsi, la streptavidine peut étre utilisée pour
former des adduits trés stables avec le ligand bifonctionel biotinylé obtenu. La synthése de la
bispidine biotinylée Bo est réalisée par un couplage peptidique sur la fonction carboxylate de la
lysine de L1 avec la biotine-NHS en présence de DIPEA dans un mélange DMF/H-0. Le ligand
Bo a ainsi été obtenu avec un rendement de 42 %. La seconde fonctionnalisation consiste a
ajouter une fonction maléimide sur la bispidine. La fonction maléimide réagit sélectivement sur
la fonction thiol présente sur les cystéines. Ici encore, la synthése du ligand bifonctionnel Bio a
été réalisée par couplage peptidique sur la fonction carboxylate de la lysine avec I’ester
maléimide-NHS en présence de N-méthylmorpholine dans un mélange DMF/eau et la bispidine
B1o a été obtenue avec un rendement de 45 % (Figure 1.44). Afin de confirmer la sélectivité de
la fonction maléimide avec la cystéine, un peptide modele contenant une cystéine et une lysine
a ete couple a la bispidine Bi. Un couplage quantitatif a eété obtenu et confirmé par
spectrométrie de masse MALDI-TOF. L’absence de fonction thiol sur le peptide a été vérifiée
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par un test a I’iodoacétamide et a permis de valider la sélectivité de la fonction maléimide pour

le thiol 11
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Figure 1.44 : Synthése des bispidines bifonctionnelles By et Bao.

Un second exemple de fonctionnalisation est la synthese de la bispidine B7 avec un bras
phosphonate (Figure 1.43).11® L ajout du bras phosphonate a pour but d’améliorer la sélectivité
du ligand pour le cuivre(ll) a pH physiologique. La bispidone a été obtenue apres une double
réaction de Mannich entre I’aminométhylphosphonate, le précurseur P1 et le formaldéhyde avec
un rendement de 35 %. La cétone centrale a ensuite été réduite en présence de tétrahydroborate
de sodium a -78 °C, ce qui a conduit au bispidol avec un rendement de 66 %. Les fonctions
méthylester ont finalement été hydrolysées en présence d’hydroxyde de sodium pour finalement
donner le ligand B7 avec un rendement quantitatif. Des études de radiomarquage ont été
menées. Un rendement de radiomarquage de 95 % a été obtenu en 30 min a température
ambiante avec un ratio L/M de 1,25. L’efficacité est aussi dépendante du pH car une inertie
cinétique plus lente a été observée dans des conditions acides. Un dernier exemple de ce type
de fonctionnalisation est la synthése du ligand Bs pour des réactions de bioconjugaison par
« click chemistry » (Figure 1.43).117 Il est obtenu par une double réaction de Mannich entre le
précurseur P1, le formaldéhyde et la 3-aminopropyne. Le ligand Bs a donc été obtenu apres la

réduction de la cétone centrale avec un rendement de 37 %.

Une deuxiéme méthode de fonctionnalisation qui a été utilisée pour améliorer la complexation
du cuivre est la combinaison de la bispidine et du motif rigide dioxotétraaza (Figure
1.45).18Ainsi trois ligands ont été synthétisés. La premiére étape était la synthése des synthons
bis(a-chloroacétamide) qui ont été obtenus suite aux réactions de condensation entre le chlorure
de chloroacétyle et les diamines 1,2-diaminoéthane, 1,3-diaminopropane et ortho-

phénylénediamine. Les synthons sont ensuite condenses avec la 5,7-diméthyl-1,3-
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diazabicyclonane ce qui a permis d’accéder aux composés H2LB, H2LE, H2oLP avec des

rendements de 65 %, 34 % et 74 % respectivement.
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Figure 1.45 : Synthése des ligands H,L®, H,LE et H,L" '8

Le radiomarquage des trois ligands a été effectué a 50 °C pendant 90 min. Des études de stabilité
in vitro ont été réalisees en présence de 3 équivalents de superoxyde dismutase (SOD) humaine
et dans le sérum humain. Globalement, les trois complexes ont présenté une tres haute stabilité
avec moins de 5% de dissociation en présence de SOD et dans le sérum humain. Le complexe
Cu-HL® a présenté la plus grande stabilité avec un pourcentage de transchélation de 1,5 % en

présence de SOD et 2,3 % de dissociation dans le sérum apres 1 h d’incubation a 37 °C.

La biodistribution du complexe Cu-H2L® a été étudiée chez le rat. 5 minutes aprés injection,
une accumulation a été observée dans le foie, I’intestin et 50 % de la dose injectée était déja
éliminés par les voies hépatobiliaires. Une accumulation significative a aussi été observée dans
les tissus adipeux blancs, les muscles et la peau. Ce type de biodistribution a généralement été
observée pour des complexes hydrophobes. 60 minutes aprés injection, I’activité était éliminée
du sang et des tissus presque exclusivement par les voies hépatobiliaires, mais des résidus
étaient toujours présents dans les reins. 24 heures aprés injection, la quasi-totalité de 1’activité
a été retrouvée dans les urines et les excréments. Cette élimination rapide a permis de conclure

que le complexe Cu-H:L® avait une grande stabilité in vivo.!*®
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Un dernier de type fonctionnalisation est celle réalisée sur 1’alcool en C9. Elle a été utilisée afin
de former des ligands bifonctionnels pour des réactions de couplage avec des vecteurs d’intérét.

Un résume de ces travaux est présenté en figure 1.46.
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Figure 1.46 : Synthése des bispidine B1, a Bis.

Le ligand Bi2 a été fonctionnalisé avec un BODIPY pour le développement d’une sonde
bimodale TEP-imagerie optique. La synthése a été effectuée a partir du bispidol B2 qui a subi
une réaction de type Willamson avec le chloroformiate de 4-nitrophényl en présence de N-
méthylmorpholine dans le dichlorométhane (DCM) a température ambiante afin d’accéder a
I’ester activé. La bispidine-BODIPY Bi2 a ensuite été synthétisée via une réaction d’addition-
¢limination entre 1’ester 4-nitrophényl et 1’amine du BODIPY en présence de 4-
diméthylaminopyridine (DMAP) et de diisopropyléthylamine (DIPEA) dans le chloroforme a
température ambiante (Figure 1.46). Le ligand Bi12 a été est marqué au cuivre 64 dans des
conditions douces (pH 6,2, t.a., 30 min). L’étude de stabilité in vitro a montré que le

radiocomplexe était stable dans le sérum humain sur une durée d’au moins 24 heures.°
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La synthese des ligands Bai1, Bis et Bi4 a débuté par la formation d’un alcoolate sur la bispidol
B2 en présence d’hydrure de sodium et a été suivie d’une réaction de substitution nucléophile
avec 1’acide I’iodoacétique, le bromure de propargyl et le tert-butyl(3-bromopropyl)carbamate
respectivement (Figure 1.46).%% La bispidine—amine Bis a ensuite été utilisée pour ajouter la
fonction isothiocyanate avec le p-phényléne-diisothiocyanate et la fonction DBCO avec le
DCBO-NHS afin d’accéder aux bispidines Bis et Bis. Le radiomarquage des bispidines Bi1 a
Bis a été effectuée dans des conditions douces. Un rendement de radiomarquage supérieur a 99
% a été obtenu pour les bispidines en 5 minutes a température ambiante. Les cinétiques de
décomplexation ont été étudiées par des études de transchélation des cing complexes en
présence de 1000 équivalents de DOTA et d’EDTA a 37 °C pendant 24 h. La formation de
®4Cu-DOTA et 4Cu-EDTA a été suivi par radio-CCM. Aprés 24 h, aucune transchélation n’a
été observée pour les cing complexes. Le ligand Bis a ensuite été couplé a un anticorps
cetuximab (qui cible les récepteurs EGFR) par « click chemistry ». Le bioconjugué a été
radiomarqué au cuivre 64 avec un rendement de radiomarquage de 99 % et une étude d’imagerie
TEP avec le radiocomplexe a finalement été effectuée sur des souris porteuses de tumeurs. Les
résultats ont montré que le radiocomplexe 54Cu-Bas’ a été rapidement éliminé par voie rénale
avec un temps de demi-vie dans le sang de 28,2 min. Apres 5 minutes, la tumeur était visible et
aprés une heure, 1’activité dans le sang étant éliminé, la tumeur pouvait étre clairement

délimitée. Un ratio tumeur/muscle de 13 a alors été obtenu (Figure 1.47).

0 SUV (BW) 1.38

Figure 1.47 : Imagerie TEP dynamique d 'une souris porteuse de tumeurs apreés une injection

intraveineuse de %Cu-Bis’. La tumeur est localisée dans le cercle jaune.®
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2.2.2. Radiomarquage avec d’autres radioisotopes.

D’autres radioisotopes ont été¢ étudiés pour des applications en Imagerie par Tomographie a
Emission Monophotonique (TEMP, émetteurs y) et/ou pour la Radiothérapie Interne Vectorisée
(RIT, émetteurs B, a ou d’électrons Auger). En particulier, deux ligands bispidines
octadentates ont été développés pour la complexation des isotopes actinium 225 (a., t12 = 10.0

j), indium 111 (y, électrons Auger, ti> = 2.8 j) et lutécium 177 (B, v, tu2 = 6.65 j).1%

La premiere bispidine est composée de deux groupements picolinates en position N3 et N7. La
synthése de ce ligand a été réalisée par I’intermédiaire de la bispidine 1 (Figure 1.48). Elle a été
obtenue apres une double réaction de Mannich entre le précurseur P2, la 2,4-
dimétoxybenzylamine et le formaldéhyde, suivie de la réduction de la cétone centrale de la
bispidone précédemment formée. Le groupement protecteur 2,4-dimétoxybenzylamine a
ensuite été retiré avec un mélange de TFA et DCM donnant ainsi le composé 3. Les amines
secondaires ont ensuite été utilisées dans une double réaction de substitution nucléophile avec
le tert-butyl-6-bromopicolinate 4 afin d’obtenir le composé (tBu)z2bispa?, qui aprés
estérification des esters tert-butyliques en présence de TFA, a donné le bispidol Hzbispa?. Le
ligand a été radiomarqué a I’actinium 225, a ’indium 111 et au lutécium 177. La stabilité de
ces radiocomplexes a été étudiée dans le sérum humain. Aprés un jour, 87% du complexe
d’n et 86% du complexe de ’Lu était encore intact, montrant des stabilités similaires aux
complexes de DOTA. Le radiocomplexe avec >*>Ac a présenté une stabilité plus élevée avec 89

% de radiocomplexe aprés 7 jours.*?
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Figure 1.48 : Synthése des bispidines octadentates H,bispa? et Hobispox?.121:1%?

La seconde bispidine octadentate contient des fonctions 8-hydroxyquinoléine sur les deux
positions N3 et N7. La voie de synthése est similaire a celle utilisée pour Hzbispa?, sauf qu’ici,
I’agent alkylant pour la double réaction de substitution nucléophile est I’acétate de 2-
(bromométhyl)quinoline-8-yl 5. La déprotection des groupements acétate a ensuite permis
d’obtenir le ligand H2bispox? (Figure 1.48). Le radiomarquage du ligand a été effectué avec
I’indium 111 et le lutécium 177. Le radiomarquage avec l'indium 111 a été réalisé
guantitativement a température ambiante tandis qu’un chauffage a 37 °C a été nécessaire pour
un radiomarquage quantitatif en 30 min avec *’’Lu®*. Le radiomarquage a I’actinium 225 a aussi
¢té essay¢é mais une réaction a température ambiante n’ayant pas pu étre réalisée, 1’étude n’a
pas été poursuivie. La stabilité du radiocomplexe **In-Hzbispox? a été étudiée dans le sérum
humain a 37 °C. Aprés 5 jours, 89 % du complexe était présent ce qui est comparable a la

stabilité de **In-bispa?.1??
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En 2020, des bispidines ont été étudiees pour le radiomarquage au bismuth(l11) 213 (o, ti2 =
46.5 min), pour des applications en radiopharmaceutique. Trois nouvelles bispidine

heptadentates ont été synthétisées (Figure 1.49).1%

7 | Z | Z
S \
Hooc” SN SN COOH HoOC
o N_ O o _N_ O o o
o TS o~ o o~ o o~ ~o o~
| N\ N | N\ N N\ N N N N\
= = > =
N N N
& / N—cooH COOH / N—cooH
B4z B H,bispa?

Figure 1.49 : Structures des bispidines étudiées.

Le ligand Bi7 est obtenu a partir d’une alkylation du composé 6 avec le tert-butyl-6(bromo-

méthyl)picolinate suivi de la déprotection de I’ester tert-butylique (Figure 1.50).

COOtBu _ _
SN o | |
\ N~ >CootBu N~ COOH
=

N_ O

H
(0] N (0] o (o] N (0]
~, v Br ~ - ~ ~
o o o o oo DCM/TFA o on[ ©
N N N N N N
X N | A Na,COj3, MeCN, N | S ta., 16 h N | D
= Z reflux, 24 h % G Z G
N N N
7\ 7\ 7\
6 7 By7
95 % 66 %

Figure 1.50 : Synthése du ligand Byy.

Le ligand Bis a été obtenu par la méme méthode que les ligands Hzbispa? (Figure 1.48) avec le
groupement protecteur 2,4-dimétoxybenzylamine. Une fois la bispidine 2 obtenue, une réaction
de substitution nucléophile avec le tert-butyl-6-bromopicolinate a été réalisée sur 1’amine en
N3, ce qui a permis d’accéder au composé 8. Le groupement protecteur a ensuite €été retiré afin
de libérer I’amine secondaire en N7. Le ligand Bas est a finalement été obtenu par une seconde
réaction de substitution nucléophile avec 1’acide bromoacétique réalisée sur I’amine secondaire

de 9 (Figure 1.51).
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Figure 1.51 : Synthése du ligand Bag

La synthese du ligand B1g a débutée par la formation de la bispidone 10 qui a été obtenu apreés
une double réaction de Mannich entre le précurseur P2, le formaldéhyde et la 2-picolylamine et
la cétone centrale de la bispidone a été réduite pour donner la bispidol 11 (Figure 1.52).123 Une
réaction de substitution nucléophile a ensuite été réalisée sur I’amine secondaire afin d’intégrer
le groupement picolinate en position N3. Le ligand Big a finalement été obtenu aprés la
déprotection des esters tert-butyliques de 12.
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Figure 1.52 : Synthese de la bispidine Bis.

Un radiomarquage des ligands Bi7, Bis et Hobispa? au bismuth 213 a été effectué.'?®
L’efficacité du radiomarquage a été comparée a celle de CHX-A-DTPA (Figure 1.20) et DOTA
qui sont les meilleurs chélateurs du bismuth. Les trois ligands ont montré une meilleure
efficacité de radiomarquage que DOTA et CHX-A-DTPA. Une étude de transchélation en
présence de DTPA a aussi été réalisée et elle a montré que 2°Bi-Hbispa? était aussi stable que
213Bj-CHX-A-DTPA tandis que 2'°Bi-Bi7 et 2®Bi-Byy étaient moins inertes. De plus, une
différence de résistance a la transchélation a été observée pour 2:*Bi-Hzbispa? selon que la
réaction de complexation ait été réalisée a 25 ou 95 °C. En effet, il semble qu’a 25 °C des
especes labiles, qui subissent une démétalation rapide, et des espéces plus inertes semblables a
celles obtenues a 95 °C sont formées. L’hypothése qui a été émise était qu’a 25 °C, la
complexation se ferait en deux étapes. Premieérement, les carboxylates du ligand Hzbispa?
remplaceraient d’abord deux iodures de [Bils]> conduisant a [BilsHzbispa?]*. Ensuite,
réarrangement, plus lent, conduirait aux mémes especes qui ont été obtenues instantanément a
95 °C.
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Un autre radioisotope qui a été utilisé pour radiomarqué la bispidine est le gallium 68 (B, ti
= 1.1h).115124 En effet, en 2020, Price et al. ont conjugué une bispidine et une porphyrine pour
le développement d’un agent de contraste théranostique pour la TEP et la Thérapie
Photodynamique (TPD). Le gallium 68 (t12 = 1,1 h) est un émetteur de positron intéressant pour
la TEP du fait de son accessibilité. Pour la TPD, la porphyrine a été choisie pour sa faible
toxicité, sa grande phototoxicité, sa facilité de synthese et ses propriétés de ciblage des tumeurs.
La synthése du ligand L1 a été précédemment décrite (Figure 1.43). Son radiomarquage avec le
gallium 68 a été effectuée a pH 4 pour éviter la formation d’hydroxyde de gallium. Un
rendement de radiomarquage (RR) de 94 % a été obtenu en 30 min en chauffant a 85 °C et en
utilisant une concentration élevée en ligand (200 uM). En terme de cinétique de complexation
le ligand est moins efficace que NOTA (95 % de RR, 95 °C, pH 3,5, 10 min, 10 uM) et que son
analogue phosphonique TRAP (95 °C, ¢ <3 uM, 5 min, pH 3)'% mais cela peut s’ expliquer par
la plus faible denticité du ligand Li. La synthése du conjugué bispidine-porphyrine B2o a été
réalisée par un couplage au niveau de 1’amine primaire de la lysine avec la porphyrine-NHS en
présence de triéthylamine dans le DMF. Le ligand Bzo a été obtenu avec un rendement de 48 %
(Figure 1.53).
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porphyrine-NHS

Figure 1.53 : Synthése de la bispidine-porphyrine Bz

Le radiomarquage de Bzo a ensuite été effectué avec les meilleures conditions obtenues pour L1
(200 uM de L3, pH 4,5, 15 min, 95 °C). La stabilité du complexe a été monitorée dans le sérum
feetal de veau (FBS) et 1’étude a montré qu’apres 2 heures aucune démétalation n’était observée.
La phototoxicité du radiocomplexe ®Ga-By a été étudiée sur des cellules humaines
d’adénocarcinome. Aprés incubation des cellules avec %Ga-Byo, une irradiation de ces derniéres
a été effectuée et ces cellules ont été comparées a des cellules contréles non irradiées. Les

résultats ont montré que 90 % des cellules étaient détruites avec 50 pM de %8Ga-Byo. Cette
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phototoxicité est comparable a celle du Photofrin®, un agent PDT qui a prouvé son efficacité

sur ce méme type de cellules.!?®

2.3. Les bispidines pour la complexation du manganese(l1/111).

La complexation du manganése avec des bispidines tétradentates a été decrite depuis 1997 par
Peter Comba.?’Depuis peu d’études ont été réalisées sur ce type de complexes. Parmi elles, on
retrouve les réactions d’oxydation avec des complexes de manganése d’haute valence. En effet,
les bispidines ont été utilisées pour la complexation du manganése(l11)-peroxo. Le but était de
comprendre le mécanisme de réactions biologiques telles que les transferts d’atome d’oxygene

impliquant des complexes de manganese (SOD, Photosysteme 1II...).

Ainsi, la réactivité de deux complexes de bispidine-manganése-peroxo a été étudiée dans des
réactions de déformylation dont le mécanisme restait inconnu. Le complexe [Mn"'(B20)(02)]*
(Figure 1.64) a alors été synthétisés en oxydant le complexe Mn"(B20)(Cl04)2]** en présence

de H20; afin de générer un complexe peroxo de haute valence.?

Figure 1.64 : Structures des ligands étudiés pour le transfert d’oxygene.

Ensuite, la réaction de déformylation de la 2-phénylpropionaldéhyde (2-PPA) avec
’intermédiaire [Mn'"'(B20)(02)]" a été réalisée. L analyse de la cinétique de cette réaction ainsi
que des modélisations par mécanique quantique (Density-Fonctional Theory = DFT) ont permis
de conclure que le mécanisme de cette réaction débutait par 1’abstraction de 1’atome
d’hydrogene en alpha et non par une addition nucléophile comme ce qui avait été précédemment

proposé (Figure 1.65).
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Figure 1.65 : Mécanismes possibles de la déformylation

Une seconde étude a été realisée afin de savoir si la structure du ligand pouvait influencer le
mécanisme de la réaction.'?® Pour cela, I’isomére du ligand B1 a été utilisé afin de générer le
complexe [Mn"'(B21)(02)]*. La méme réaction de déformylation avec 2-PPA a été réalisée et
une premiére étape par abstraction de I’hydrogéne en alpha de 1’aldéhyde a aussi été identifiée.
De plus, le mécanisme de 1’étape cinétiquement déterminante a pu étre précisé par DFT. Apres
I’abstraction de I’hydrogéne un réarrangement céto-énolique aurait lieu. La double liaison de la
fonction énol subirait une addition nucléophile du complexe ce qui est plus faible en énergie

qu’une attaque directe sur le carbonyle et donc plus probable.

Une seconde application des bispidines avec le manganése concerne le développement de
polymeéres de coordination (CPs, en anglais) dynamiques. Ces types de matériaux sont tres
intéressants pour leurs adaptabilités, leurs flexibilités et sont prometteurs pour le
développement d’adsorbants sélectifs, de capteurs et de matériaux catalytiques. Ainsi, les
ligands B2 et Bzs ont été synthétisés afin de permettre la formation de CPs (Figure 1.66). La
structure RX de ces ligands permet d’observer la coordination du métal au niveau des azotes

des pyridines.
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Figure 1.66 : Ligands utilisés pour la synthese de polyméres de coordination.
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La synthese de ces CPs a été réalisee avec chacun des ligands en présence de MnCl; et apres
cristallisation, les structures des CPs ont pu étre observées. Une structure 1D de type ruban a
été obtenue avec une coordination octaédrique du manganeése par deux chlorures apicaux et les

azotes des pyridines de quatre ligands différents (Figure 1.67).

Figure 1.67 : Structure cristallographique de type « ruban » avec le ligand B, '*°

Des poudres microcristallines ont été isolées pour les deux ligands et dans différents solvants,
a savoir le nitrobenzene = NB, le trichlorométhane = TCM et le 1,2-dichlorobenzene = DCB.
Pour chacun des batchs, des molécules de solvant ont été piégées dans la structure, donnant
lieux aux composeés suivants : P3.NB, 3.TCM et 3.DCB avec le ligand B2z et 4.NB, 4. TCM et
4.DCB avec le ligand Bazs.

Afin d’investiguer le caractére dynamique de ces CPs, des études d’échange de solvant solide/
liquide et solide/vapeur ont été réalisées. Les trois poudres du ligand B2z (3.NB, 3.TCM et
3.DCB) ont été plongées dans le nitrobenzene et dans les trois cas un échange entre la molécule
de solvant piégée et le nitrobenzene a été observé. Pour les poudres du ligand Bzs (4.NB, 4. TCM
et 4.DCB), la méme transformation n’a pas pu se faire. Cette différence de dynamisme a été
attribuée a une interaction inter-ruban plus grande avec Bzs du fait de la présence du groupement

benzyl.
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Contexte du travail de these.

Peu avant mon arrivée en doctorat, une étude exploratoire avait été réalisée avec le ligand L1

(Figure 1.68) précédemment synthétisé par 1’équipe Synpa.'® Le complexe de manganése(ll)

avait été synthetisé et sa relaxivité mesurée. La relaxivité de ce complexe s’est révélée élevée

(4,23 mM™.s, a 25 °C et 60 MHz) et donc prometteurs pour un agent de contraste & base de

manganése. L’objectif de cette these a donc été de poursuivre cette étude en étudiant les

complexes de bispidine-manganese pour des applications en IRM mais aussi en TEP avec le

manganese 52. Pour cela, le ligand L et de nouveaux analogues de ce dernier ont été synthétisés

dans le but d’étudier I’influence de la structure du ligand bispidine et de ses substituants sur la

stabilité thermodynamique, I’inertie cinétique et la relaxivité¢ des complexes de manganeése(Il)

obtenus.

HOOC\V\/\/NHZ
(0] N O
HO OH
A
| S N "'/I X
N N
L,

Figure 1.68 : Structure du ligand L.

Six nouveaux ligands pentadentates ont été synthétisés dans le but d’obtenir des complexes de

Mn(II) monohydratés, critére important pour I’IRM. Les ligands (représentés a la Figure 1.69)

possedent les modifications structurales (par rapport au ligand L1) suivantes:

ligands L2 : réduction des carboxylates (sur les positions 1 et 5) en alcools dans le but
d’observer I’influence de la charge du complexe ;

ligands L2 et L4 : modification du nombre de fonctions carboxylate (0 pour Lz, 2 pour
L1, 3 pour L4) pour investiguer leur r6le éventuel dans la présence d’une seconde sphére
de coordination ;

ligand L3: masquage de ’amine primaire pour etudier son réle tant au niveau de la
stabilit¢ du complexe qu’au niveau de la relaxivité ;

ligands Ls et L7 pour observer I’influence de la position du bras coordinant sur la
stabilité du complexe ;

ligand Le pour augmenter la rigidité du complexe et potentiellement I’encombrement
stérique au niveau de la molécule d’eau et évaluer leur effet au niveau de la relaxivité ;
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De plus, le ligand hexadentate Ls a également été synthétisé dans le but d’étudier
I’augmentation du nombre de donneurs sur la stabilité des complexes et de mesurer la relaxivité

de sphére externe en fournissant un analogue non-hydraté.

Un nouveau ligand octadentate (Lo) a aussi été synthétisé pour des métaux ayant un nombre de
coordination plus grand que celui du manganéese. Nous pouvons penser scandium(lV), au
zirconium(1V) et aux lanthanides(I11).

Enfin les propriétés physico-chimique du complexe de Mn?* avec le ligand phosphonaté Lo
(précedement synthétisé au laboratoire), seront aussi étudiés afin de la comparer a son analogue
carboxylaté Ls.
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Figure 1.69 : Ligands cibles.

Ainsi la synthese des différents ligands sera présentée dans le chapitre (11). Ensuite, la physico-
chimie et la relaxivité des différents complexes de manganese ont été étudiées et seront
abordées dans le chapitre III. Enfin, I’application du complexe MnL1 en IRM et en TEP a eté
investiguée. La fonctionnalisation du ligand et les études IRM et TEP seront abordées dans le
chapitre 1V.
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Chapitre 11- Synthése

1. Présentation des différentes voies synthétiques.

1.1. Schéma de rétrosynthese.

Les bispidines précedemment présentées (Figure 1.69) seront synthétisées selon deux voies de
synthese différentes. La premiére correspond a la synthése classique des bispidines présentée
dans la partie précédente (Voie A, Figure 2.1). La seconde est celle initiée par le groupe de J.
Hasserodt! qui passe par la protection de la bispidine avec un groupement 2,4-dimétoxybenzyle
(DMB) (Voie B, Figure 2.1) et dont des adaptations successives ont été développées par
’équipe de P. Comba? et au laboratoire. Cette voie permet d’accéder a des plateformes
« universelles » sur lesquelles différents bras coordinants pourront étre ajoutés lors d’une

alkylation par substitution nucléophile.

VOIE A VOIEB |, .
déprotection
o . .Ra 0 &acti d
réactionde H:N e réaction de ) o
Mannich H™™H Mannich
+ 0O 0O 0 +
réduction o o~ | réduction
NS
‘ =N ﬁ1 N
R;=CH; ouH

L

déprotection

Ry = CH; ouH

Figure 2.1 : Schéma de rétrosynthese des bispidines par la voie classique (Voie A) et avec la 2,4-
diméthoxybenzylamine (Voie B).
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1.2. Synthese des précurseurs P1 et P2.

La synthése des précurseurs P1 et P2 a été réalisée selon le protocole décrit par Legdali et al.®
Pour le précurseur P1, la 2-pyridinecarboxaldéhyde, la méthylamine et I’acide 1,5-diméthyl-

ester-3-oxo0-pentanoique ont été mélangés dans le méthanol a 0 °C (Figure 2.2).

NH,CH; MeOH, <
0°C, 2h

o
o \
> %
Pyl
I
(@]

&

- Z=
2
g\ 7/
X

NH,COOCH;
EtOH, 0 °C 2h

P, (R = H), 39 %

Figure 2.2 : Synthése des précurseurs P; et P..

A la fin de la réaction, un précipité est deja observé mais le milieu reactionel est laissé a 4 °C
pendant une nuit afin de faciliter la précipitation. Le précipité a ensuite été recristallisé dans le
méthanol et les différents isoméres obtenus ont été identifiés par RMN H. Le spectre est trés
complexe du fait de la formation de quatre isoméres (trans-énol, cis-cétone, cis-énol et trans-
cétone) selon la configuration (cis/trans des pyridines) et les formes tautomériques de
I’équilibre céto-énolique. Néanmoins, les signaux des fonctions ester méthyliques, du méthyl
en N3 et des hydrogénes des énols permettent d’attribuer les différentes espéces. De plus, lors
d’une précédente réaction, le précipité obtenu en fin de réaction a été directement isolé et dans
ce premier batch, la forme tres majoritairement obtenue était la forme cis cétone (Figure 2.4,
courbe rose). Cela a permis de clairement identifier I’espéce cis-cétone dans un batch présentant
les quatre isomeres. Ainsi, les proportions obtenues lors de cette réaction était de 53 % de trans-

énol, 26% de cis-cétone, 16 % de cis énol et 5 % de trans-cétone.
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Figure 2.3 : Spectre RMN *H du précurseur P; (400 MHz, CDCls, 25 °C).

Le précurseur P2 a été obtenu avec la méme méthode que celle utilisée pour P1, cependant, elle
a été réalisée avec de I’acétate d’ammonium a la place de la méthylamine et dans 1’éthanol
(Figure 2.2). Le précipité obtenu a ensuite été recristallisé dans le MeOH et le précurseur P2 a
finalement été isolé avec un rendement de 39 %. Du fait de I’absence d’encombrement stérique

sur la position N3, seul la forme cis-cétone est obtenue.
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1.3. Synthése du squelette bispidol via I’utilisation de la 2,4-dimétoxybenlamine.

Ces intermédiaires ont été synthétisés en adaptant le protocole de Comba et al.2 Une double
réaction de Mannich a été réalisée entre un précurseur (P1 ou P2), la 2,4-dimétoxybenzylamine
et le formaldéhyde dans le THF a 65 °C. A la fin de la réaction, les composés 1 et 2 ont été
isolés par précipitation dans le méthanol avec des rendements de 83 % et 69 % respectivement.
Cette différence de rendement est principalement due au fait que le composé 1 précipite plus
facilement que le composé 2 a cause de la fonction méthyle qui le rend plus apolaire. La cétone
centrale des composés 1 et 2 a ensuite été réduite en présence de tétrahydroborate de sodium a

-78 °C afin d’accéder aux composés 3 et 4 (Figure 2.4).

H | | DmB bmB
o oo \OJQ/O o _N_O o o
<, S - ~ -
O = O 0 (0] o~
w e w —
[ N T ) CHL0, THF, 65 °C [ NS THF -78°C,6h \ \ Trefiux, 16 1 \
N R N 16h _N R N / N | N
P, (R = CHj), 75 %
;((R-H)3)39 % 1R!=CH; 83% 3R1_CH3 33 % ; t
2(R=H), o 2R'=H 69 % 4R'=H, 46 % b (two steps)

TFA/DCM
reflux, 16 h

Figure 2.4 : Synthése des composeés 5 et 6.

Une différence importante a été observée lors de la synthese de ces deux composeés. En effet,
pour le composé 1, avec I’amine secondaire en position N3, seul un isomeére a été isolé et il
s’agit de celui dont I’alcool pointe vers la position N3 (RY). Cet isomére a pu étre déterminé par
spectroscopie NOESY ou un couplage peut étre observé entre 1’hydrogéne en position 9 et les
hydrogéne axiaux des positions 6 et 8 (Figure 2.6). La synthése a alors été poursuivie en retirant
le groupement 2,4-dimétoxybenzyl dans un mélange de DCM et TFA pour accéder au composé

6 avec un rendement de 89 % (Figure 2.4).
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Figure 2.5 : Spectre RMN *H NOESY du composé 4 (500 MHz, CDCls, 25 °C).

Dans le cas de 3, aprés purification du produit brut sur colonne chromatographique (SiOz,
DCM/MeOH) deux especes pouvaient étre clairement distinguées par RMN. Les deux
composés ne pouvant étre séparés la synthese a été poursuivie. Lors de 1’étape de déprotection,
deux taches tres proches sont apparues sur CCM signifiant ainsi que ces deux composés
pouvaient alors étre séparés sur colonne chromatographique (SiO2, DCM/MeOH). Deux
composes ont alors été isolés. L’analyse des spectres RMN et NOESY a permis de vérifier qu’il
s’agissait des deux diastéréoisomeres. En effet, le spectre NOESY de I’isomeére 1 présente un
couplage entre le proton 9 et les protons 6 et 8 axiaux ce qui signifie qu’il s’agit de I’isomere

ou I’alcool pointe vers I’azote en position N3 (Figure 2.6).
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Figure 2.6 : Spectre RMN *H NOESY de /’isomére 1 (500 MHz, CDCls, 25 °C).

Le spectre NOESY de I’isomére 2 a montré un couplage entre le proton 9 et les protons 2 et 4

prouvant qu’il s’agit bien de 1’autre diastéréoisomere (Figure 2.7). Pour les étapes de synthese

suivante, c’est I’isomeére 1 a été utilisé car c’est le seul qui a été précédemment étudié.
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Figure 2.7 : Spectre RMN *H NOESY de /’isomére 2 (500 MHz, CDCls, 25 °C).
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2. Synthése des bispidines avec un bras dérivé des acides aminés.

La majorité des ligands de cette série contiennent une lysine et sont des analogues du ligand L.
Seul le ligand L4 se distingue par un groupement glutamate. Tous ces ligands ont été obtenus

en partant du précurseur P1 via la voie classique de la synthése des bispidines.
2.1. Synthése du ligand L.

Le ligand L1 a été synthétisé d’aprés une voie de synthése développée par Roux et al.* et qui a
¢été présentée dans I’introduction (Figure 1.43). Cependant, quelques adaptations ont été
réalisées. Premiérement, dans le protocole initial, la bispidone 7 est précipitée par un ajout lent
du milieu réactionnel (dissout dans un minimum de méthanol) dans un grand volume d’éther
diéthylique. Cette méthode a été tentée plusieurs fois mais les impuretés précipitaient avec le
produit. Le composé a finalement été isolé par précipitation dans I’acétonitrile ou une poudre
blanche a été obtenue avec un rendement de 54 %. Ensuite, les étapes de purification ont été
réduites afin de limiter les pertes et une seule purification par FPLC (= Flash Purification Liquid
Chromatography) a été réalisée en fin de synthése. Le rendement global de la réaction est de 17
% (Figure 2.8) ce qui est proche du rendement du protocole original (18 %) mais ce nouveau
protocole expérimental a I’avantage d’étre plus reproductible. Finalement, 474 mg de ligand L1
ont eté obtenus et caractérisés par ESI-MS et analyse élémentaire
(C26H33N507.2(CF3COOH)2(H20)). L’étape limitante est la réduction de la cétone centrale et
des optimisations pourraient étre envisagées sur cette étape afin d’en améliorer la

régiosélectivité faciale.
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Figure 2.8 : Synthése du ligand L.
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2.2. Synthese du ligand L.

Le ligand L2 a été obtenu a partir de la bispidol 8. Il a été synthétisé a 1’échelle de 200 mg. Les
esters méthyliques de 8 ont été réduits en présence de tétrahydroborate de lithium dans le THF
a température ambiante. Le composé 9 a alors été isolé avec un rendement de 75 %. Ce dernier
a ensuite été ajouté dans un melange de TFA et DCM afin de retirer le groupement Boc pour
finalement accéder au ligand L2 (C26H37Ns0s. 3(CFsCOOH)) avec un rendement de 68 % (160
mg) (Figure 2.9).

H H N
HOOC\}/\/\/NHBDC HOOCW\/NHBOC HOOC\¥/\/\/NH2
o N_O LiBH,, N TFA, DCM N
N - HO OH
OJ\@)\O THF, rt, 16 h HO™ Yoy OH ta.16h Lo,
NN NN Y 1 D
v 1 N v | N 2N NF
8 9 L,
75% 68 %

Figure 2.9 : Synthése du ligand L..

Le spectre RMN *H de 9 est assez complexe (Figure 2.11). En effet, en plus des systémes AB
des protons 6 et 8 habituellement présent sur le squelette, les deux CH> issus de la réduction
forment aussi un systéme AB. L’attribution des pics a pu étre réalisée en analysant les spectres
NOESY (Figure 2.11), COSY et HSQC. Il est entendu que, du fait du carbone asymétrique de
la lysine, la molécule ne posséde pas de plan de symétrie. Néanmoins, la numérotation de la
Figure 2.10 a été allégée pour des raisons de clarté et de lisibilité dans 1’annotation du spectre
RMN. Ce méme type de numérotation a été conservé pour la suite.
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Figure 2.10 : Spectre RMN Hdu bispidol 9 (500 MHz, MeOD, 25 °C),*MeOH.
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Un déplacement chimique inhabituel du proton 10 a été observé en comparaison des précédents
spectres de L1 et de ses intermédiaires (6 = 3,35 ppm). De plus, dans le cas d’une conformation
chaise-chaise un couplage NOESY est observé entre le proton 9 et les protons axiaux 6/8. Ce
couplage n’est pas présent ici, ce qui laisse penser que la bispidine a basculée en position chaise-

bateau (Figure 2.11).
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Figure 2.11 : Spectre RMN *H NOESY du bispidol 9 (500 MHz, MeOD, 25 °C).

Cependant, apres déprotection, le déplacement chimique du proton 10 est de nouveau dans la
région attendue (Figure 2.12) et le couplage entre les protons 9 et 6/8ax est de nouveau visible
sur le spectre NOESY du ligand L2 signifiant le retour a une conformation chaise-chaise (Figure
2.13). Un exemple de ce type de changement de conformation en solution a déja été décrit et
I’étude montrait qu’en faisant varier le pH il était possible de passer de la conformation chaise-

chaise a chaise-bateau et méme a bateau-bateau.®
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Figure 2.13 : Spectre RMN NOESY du ligand L, (500 MHz, MeOD, 25 °C).
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2.3. Synthese du ligand L.

La synthése du ligand L3 a été réalisée en adaptant le protocole décrit par Roux et al.* La
premiere étape de la synthése du ligand L3 est le retrait du groupement Boc avec un mélange
TFA/DCM pour accéder au composée 10 avec un rendement de 51 %. L’amine primaire de la
lysine de 10 subit ensuite un couplage peptidique avec 1’acétate de N-succinimidyl en présence
de N-méthylmorpholine dans la DMF. Le composé 11 est ainsi obtenu avec un rendement de
50 %. Le ligand Ls (110 mg sous la forme C2sH3sNs0s.0,5.LiCl) est finalement obtenu apres
I’hydrolyse des esters méthyliques avec un rendement de 69 % (Figure 2.14). Le spectre RMN
montre la présence du méthyle de 1’acétamide a 1,96 ppm confirmant ainsi que le couplage a

bien été réalisé (Figure 2.15).
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Figure 2.14 : Synthése du ligand Ls.
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Figure 2.15 : Spectre RMN *H du ligand L3 (600 MHz, D0, pD = 6,5, 25 °C).
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2.4. Synthese du ligand L.a.

Le ligand L4 a été synthétisé en utilisant le protocole développé pour L. Ainsi, le composé 12
a été obtenu a partir d’une double réaction de Mannich entre le précurseur P1, le I’acide L-
glutamique et le formaldéhyde. La seconde étape est la réduction de la cétone centrale, comme
précédemment, qui permet d’accéder au composé 13. Enfin, le ligand L4 (100 mg sous la forme
CasH28N409.2(H20)) a été obtenu apres hydrolyse des groupements méthylesters avec un
rendement de 20 % sur les deux étapes (Figure 2.16).

H
Hooc COOH H HOOC COOH
o o o HOOC o~ COOH \{/\/ HOOC\{/\/COOH o \I!I/\O/
fn 2NN g NaBH,, MeOH 0 _N_ O LIOH, THF/H,0
o o7 — 2 s o T 07— o HO on o
NN N, CH,0,NaHCOs3, NENE AN 78°C,5h Lo rt. 16 h I\““ NN
| [ MeOH, 65 °C, 6 h I P NN Voo
N N A 165°C, N N A | | z
P1 12 N N
13 Ly

9
3% 20 % (sur deux étapes)

Figure 2.16 : Synthése du ligand L.

La principale difficulté de cette réaction se situe dans la purification de la premiére étape. En
effet, le composé 12 a précipité difficilement et une minorité a pu étre isolée par précipitation
dans 1’acétonitrile (34 %). Cette étape nécessite donc une optimisation. Une possibilité serait
d’utiliser une fonction glutamate dont 1’acide terminal serait protégé par un groupement ester
afin de diminuer la polarité de la bispidone formée et de faciliter la précipitation dans des
solvants polaires comme le méthanol ou I’acétonitrile. Le spectre RMN proton présente les
signaux classiques de la bispidol. Comme pour le ligand L1, les protons 11/11” en alpha du
centre asymétrigue ne sont pas équivalents et sont facilement identifiables sur le spectre (Figure
2.17).
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Figure 2.17 : Spectre RMN *H du ligand L4 (400 MHz, MeOD, 25 °C), *MeOH.
3. Synthese des bispidines avec un bras dérivé du méthylénecarboxylate
3.1. Synthese des ligands Ls et Le.

Les ligands Ls et Ls ont été synthétisés en utilisant I’intermédiaire 5 afin d’ajouter, en position
N7, un bras méthylénecarboxylate ou son analogue, acide 2,2-diméthyléthanoique contenant
deux méthyles a la place des protons du CH> (Figure 2.18). Pour ce faire, le composé 5 a réagi
avec le bromoacétate d’éthyle ou avec le 2-bromo-2-méthylpropionate de méthyle dans une
réaction de substitution nucléophile, en présence de bicarbonate de potassium dans I’acétonitrile
a 70 °C, ce qui permet d’accéder aux bispidols 14 et 15 respectivement. Lors de précédente
réaction de substitution nucléophile, une quantité importante de produit a été perdue lors de
I’étape de purification par FPLC (SiO2, DCM/MeOH). Il semble qu’a la fin de cette réaction,
le produit obtenu était majoritairement sous la forme d’un complexe de potassium et que ce
dernier est resté accroché sur la colonne de silice. C’est pourquoi, les composés 14 et 15 (ainsi
que les suivants) ont ét¢ directement hydrolysés aprés cette étape en présence d’hydroxyde de
lithium dans un mélange THF/eau. Les ligands Ls (124 mg sous la forme C22H24N4O7.HCI) et
Ls (125 mg sous la forme C24H28N40O7.2HCI.0,5H20) ont alors été obtenus avec un rendement

de 51 % et 31 % respectivement. A titre de comparaison, le ligand Ls avait préalablement été
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synthétisé au laboratoire® par deux réactions de Mannich a partir de la glycine avec un
rendement global inférieur a 20 % sur les trois étapes. La synthése mettant en jeu I’intermédiaire
5 est donc équivalente en terme de rendement mais posseéde I’avantage d’une plus grande
versatilité. De plus, des travaux récents (résultats non publiés, these de A. Mahamoud en cours)
ont permis de plus que doubler les rendements de la synthése de I’intermédiaire 5. Le rendement
du ligand Ls est inférieur a celui de Ls car apres purification sur FPLC (C1s, MeOH/H-0) une
fraction contenant le composé 5 totalement hydrolysé a été isolée, ce qui signifie que la réaction
n’était pas complétement finie. L’encombrement stérique causé par les fonctions méthyles a
probablement entrainé une diminution de la réactivité. Plusieurs pistes pourraient étre étudiées
afin d’améliorer le rendement de la substitution nucléophile, comme la durée de la réaction, la
température, le solvant, le choix de la base (organique/inorganique), I’ajout de KI ou la quantité

de 2-bromo-2-méthylpropionate de méthyle.

LiOH, H,O/THF

5 14R?=H,R3 = Et
15 R% = CH3, R® = Me

31 % (deux étapes)

Figure 2.18 : Synthése des ligands Ls et Le.
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Le spectre RMN du ligand Ls présente un singulet a 2,82 ppm qui intégre pour 2 protons et

permet de confirmer que la réaction un bien eu lieu (Figure 2.19).
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Figure 2.19 : Spectre RMN *H du ligand Ls (400 MHz, MeOD, 25 °C).

Pour le ligand Ls, un spectre avec des signaux larges a été obtenu (Figure 2.20). Il est possible
que la présence des groupements méthyles limite la rotation du bras entrainant la présence de
plusieurs rotameres en solution induisant ainsi des signaux larges. Un moyen qui permet
d’obtenir des pics plus fins est d’ajouter du zinc(Il) afin de rigidifier la structure de la molécule.
Apres ajout du zinc(II), les pics étaient en effet beaucoup plus fins. L’ajout de la fonction a
finalement été confirmé par la présence d’un singulet a 1,31 ppm qui intégre pour 6 et qui

correspond aux méthyles 10.
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Figure 2.20 : Spectre RMN *H du ligand Ls sans (courbe noir) et avec (courbe bleu) ZnCl, (400 MHz,
D:0, 25°C).

3.2. Synthése du ligand L.

Le ligand L7 a été obtenu en adaptant le protocole décrit par Comba et al.? (Figure 2.21).
Premierement, le composé 4 a subi une réaction de substitution nucléophile avec le
bromoacétate d’éthyle pour accéder au composé 16. Le spectre RMN brut du composé 16
montrait deux especes qui ont été attribuées au produit attendu et sa forme complexée avec du
potassium. Le groupement dimethoxybenzyle du composé 16 a ensuite été retiré en présence
de TFA afin d’obtenir 17 avec 42 % de rendement sur les deux étapes. L’étape suivante était
I’ajout d’une fonction méthyle par substitution nucléophile avec 1’iodométhane et finalement
les esters méthyliques et 1’ester éthylique de 18 ont été hydrolysés pour donner le ligand L7
(160 mg sous la forme C22H24N407.2,5(H20)) avec 41 % de rendement sur les deux dernieres

étapes.
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BrCH,COOEt, K,CO4

CH3CN, 70 °C, 16 h

(41 % sur 2 étapes)
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TFA/DCM
—_—
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LiOH, H,O/THF

ta.16h

Figure 2.21 : Synthese du ligand L.
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42 % (deux étapes)

16 h

Sur le spectre RMN, deux singulets intégrant pour 2 protons a 2,62 ppm et pour 3 protons a
3,04 ppm permettent de confirmer la présence des fonctions méthylénecarboxylate et méthyle
respectivement sur le ligand L7 (Figure 2.22). De plus, sur le spectre 2D NOESY un couplage
entre les protons 11 et 2/4 et un autre couplage entre les protons 6/8 équatoriaux et 10 sont
observés et permettent de confirmer que le bras méthylenecarboxylate a bien été ajouté en
position N3 et la fonction méthyle en position N7 (Figure 2.23). Un couplage entre le proton 9

et les protons 6/8 axiaux confirme que la fonction OH pointe vers 1’azote en position N3.
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Figure 2.22 : Spectre RMN *H du ligand L7 (400 MHz, MeOD, 25 °C).
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Figure 2.23 : Spectre RMN *H NOESY du ligand L7 (500 MHz, MeOD, 25 °C).

Synthese du ligand Ls.

Le dernier ligand de cette famille est un ligand hexadentate. Il contient deux bras

méthylénecarboxylates sur les positions N3 et N7. Il a été obtenu en faisant réagir

I’intermédiaire 6 avec le bromoacétate d’éthyle dans une double réaction de substitution

nucléophile. Aprés alkylation, une hydrolyse des esters méthyliques et éthyliques est

directement réalisée. Le ligand Ls est finalement obtenu sous forme C23H24N409.2(LiOH).H.0O

(150 mg) avec un rendement de 41 % sur deux étapes (Figure 2.24).

BrCHQCOOEt, K2003’

CH3CN, 70 °C, 16 h

41 % (sur 2 étapes)

Figure 2.24 : Synthése du ligand Ls.
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La présence de deux singulets intégrant pour deux protons a 2,82 ppm et 3,74 ppm sur le spectre

RMN !H permet de confirmer que la double alkylation a bien eu lieu (Figure 2.25).
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Figure 2.25 : Spectre RMN *H du ligand Ls (400 MHz, MeOD, 25 °C).

4, Synthése de la bispidine phosphonatée Lo.

Grace a I’obtention des intermédiaires 5 et 6, il est possible d’envisager 1’ajout de différents
types de groupements par des réactions d’alkylation classique. Ainsi, pour la premiére fois une
bispidine contenant des groupements pyridinyl-phosphonates a été synthétisée. Elle a donc été
obtenue aprés une double réaction de substitution nucléophile entre les composés 6 et 207. Les
groupements éthyles ont ensuite été hydrolysés dans une solution de HCI a 6M a 80 °C. Le
ligand Lo a ainsi été obtenu sous la forme C31Hz2NeOgP2 3(HCI)2.5(H20)(96 mg), avec un
rendement de 30 % sur les deux étapes (Figure 2.26). Ici encore, I’intermédiaire 21 n’a pas
encore éte isolé et il a été prefére de purifier directement le ligand Lo sous sa forme finale par

colonne chromatographique sur phase inverse (C18, gradient HoO/CH3CN).
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Figure 2.26 : Synthése du ligand L.

Du fait de la présence des groupements pyridinyl-phosphonates de nombreux signaux sont

présents dans les déplacements chimiques des aromatiques. L’attribution des pics des

aromatiques s’est fait par comparaison des déplacements chimiques des précédentes bispidines,

néanmoins un spectre 2D devra étre réalise afin de confirmer cette attribution. Un singulet

intégrant pour 4 protons a 3,89 ppm est observé. Il correspond aux deux CH des bras

coordinants (Figure 2.27). Le spectre RMN du phosphore montre la présence d’un seul pic et

confirme la présence d’une seule espéce (Figure 2.28). De plus, le composé a été analysé par
ES-MS et analyse élémentaire.
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Figure 2.27 : Spectre RMN *H du ligand Ly (400 MHz, D,0, 25 °C).
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Figure 2.28 : Spectre RMN *P du ligand Lg (162 MHz, D,0, 25 °C).
5. Conclusion

En conclusion de ce chapitre, huit nouvelles bispidines ont été synthétisées. Pour cela, deux
voies de synthese ont été utilisées afin de permettre 1’insertion de différents types de fonctions
coordinantes. La premiere, utilisée pour le substituant L-lysine et ses dérivés met en ccuvre une
double réaction de Mannich a partir des résidus acides aminés. La deuxieme fait intervenir des
intermédiaires clefs (les composés 5 et 6) dont les fonctions amines secondaires peuvent étre
substituées par les groupements d’intérét au moyen de réactions de substitution nucléophiles.
Ainsi, six bispidines pentadentates, une bispidine hexadentate et une bispidine octadentate ont
été obtenues. Tous ces ligands (sauf le ligand Lo), ont ensuite été complexé au manganese(ll)
afin d’étudier la stabilité thermodynamique, la relaxivité et I’inertie cinétique de ces nouveaux

complexes. L’ensemble des résultats obtenus seront présentés dans le chapitre suivant.
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Chapitre 111 — Etudes Physico-Chimiques

L’ensemble de ces études de caractérisation a été réalisé au Centre de Biophysique Moléculaire dans

I’équipe du Dr Eva Jakab Toth et en partie par Daouda Ndiaye.

1. Etude de la stabilité thermodynamique.

1.1. Généralités.

1.1.1. Obijectif

Le but de cette étude est de déterminer la protonation des ligands et la stabilité
thermodynamique de leurs complexes de zinc(Il) et de manganese(ll). Le choix du zinc(ll)
comme metal de comparaison repose sur la similarité chimique de ce dernier avec le
manganése(l1) et sur son abondance dans les systéemes biologiques. Le zinc(1l) se présente donc
comme le compétiteur le plus important pour le manganése(ll). Les résultats de ces travaux
seront présentés en trois parties. La premiére partie abordera 1’¢tude des bispidines L1 et L4 qui
contiennent une fonction acide aminé. Leur comparaison permettra d’observer 1’influence de la
présence d’une amine primaire, chargée positivement a pH physiologique, et d’une fonction
carboxylate, chargée négativement au pH neutre, sur la stabilité thermodynamique. La
deuxiéme partie portera sur 1’étude des bispidines substituées par une fonction de type
méthylénecarboxylate. Elle permettra d’observer I’influence de la position, du nombre de bras
coordinants et de I’ajout de groupements méthyles (Le). La derniére partie concernera 1’étude
de la bispidine L1o portant une fonction phosphonate. Elle permettra de comparer la stabilité du
complexe de manganése entre une bispidine phosphonatée et une bispidine carboxylatée
(Figure 3.1).

Hooc\|/\/\,NH2 HOOC\|/\/COOH
(0] N [e] [¢] N o
HO' OH
HO OH; OH OH
| N "ul BN | XN -:,,I SN
NN NN
Ly Ly
Hooc HOOC\l/ HoOC
|

Figure 3.1 : Ligands discutés dans cette partie.
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1.1.2. Définition de la stabilité thermodynamique d’un complexe.

Afin de prédire la stabilité in vivo d’un nouveau complexe, on s’appuie sur des propriétés
physiques comme la stabilité thermodynamique et I’inertie cinétique face a la dissociation.
Ainsi, la constante de stabilité thermodynamique Kvr d’un complexe quantifie I’affinité du
métal pour un ligand donné et permet de savoir la quantité de métal libre dans 1’environnement
lorsque le systtme a atteint 1’équilibre (Equation 3.1). la constante de stabilité

thermodynamique Kwuw est définie par I’équation 3.2 : 1
M + L = ML (Equation 3.1) Ky = % (Equation 3.2)

Ou [ML], [M] et [L] représentent les concentrations d’équilibre du complexe, du métal et du ligand,

sous sa forme déprotonée.

Du fait du caractére multidenté des ligands, certains groupements donneurs peuvent étre
protonés a bas pH et ces complexes protonés sont alors notés M(HiL) (Equation 3.4). Les

constantes de protonation de ces complexes sont définies par I’équation 3.5 :
M(H;_{L) + H* = M(H;L) (Equation 3.4)

. _ [MHL)]
MWL) = M (H,_,L)][H*]

(Equation 3.5)

oui=1,2,...,net[H], [M(HiiL)] et [M(HiL)] sont les concentrations d’équilibre des protons
et des especes M(Hi-1L) et M(HiL).

Afin de comparer différents systemes, les auteurs sont souvent amenés a utiliser le pM (-
log[M]iibre). Ce paramétre s’apparente a une constante de stabilité conditionnelle qui permet de
quantifier la quantité de métal libre a pH physiologique (7,4) et dans des conditions
expérimentales définies. Par soucis de comparaison avec les données de la littérature, nous
avons choisi dans cette étude de calculer le pM pour des concentrations totales de ligand et de

métal c.= cu= 10° M.

Dans notre cas, I’étude a été réalisée par titrage potentiometrique avec une concentration
équimolaire en ligand et en métal. Pour les complexes de Mn?* (sauf MnL7 et MnLsg), la

complexation était trop lente pour étre étudiée par titrage direct. Les titrages ont donc été
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réalisés en préparant des échantillons individuels (titrage dit par « batch ») contenant chacun
un volume différent de base. Une fois les mesures réalisées, le traitement des données se fait
par le logiciel Hyperquad, qui va calculer les constantes de protonation et les constantes de
stabilité. Les résultats de ces études potentiométriques seront présentés dans cette premiere

partie.
1.2. Etude des bispidines avec un bras derivé des acides aminés.

Les ligands L1 et L4 présentent huit sites de protonation. Généralement, les protons des amines
pyridiniques ont des logKn trop bas pour étre observés par titrage potentiométrique car la
fenétre d’étude se situe entre pH 2 et pH 12. Pour les deux ligands, cinqg constantes de
protonation ont été obtenues (Figure 3.3 a). Les premieres valeurs de logKn de L1 et L sont de
11,44(1) et 9,52(4) respectivement. Elles peuvent étre attribuées a la protonation d’une des
amines tertiaires du squelette. Une précédente étude du ligand Lio avait conclu que les deux
amines tertiaires n’étaient pas protonées simultanément.? Le deuxiéme logK est de 10,31(2)
pour L1 et 5,06(7) pour L. Il correspond respectivement a la protonation de 1’amine primaire
de la lysine pour L1 et a celle d’une des fonctions carboxylates pour le ligand La. Les deux
derniers logKn de L1 et L4 correspondent aussi aux protonations des acides carboxyliques

présents sur les deux ligands (Figure 3.2).

HO,

HO,
HoOoC COOH
\ HOOC COOH
/%S 4,71/2,22/2,76 \
4,22/2,67/2,31

py N PY N

/ 7j?<:::;’ Y’ N PY N
NH
/L*’;;oc N /;L,/,/ 7jjxif;00H
11,44 10,31 HOOC N

5,06
L4 9,95 L,

Figure 3.2 : Constantes de protonation des ligands L; et L.

Les valeurs des constantes de stabilité des complexes de zinc(ll) et des pZn des deux ligands
(logKznL1 =15,59(3) ; pZn(L1) = 8,40 et logKznLa= 14,22(6) ; pZn(L4) = 8,55) sont supérieures
a celles des complexes de manganese (logKmnL1 = 12,21(5) ; pMn(L1) = 6,65 et logKmnLs =
12,8(1) ; pMn(L4) = 7,83). Cet ordre suit la série de Irving-Williams o0l Zn?* est a la fin tandis
que Mn?* se situe au début. Les constantes de stabilité des deux complexes de Mn?* sont assez
similaires ce qui n’est pas étonnant car les fonctions qui les distinguent ne sont pas impliquées
dans la coordination (Figure 3.3 a). Le pMn de MnL. est un peu plus elevé que celui de MnL..
Cette différence pourrait étre associée a la différence de charge entre les deux especes
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présentent a pH physiologique qui induirait une interaction électrostatique plus forte avec L4

qu’avec Li1. En effet, sur le diagramme de distribution des complexes du ligand L1, I’espéce

prédominante a pH 7 est MnLH (neutre) tandis que pour MnL il s’agit de MnL? (Figure 3.3,

dete).
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Figure 3.3 : a) Constantes de protonation des ligands L; et L4, constantes de stabilité des complexes

de zinc(I) et manganese(ll) et valeur des pMn (Cvn = ¢ = 10 uM, pH 7,4). Les valeurs entre

parentheses sont les valeurs de déviation standard. Courbes de titrages potentiométriques en présence
et en absence de métal b) de L1 (25 °C, 0,1 M KClI, c. =cm = 1,8 mM; 0.1 M KCI) et c) de L4 (25 °C,

0,15 M NaCl, ¢. = cw = 1,5 mM). Pour les systémes Mn :L les points correspondent a des titrages par

« batch » et les courbes a des titrages directs. Diagrammes de distribution des systémes d) MnL; (c. =
cm=1mM)ete) MnLs (cL=cv=1mM).
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1.3. Etude des bispidines avec un bras dérivé du méthylénecarboxylate.

Les ligands Ls, Ls, et L7 possedent sept sites de protonation et le ligand Ls en possede huit. Les
quatre ligands présentent au moins une constante de protonation qui est supérieure a 9 et qui
correspond a la protonation des amines tertiaires du squelette (Figure 3.5., a, b et €). Les ligands
Ls et Le présentent un seul logKy pour ces amines qui est de 9,54(4) et de 10,74(1)
respectivement. Ainsi, comme pour les systémes précédents, une seule des deux amines est
protonée dans la gamme de pH qui est étudiée (2 <pH<12).23 Cependant, dans les cas des
ligands L7 et Ls, il est intéressant de noter que ces deux ligands présentant une fonction acide
carboxylique en N3 possedent une constante de protonation supplémentaire a des hauts pH. En
effet, les deux premiers logKn sont de 11,37(2) et 10,46(2) pour L7 et de 9,91(1) et 9,05(1) pour
Ls (Figure 3.5, c, d et e). lls correspondent a la protonation des deux amines tertiaires qui sont
toutes les deux protonées simultanément, contrairement a celles des deux autres systemes et a
celles des ligands L1 et La. Du fait des répulsions électrostatiques que doivent engendrer ces
deux amines protonés, la conformation chaise-chaise de ces deux ligands est peu probable. Des
études en RMN 2D réalisées au Centre de Biophysique Moléculaire (These de Daouda Ndiaye,
Université d’Orléans 2021) ont montré que ces deux ligands étaient en fait sous une forme

chaise-bateau.

Grace a ces différents ligands, il est possible de différencier les acides carboxyliques présents
sur N3, N7 et sur les cotés de la bispidine, c’est-a-dire ceux qui n’interviennent pas dans la
coordination de I’ion métallique. D’abord, les quatre ligands présentent des logKn quasiment
similaires qui peuvent étre associés a la protonation des fonctions carboxylates présentes sur
les cOtés. Ainsi, il s’agit de la deuxiéme et de la troisiéme constante de protonation pour Ls
(logKn2 = 5,11(6) ; logKns = 2,99(6)) et Ls (logKn2 = 5,55(1) ; logKns = 2,89(1)) et de la
troisieme et de la cinquiéme constante de protonation pour L7 (logKnz =4,6(3) ; logKns =
2,89(3)) et Ls (logKns = 5,66(2), logKns = 2,74(1)). Ensuite, les ligands Ls, Le et Ls ont des
logKn proches qui sont de 1,80(5), 1,40(2) et 1,48(1) respectivement. Ils peuvent étre associés
a la protonation de la fonction carboxylate présente sur 1’azote N7. Enfin, les ligands L7 et Ls
possedent un logKn de 3,40(3) et 3,73(2) respectivement. Leurs similitudes permettent de
conclure que ces derniers correspondent a la protonation de 1’acide carboxylique présent en N3

respectivement (Figure 3.4).
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Figure 3.5 : a) Courbes de titrages potentiométriques en présence et en absence de métal a) de Ls, b)
de Lg, c) de L7 et d) de Ls. Conditions : 25 °C, 0,15 M NaCl, c. = cu = 1,6-1,8 mM. Pour les systemes
Mn :L les points correspondent a des titrages par « batch » et les courbes a des titrages directs. €)

Constantes de protonation des ligands, constantes de stabilité des complexes de zinc(ll1) et

manganeése(ll) et valeurs des pMn (cwn = c. = 10uM, pH 7,4). Les valeurs entre parentheses sont les

valeurs de déviation standard.
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Les études potentiométriques ont ensuite été menées en présence de zinc(l1) et de manganése(ll)
afin de déterminer les constantes de formation et de protonation des complexes. Pour les quatre
ligands, les constantes de formation (logKznL varie entre 13,72(2) et 18,49(3)) et les pZn (entre
8,28 et 9,98) des complexes de zinc(Il) sont plus élevés que les constantes de formation des
complexes de manganese(ll) (logKwmnL Vvarie entre 11,26(4) et 14,40(1)) et que les pMn (entre
6,63 et 8,48). Cette tendance va donc dans le sens de la série d’Irving-Williams (Figure 3.5, e).
Les complexes des ligands Ls et Ls présentent une seule constante de protonation (logKznHis =
3,26(1), logKmnhLs = 3,20(3), logKznHLe = 3,43(2), logKmnhLs = 4,52(3)), qui, comme pour les
précédents systémes, correspond a la protonation d’un des acides carboxyliques présent sur les
cotés. Dans le cas des complexes avec les ligands L7 et Ls plusieurs constantes de protonation
ont été obtenues. Les premiers logKn des complexes sont de 9,54(4) et 9,35(2) pour MnL7 et
ZnL7 respectivement et de 9,12(1) et 8,94(3) pour MnLs et ZnLs respectivement. Ces
constantes de protonation peuvent étre attribuées a la protonation d’une des amines tertiaires.
Ici encore, les complexes de ces deux ligands se distinguent par la présence d’un logKmnL pour
ces amines qu’on ne retrouve pas dans les ligands Ls et Ls mais aussi dans les autres systemes
étudiés (Figure 3.5, €).23

Les constantes de protonation restantes correspondent a la protonation des fonctions
carboxylates coordinantes introduites en N3 et/ou N7 (Figure 3.5 e). Les complexes avec Ls et
le complexe de zinc(Il) avec L7 présentent une constante de protonation supplémentaire a des
pH acides qui laisse supposer que la fonction carboxylate en N3 de L7 et qu’une des fonctions
carboxylates en N3 ou N7 de Ls soit protonée. Ces deux logKmnL pourraient aussi correspondre
aux acides carboxyliques présents sur les cotés mais jusqu’a présent une seule constante de
protonation de ces deux acides carboxyliques a toujours été mesurée.>® Les diagrammes de
distribution montrent qu’a pH physiologique, I’espéce majoritaire des complexes MnLs et
MnLe est MnL et que pour les complexes MnL7 et MnLs I’espéce majoritaire est MnLH (Figure
3.6).
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Figure 3.6 : Diagrammes de distribution des systemes de MnLs, MnLg, MnL; et MnLg(cL=cu =1

14.

mM).

Etude de la bispidine phosphonatée L 1o.

Le ligand Lio posséde huit sites de protonation et quatre logKn ont été obtenus. Ils sont en

accord avec les logKn qui ont été précédemment mesurés pour ce ligand.? La premiére constante

de protonation (logKn1 = 11,15(1)) correspond a la protonation d’une des amines tertiaires du

squelette (Figure 3.8 a, b). La deuxiéme peut étre attribuée a la premiere protonation de la

fonction phosphonate. Les deux derniéres constantes de protonation (logKws = 3,78(4) et logKHa

=3,02(5)) correspondent a la protonation des acides carboxyliques présents sur les c6tés (Figure

3.7).

3,02/3,78 HO,
\
HOOC COOH

py" N PY N
/ \—POzH,
N

7,35
1115 Ly

Figure 3.7 : Constante de protonation du ligand Lao.

Les études de stabilité en présence de zinc(ll) et de manganese(ll) ont montré que la constante
de formation du complexe ZnLio (logKzni10 = 16,54(4)) est plus élevée que celle de MnLio

(logKmnL10= 13,72(3)) et ce qui suit, de ce fait, la série d’Irving-Williams (Figure 3.8 a, b).
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Pour les deux complexes, deux constantes de protonation ont été mesurées. Le premier logKn
de chaque complexe (logKmnn = 5,31(2) et logKznn = 5,43(3)) correspond a la premiére
protonation de la fonction phosphonate et le second (logKmninz = 3,90(1) et logKznLH2 =
3,39(2)) est attribué a la protonation d’une des fonctions carboxylates présentent sur le squelette
(Figure 3.8 a, b). Le diagramme de distribution du systtme MnLio montre qu’a pH

physiologique, ’espéce majoritaire est I’espéce MnL?" (Figure 3.8 ¢).
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Figure 3.8 : a) Constante de protonation de Lio, constante de stabilité des complexes de zinc(ll) et
manganése(ll) et valeurs des pMn (cwn = cL = 10 uM, pH 7.4). Les valeurs entre parenthéses sont les
valeurs de déviation standard. b) Courbe de titrage potentiométrique de Lioen présence et en absence

de métal. Conditions : 25 °C, 0,15 M NaCl, c. = cu = 1,8 mM. Pour les systémes Mn : L les points

correspondent a des titrages par « batch » et les courbes a des titrages directs. ¢) Diagramme de

distribution du systeme MnLyo (cL = cm = 1 mM).
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1.5. Conclusion

En conclusion, ces études de stabilité thermodynamique ont finalement permis d’établir les
logKH des différents ligands) et les constantes de stabilité des complexes. Si les ligands L1, L,
Ls, Le, L1o ainsi que leurs complexes présentent les constantes de protonation attendues pour
un site de coordination chaise-chaise (Figure 3.9 a), les ligands L7, Ls et leurs complexes
présentent des logKn supplémentaires a des pH basiques ce qui semble indiquer qu’a pH 7, une
des deux amines tertiaires de la bispidine ne participe pas a la coordination du métal alors que
les complexes avec les ligands L7 et Ls présentent des constante de stabilité plus élevées que
les complexes avec Ls et Ls. Une des hypotheses qui permettrait d’expliquer ce résultat serait
que les complexes des ligands L7 et Ls n’aient plus la méme cavité de coordination que les
autres et que ces derniers ne seraient pas sous une forme chaise-chaise sous une forme
intermédiaire entre la conformation chaise-chaise et bateau-chaise de type enveloppe/déformé-
chaise ou ou la coordination du métal se ferait sur la face portant 1’azote N3 . Ce nouveau site
de coordination impliquerait donc 1’azote N3, la fonction carboxylate en N3, les pyridines (une
ou les deux) dont la coordination avec le métal a été confirmée par spectroscopie UV-visible
du complexe MnL7 (Thése de Daouda Ndiaye, Université d’Orléans, 2021) et un ou deux des
fonctions carboxylates présent sur les cotés de la bispidine. Ce site de coordination devrait au
moins avoir un nombre de coordination d’au minimum cinq au vue des constantes de formation

de ces complexes.

ML, : Ry = H, R, = (CH,),NH5*
ML, : Ry =H, R, = (CH,),C00"
MLs: Ry=H,R,=H

MLg: Ry = CHa, Ry = CHs

Figure 3.9 : a) Représentation tridimensionnelle des complexes de Mn?* et Zn** avec les ligands L;,
L4, Ls, Lg et Lo (dans ce dernier cas la fonction carboxylate est remplacée par un groupement

phosphonate).
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Cette hypothése permettrait aussi d’expliquer pourquoi les constantes de formation des
systemes ZnL7 (logKznL7 = 18,49) et ZnLsg (logKzne = 17,59) sont beaucoup plus élevées que
celles des systemes ZnLs (logKznis = 13,72) et ZnLs (IlogKznLe = 14,90) car cette nouvelle cavité

serait plus petite que la cavité chaise-chaise, elle correspondrait mieux a Zn?*.

Dans I’ensemble, les constantes de stabilité de ces complexes de Mn?* sont modestes. Le
complexe MnLs posséde la plus grande constante de stabilité de cette série avec un pMn de
8,48. Cette valeur est proche de celle de Mn-PyC3A (pMn = 8,17, cwn = cL= 10 uM, pH 7.4)*
mais plus faibles que celle du complexe Mn-PC2A-EA (pMn = 9,27, cmn = cL = 10 uM, pH
7.4)° qui sont les deux complexes de Mn2* les plus prometteurs comme agent de contraste. Bien
que la stabilité thermodynamique permette de déterminer 1’affinité d’un ligand pour un métal,
ce n’est finalement pas le paramétre le plus significatif pour une application en IRM, qui utilise
des complexes purifiés au préalable. En revanche, pour cette application, il est primordial de
connaitre le devenir d’un complexe lorsqu’il se trouve en présence d’éléments compétiteurs qui
pourraient provoquer sa dissociation. Pour ce faire, ’inertie cinétique des complexes a été

étudiée et le résultat de ces travaux sera présenté dans la prochaine partie.

2. Etude de P’inertie cinétique.

2.1. Objectif.

L’inertie cinétique de plusieurs complexes a été évaluée et les résultats seront présentés en trois
parties. La premiere partie concernera les bispidines contenant des fonctions dérivées des acides
aminés. Il s’agit des ligands L1, L2 et L3 qui ont des structures quasiment similaires. L’objectif
est d’observer si les amines primaires et les acides carboxyliques présents sur le squelette et
n’intervenant pas dans la coordination des ions métalliques jouent un réle dans I’inertie du
ligand en remplacant ces derniers par une fonction amide et des fonctions alcools. La deuxiéme
partie concernera les bispidines contenant des fonctions méthylénecarboxylates qui sont les
ligands Ls, Ls, L7 et Ls. lls se différencient par la présence de groupements méthyles ou non,
par leur position et par le nombre de groupements donneurs. La troisieme partie présentera enfin
I’étude du ligand phosphonaté L1o qui permettra d’évaluer la différence d’inertie cinétique entre

un ligand phosphonaté ou carboxylaté (Figure 3.10).
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Figure 3.10 : Ligands discutés dans cette partie.

2.2. Définitions de I’inertie cinétique d’un complexe.

La dissociation d’un complexe dans le milieu biologique peut intervenir par différents
mécanismes qui sont: la dissociation spontanée, acido-catalysée, meétallo-assistée et
éventuellement par I’assistance d’un ligand compétiteur.® Afin d’obtenir des informations sur
le mécanisme de dissociation des complexes, des réactions de transmétalation sont souvent
réalisées. Ces études se font en présence d’un important exceés d’ion métallique compétiteur
afin de s’affranchir des variations de concentration de cet ion et de se placer ainsi dans des
conditions de pseudo-premier ordre. Dans ces conditions, la constante de vitesse de pseudo-
premier ordre Kops peut étre définie par I’équation 3.6 :
d[MnL]¢

- = k,ps[MnL]; Equation 3.6

ou [MnL]: correspond a la concentration totale de complexe a I’instant t.

L’ion zinc(II) sera choisi ici comme compétiteur. Les études seront conduites a des pH variables
afin d’augmenter/diminuer les cinétiques de dissociation et d’accéder dans certains cas a une
estimation des différentes constantes de vitesse. Dans ces conditions et en considérant les
différentes especes présentes selon les spéciations déterminées ci-dessus et les constantes
d’équilibre (KmnH, KmnHoL et Kmnizn), les différents mécanismes possibles (Figure 3.11) et leurs

constantes de vitesse respectives (ko, k1, k2, ka et ka), Kobs peut étre décrit par I’équation 3.7 :
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kops =

ko + ki[HT] + ka[H 12+ k3[Zn?F] + ky[Zn?H][HY]
1+KpnHL[HY] + KmnHLKMnH, LIHT 12+ Kynpza[Zn2t]

Equation 3.7

Avec les constantes de vitesse caractérisant :

o ko:
o Kki:
o ky:
o Kki:
o Kki:

mécanisme de dissociation spontanée.

mécanisme de dissociation du complexe monoprotoné.

mécanisme de dissociation proton-assistée du complexe monoprotoné.
mécanisme de dissociation métallo-assistée.

mécanisme de dissociation métallo-assistée du complexe protoné.

Cette équation est une formule générale qui integre tous les mécanismes de dissociation

habituellement observés, mais ces différentes voies de dissociation ne sont pas nécessairement

toutes actives pour un systéme donné.

Znl2"+ Mn2+* ZnL>"+ Mn?* + H*

1

T

KMnLZn KMnHL KMnHzL
MnLZn%" MnL%" HMnL3" H,MnL*"
Mn2* + L™ Mn2* + HLL™" Mn?t + H,L2™"

Figure 3.11 : Schéma général des mécanismes de décomplexation possibles des complexes de Mn?*.

Pour cette étude, les complexes ont d’abord été¢ mis en présence de 50 équivalents de zinc (II)

a 37 °C. La décomplexation a été suivie par relaxométrie au cours du temps et a différent pH.

L’augmentation de la relaxivité traduit la libération du métal. Les courbes obtenues ont ensuite

fait I’objet d’ajustements mathématiques sur MATLAB afin d’accéder aux valeurs de Kobs €t du

temps de demi-vie (dans des conditions de pseudo-premier ordre, ti2 = In(2)/kops) en fonction

du pH. Par la suite, pour certains systemes, les courbes des valeurs de kons €n fonction du pH

ont aussi été ajustées sur MATLAB afin d’obtenir les constantes de vitesse de I’équation 3.7.
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2.3. Etudes des bispidines avec un bras dérive des acides aminés.

L’étude de transmétalation (Figure 3.12) a montré qu’a pH 3, les temps de demi-vie de MnL1,
MnL2 et MnLs sont de 22 h, 21,06 h et 9,62 h, respectivement (Tableau 3.1). On observe donc
une importante diminution de 1’inertie cinétique avec le complexe MnLs. A pH 3,75, les temps
de demi-vie sont de 10 jours, 6,63 jours et 4,01 jours pour MnLi, MnL2 et MnLs
respectivement. Le complexe MnL.1 est donc beaucoup plus inerte que les deux autres a partir
de ce pH. Cette tendance est confirmée a pH 5 ou un temps de demi-vie de 137 j a été obtenu
contre 36,47 j et 47,19 j pour MnL2 et MnLs3 respectivement. A pH 6, aucune dissociation n’est
observée apres plus de 140 jours pour MnL tandis que pour MnL2 et MnL3 des augmentations
de la relaxivité sont bien observées, mais elles sont encore trop faibles pour permettre le calcul
du kobs (Tableau 3.1). Ainsi, sur les trois systémes, le complexe MnL1 est le plus inerte
cinétiguement, ce qui montre que, bien que les fonctions acides carboxyliques et la fonction
amine ne participent pas a la sphére de coordination,? elles sont de grande importance pour

I’inertie du complexe.

ry, (mM1.57)

r, (mM1.51)

0 50 100 150 200

Figure 3.12 : Variation des relaxivités longitudinales (r1) ou transversales (r,) des complexes MnL,
MnL; et MnL3 (cmne = 0,85-1 mM 0,1 M NaCl (ou KCl), 37 °C, 60 mHz) en fonction du temps, en
présence de 50 équivalents de Zn** et & pH 3 (tampon KHP, 0,05 mM), pH 3,75 (tampon DMP, 0,03
mM), pH 4 (tampon DMP, 0,03 M), pH 5 (tampon NMP, 0,03 M) et pH 6 (tampon MES 0,03 M). Les
points correspondent aux valeurs expérimentales et les courbes aux ajustements mathématiques des

données expérimentales.
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Complexes kg, x 10 (s1) /#1,  Kopx 106 (s1) [ty Kgnex 106 (57) /81y Konsx 100 (s1) /81 Ko x 106 () / £

(pH 3,1) (pH 3,75) (pH 4,1) (pH 5,1) (pH 6,0)
MnL, 8,47(3)/22h 0,82(1)/10j 0,24(1)/33 ] 0,06(1)/137] Pas de dissociation™
MnL, 9,14(3)/ 21,06 h 1,21(2)/ 6,63 ] 0,66(1)/12,16] 0,22(3)/36,47] 0,11(2) /-
MnL; 20,02(5)/9,62 h 2,01(2)/4,01] 0,80(1) /10,03 j 0,17(3)/47,19] 0,05(2)/ -

Tableau 3.1 : Constantes de vitesse de pseudo-premier ordre koos €t temps de demi-vie des complexes
MnL1, MnL; et MnLs (cmn. = 0,85-1 mM, 0,1 M NaCl (ou KCI), 37 °C, 60 Hz) a pH 3 (tampon KHP,
0,05 mM), pH 3,75 (tampon DMP, 0,03 mM), pH 4 (tampon DMP, 0,03 M), pH 5 (tampon NMP, 0,03
M) et pH 6 (tampon MES 0,03 M).

Afin d’étudier la dépendance du Zn?* dans le mécanisme de dissociation du complexe MnLt,
des études de transmétalation ont été effectuées en faisant varier le nombre d’équivalents de
Zn?* a deux pH différents. Cette étude a montré que pour MnL1, la valeur du Keps ne variait pas
significativement en fonction de la quantité de Zn?*, ce qui signifie que la dépendance de Zn?*
est négligeable par rapport a celle du pH (Figure 3.13, d).

Pour déterminer les valeurs des constantes caractérisant les différents mécanismes, il faut
ajuster mathématiquement les courbes décrivant la variation du kobs en fonction du pH avec
’équation 3.7. Comme la dépendance de Zn?* est négligeable, les courbes de la variation du
Kobs €n fonction du pH du complexes MnL. et de ses analogues MnL.2 et MnLs (Figure 3.13, a,
b et ¢) ont été ajustées sur MATLAB avec I’équation simplifiée 3.8 :

kops = ko + ki[H]*Y + ky[H*]? Equation 3.8
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Figure 3.13 : Variation de la constante de pseudo-premier ordre Kops des complexes MnLi, MnL; et
MnLs & 37 °C en fonction a), b), d) de la concentration en proton et c) de la quantité de Zn** (MnLy,
Cvn. = 1mM) a pH 3,1 (tampon KHP, 0,05 mM) et 4,8 (tampon NMP, 0,03 M). Les courbes

correspondent aux ajustements mathématiques des Kops.

Pour les trois complexes, les constantes ko (caractérisant la dissociation spontanee) ont été fixées
a 0 car leurs ajustements conduisaient a des valeurs négatives et les constantes de vitesse k»
(caractérisant la dissociation proton-assistée du complexe protoné) conduisaient a des valeurs
avec de larges erreurs et n’ont donc pas €té reportées ici. Ainsi, seules les valeurs des constantes
ky caractérisant la dissociation proton-assisté des complexes sont présentées dans le tableau 3.2.
Les constantes ki de ces trois complexes sont plus petites de deux ordres de grandeur que celle
de Mn-PC2EA (ki1 = 0,6 Ms1)® qui est un des complexes monohydratés les plus inertes. Elles
sont aussi plus petites d’un ordre de grandeur que la constante ky de Mn-DOTA (k1 = 0,04 M
117 qui est le complexe de Mn?* non hydraté le plus inerte.

Complexes MnlL; MnlL, MnlL,

ey x 10% (sTM) 22(2) 4.902) 5,502)

Tableau 3.2 : Constantes de vitesse ki caractérisant la dissociation proton-assistée des complexes
MnLi, MnL; et MnLs (37 °C, 0,1 M NacCl (ou KCI).
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Pour MnLai, une étude de décomplexation a trés bas pH, ou la dissociation est tres rapide, a
aussi été réalisée. Les constantes Kobs obtenues en fonction du pH ont ensuite fait 1’objet d’un
ajustement mathématique avec le logiciel MATLAB (Figure 3.14). La dissociation montre une
dépendance du second ordre en fonction de la concentration en proton qui peut étre modélisée
par 1’équation 3.8. Ici encore, la constante ko a été négligée car I’ajustement conduisait a des
valeurs négatives avec une grande erreur. Des constantes ki etk, égales a 1,6(1)x103st.M et
5,0(1)x10*stM2, respectivement, ont pu étre calculées. La constante ki se situe dans le méme
ordre de grandeur que celle déterminée par 1’é¢tude de transmétalation, ce qui conforte donc ce

résultat.

0.0024 -+

0.0016

Kops (s%)

0.0008 -

0 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

[H]/m

Figure 3.14 : Variation de la constante de vitesse de pseudo-premier ordre Kobs €n fonction de la
concentration en proton (cmn. = 1 mM, HCI 0,01-0,1 M, | =1 M (KCI + HCI), 25 °C). La courbe

correspond a I’ajustement mathématique des données expérimentales a l’équation 3.8.
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2.4. Etudes des bispidines avec un bras dérivé du méthylenecarboxylate.

Les études de transmétalation (Figure 3.15) montrent qu’a pH 3, MnLs présente la plus haute
inertie cinétique avec un temps de demi-vie de 2,46 j contre 13,44 h, 0,48 h et 0,37 h pour
MnLs, MnL7 et MnLs respectivement. A pH 3,75, MnLs et MnLs ont des temps de demi-vie
proches (t12 = 2,51 j et ty2 = 2,91 j respectivement), tandis que les temps de demi-vie de MnL7
et MnLs sont beaucoup plus faibles (tu2 = 1,09 h et ti» = 0,85 h respectivement). A pH 4,1, le
complexe MnLs est toujours le plus inerte et présente un temps de demi-vie de 9,32 j contre
4,48, 2,52 h, et 1,44 h pour MnLs, MnL7 et MnLs respectivement. A pH 5, ¢’est MnLs qui est
le plus inerte avec un temps de demi-vie de 72,93 j contre 47,19 j, 26,87 h et 14,81 h pour
MnLs, MnL7 et MnLs respectivement. Une inversion de 1’inertie cinétique entre MnLs et MnLse
est donc observée. Ceci peut étre expliqué par la différence de logKmnL entre les deux
complexes. En effet, le logKmne de MnLs (logKmnin = 3,20) est plus faible que celui de MnLs
(logKmnLH = 4,52), ce qui signifie qu’a ce pH, MnLs présente une proportion plus élevée de
I’espéce protonée MnLH, que MnLs ce qui favorise la décomplexation proton-assistée. A pH
6, pour MnLs et MnLs, la variation de la relaxivité est encore trop faible pour permettre le
calcul des constantes kons aprés 150 jours, ce qui traduit une inertie cinétique trés élevée. Dans
le cas des complexes MnL7 et MnLs, I’inertie cinétique est beaucoup plus faible, des temps de

demi-vie de 1,48 j et de 3,85 j respectivement, ont été obtenus (Tableau 3.3).
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Figure 3.15 : Variation des relaxivités longitudinales (r1) ou transversales (r2) des complexes MnLs,
MnLs, MnL- et MnLg (Cmn. = 0,85-1 mM, 0,1 M NaCl, 37 °C, 60 MH) en fonction du temps, en
présence de 50 équivalents de Zn**, a pH 3 (tampon KHP, 0,05 mM), pH 3,75 (tampon DMP, 0,03
mM), pH 4 (tampon DMP, 0,03 M), pH 5 (tampon NMP, 0,03 M) et pH 6 (tampon MES 0,03 M) . Les
points correspondent aux valeurs expérimentales et les courbes aux ajustements mathématiques des

données expérimentales

Complexes ko= 106 (1) /1y, kons= 108 (51) /112 Kope= 106 (8) /81y kopex 108 (81 /11y Kkops= 105 (s) / 115

(pH 3,1) (pH 3,75) (pH 4,1) (pH 5,1) (pH 6,0)
MnLsg 14,33(4)/ 13,44 h 3.2(2)/2.51] 1,79(2) / 4,48 | 0,11(5)/ 72,93 j 0,03(2)/ -
MnL 3.26(3) /2,46 | 2.76(2) /291 0.86(1)/9,32 0,17(2) /49,19 0,13(1)/ -

Complexes ko< 107 (57) /11y kgps< 102 (51 [ tys kopex 102 (81 [ tys kopex 102 (87 [ tys kops< 107 (5 / 1y

(pH 3,1) (pH 3,75) (pH 4,1) (pH 5,1) (pH 6,0)
MnL, 23,88(4)/ 0,48 h 10,63(2)/ 1,09 h 4,58(2)/2,52 h 0,43(5)/ 26,87 h 0,13(1)/1.48]
MnL 31,29(3) /037 h 13,54(2)/ 0,85 h 8,01(2)/1,44h 0,78(1)/ 14,81 h 0,05(1) /3,85 j

Tableau 3.3 : Constantes de stabilité de pseudo-premier ordre kops et temps de demi-vie des complexes

MnLs, MnLs, MnL7 et MnLg (cmn. = 0,85-1 mM, 0,1 M NaCl, 37 °C) a pH 3 (tampon KHP, 0,05 mM),

pH 3,75 (tampon DMP, 0,03 mM), pH 4 (tampon DMP, 0,03 M), pH 5 (tampon NMP, 0,03 M) et pH 6
(tampon MES 0,03 M).
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Globalement, trois ordres de grandeur séparent les kons des complexes MnLs et MnLe de ceux
des complexes MnL7 et MnLs. Cette différence d’inertie est probablement due aux différents
mécanismes impliqués dans la dissociation des complexes. Ceci est d’autant plus probable que
les études potentiométriques présentées ci-dessus avaient émis 1’hypothése de modes de
coordination différents pour les deux familles de complexes. En effet, grace aux courbes
présentant les constantes kons en fonction du pH, on observe que la courbe de MnLs décrit une
évolution linéaire qui dépend uniquement du pH (Figure 3.16 a). La constante de vitesse ki a
donc pu étre estimée (Equation 3.8) et elle est de 1,79(5)x102s*M™ (37 °C, 0,1 M NaCl). La
constante ki1 de MnLe n’a pas pu étre déterminée lors de cette étude car les deux premiéres
valeurs de pH avaient des kobs trop proches pour permettre le calcul du ki. Une étude de
transmétalation a un pH plus élevé devra donc étre réalisée afin d’avoir suffisamment de points
pour le calcul des constantes de vitesse. Toutefois, dans I’attente de ces résultats et en
considérant que les constantes kons de MnLs Se situent dans le méme ordre de grandeur que
celles de MnLs, on peut supposer que les deux complexes suivent le méme mécanisme de

dissociation.

Dans le cas de MnLy et MnLs (Figure 3.16 b, c), les courbes décrivent une allure qui differe de
celle de MnLs mais aussi des complexes MnLi1, MnL2 et MnLs. En réalisant une étude sur la
variation du kobs en fonction de la quantité de zinc(ll) a deux pH différents, une diminution
significative du kobs (d’environ 102 s) a été observée lorsque la quantité de zinc(ll) a été
augmentée (Figure 3.16 d). Cette tendance traduit la formation de I’espéce binucléaire MnLZn,
dont la concentration augmente avec la quantité de zinc(ll), et qui se dissocie plus lentement
que I’espéce protonée ; donc sa formation ralentit la dissociation.® Pour ces deux complexes, le
calcul des constantes de vitesse caractérisant les différentes voies de dissociation nécessite de
réaliser une étude plus poussée sur la variation du kons (& plusieurs valeurs de pH) et ces

derniéres n’ont donc pas pu étre calculées.
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Figure 3.16 : Variation de la constante de pseudo-premier ordre Kqps des complexes a) MnLs, b) MnL;
et ¢) MnLsg & 37 °C en fonction de la concentration en proton et d) de la quantité de Zn** (MnL-) & pH
3,1 (tampon KHP, 0,05 mM) et 4,8 (tampon NMP, 0,03 M).Les droites correspondent aux ajustements

mathématiques des Kops.

En conclusion, si les complexes MnLs et MnLs présentent des inerties cinétiques trés élevees
et un mécanisme de dissociation proton-assisté qui est dominant, dans le cas de MnL et MnL.s,
il semble que le zinc(ll) soit significativement impliqué. Bien que les constantes ki des
complexes MnL7 et MnLs n’ont pas pu étre déterminés, elles doivent étre certainement plus
¢levées que celles des autres complexes. En considérant 1’hypothése d’un nouveau site de
coordination impliquant les acides carboxylique présent sur les c6tés, on pourrait supposer que
la protonation des fonctions carboxylates qui participent a la coordination du manganése pour
MnL7 et MnLs (et non pour MnLs et MnLs) accélére la décomplexation proton-assistée par

rapport aux autres complexes, ce qui serait la raison de cette inertie 1000 fois plus faible.
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2.5. Etudes de la bispidine avec un bras phosphonaté MnL 1.

Les temps de demi-vie de MnL1o sont de 7,72 h, 1,84 j, 3,27 jet 28,65 ja pH 3, 3,75, 4 et 5
respectivement (Figure 3.17 a et ¢). Comme pour les autres systemes, la variation de la
relaxivité a pH 6 était trop lente pour permettre le calcul du kobs. Lors de 1’ajustement
mathématique de la courbe du kons en fonction du pH (Figure 3.17, b) une valeur négative de ko
a été obtenue avec une grande erreur et ce dernier a donc été fixée a 0. De méme, les constantes
ks et ks ont aussi été négligees car elles étaient obtenues avec de grandes erreurs. Ainsi, une
constante de vitesse ki de 2,11(5)x102 s*M™? a donc été calculée avec 1’équation 3.8. Le
complexe MnL1o est moins inerte que son analogue carboxylate. Cette différence est surtout
visible a pH 5 (t2(MnLio) = 28,65 j contre ti2(MnLs) = 72.93 j). Ceci peut étre attribué a la
basicité de la seconde protonation du phosphonate qui augmente la proportion d’espéce
protonée a ce pH, favorisant ainsi la dissociation proton-assistée. Un exemple similaire a déja
été décrit avec le complexe Mn-12pyN4 et son analogue phosphonaté Mn-12pyNsP pour
lesquels I’inertie cinétique du complexe phosphonaté était trop faible pour étre mesurée tandis
que pour Mn-12pyNsA, un temps de demi-vie de 6 min a été déterminé (pH 6, Zn?*, 10 éq).°

k,=2,1.102s1

§ '/,,/"”"‘ 15 -
] pH3,1 -
x
. » pH 3,75 210 MnL,,
_to

MnL,, spH4
pHS5 5 -
epHB *-
e ‘ : ‘ 0 *~ ; \
0 50 100 150 0,000 0,0004 0,0008
t /jours Chs /M
Cc
Complexes  hoys= 105 (51) /tyy  kops= 10 (87) [ tyn  Kopsx 105 (s [ tyn hopsx 105 (s [ tyn Kopsx 105 (s /110
(pH 3,1) (pH 3,75) (pH 4.1) (pH 5,1) (pH 6,0)
MnL,, 24,93(5)/7,72h 437(2)/ 1,84 245(1)/327] 0.28(5) /28,65 j

Figure 3.17 : a) Variation des relaxivités longitudinales (r1) du complexe MnL1, en fonction du temps,
en présence de 50 équivalents de Zn®* et a différents pH (Cwn. = 1 mM, 37 °C, 60 MH;). Les points
correspondent aux valeurs expérimentales et les courbes aux ajustements mathématiques des données
experimentales. b) Variation de la constante de pseudo-premier ordre Kops du complexe MnLig (Cuvn. =

1 mM, 37 °C) en fonction de la concentration en proton.
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2.6. Conclusion

Finalement, le complexe MnL1 se distingue par une inertie cinétique exceptionnelle. A pH 6,
aucune démétalation n’a été observée pendant plus de 140 jours en présence de 50 équivalents
de Zn%". Les complexes MnL2, MnLs, MnLs, MnLs et MnLe présentent aussi des inerties
cinétiques élevées avec des constantes de vitesse de dissociation se situant tous dans le méme
ordre de grandeur (10 s%). Les complexes MnL7 et MnLsg sont 1000 fois moins inertes que les
autres complexes de cette série, ce qui démontre que la présence de la fonction carboxylate en
N3 n’est pas favorable a I’inertie cinétique, probablement a cause du changement de
conformation qu’elle entraine. Néanmoins, méme ces complexes, qui sont les moins inertes,
ont des vitesses de décomplexation inférieures a la majorité des complexes décrits dans la
littérature.>° Par exemple, dans les mémes conditions, a pH 6, le temps de demi-vie du
complexe Mn-PyC3A est de 17,08 min (kops = 6,76x10*s)* et celui de MnPC2A-EA est de
54,4 h (Kobs = 3,54x10 s1).5

3. Etude de la relaxivité.

Pour rappel, la relaxivité correspond a 1’augmentation de la vitesse de relaxation des protons de
I’eau induite par I mM d’ion paramagnétique et permet donc de quantifier I’efficacité d’un
agent de contraste. Dans un premier temps, la relaxivité de tous les complexes a été mesurée
dans I’eau pure a 60 MHz et a 25 °C. Ensuite parmi les différents analogues, des complexes ont
été étudiés en relaxométrie (profil NMRD) et en RMN de I’oxygene 17 afin de déterminer les
parameétres qui régissent la relaxivité selon la théorie de SBM (voir Chapitre I, théorie de la
relaxivité). Comme pour les parties précédentes, la présentation de ces travaux se fera en trois
sous-parties. La premiére abordera les études de relaxivité des complexes avec des bispidines
possédant un bras dérivé des acides aminés, la deuxieme présentera les études des complexes
avec des bispidines présentant un bras dérivé du méthylénecarboxylate et la troisieme

concernera I’étude du complexe phosphonaté MnL.o.
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3.1.  Etudes des complexes avec des bispidines possédant un bras dériveé des acides aminés.

H
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Figure 3.18 : Structures des ligands discutés dans cette partie avec leurs poids moléculaires.

Les complexes MnL1 et MnLz ont des relaxivités de 4,14 mM.s et de 4,03 mM.s (60 MHz,
25 °C, Figure 3.19) respectivement. Leurs relaxivités sont tres proches, il semble donc que la
substitution de I’amine par un amide n’ait pas de grande influence sur la relaxivité. Les
complexes MnL2 et MnLa présentent des relaxivités plus faibles de 3,71 mM™.s? et de 3,79
mM1s? (60 MHz, 25 °C, Figure 3.18) respectivement. Les profils NMRD et les relaxivités
transversales de 'O en fonction de la température (Figure 3.20) des complexes MnL1, MnL> et
MnL4 ont été mesurés. Les profils NMRD présentent une allure classique des complexes de
petite taille qui peut étre reproduite de maniére satisfaisante en appliquant la théorie de SBM
(Figure 3.18). Les valeurs des parameétres utilisées pour ces ajustements sont rassemblées au
Tableau 3.4. Les relaxivités de ces complexes diminuent lorsque la température augmente ; ceci
montre que la relaxivité est limitée par le temps de corrélation rotationnelle t+ du complexe et

non pas par la vitesse d’échange de la molécule d’eau dans la premiére sphére de coordination.!
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Figure 3.19 : Profils NMRD des complexes MnL1 (Cwvn,; = 1,6 mM), MnL: (CumnL, = 1,2 mM) et MnL4
(Cmny, = 1,1 mM) a 25 °C et 37 °C dans I’eau (pH 7,4). Les points correspondent aux valeurs

expérimentales et les lignes aux ajustements mathématiques des données expérimentales.

Complexes MnL, MnL, MnL, MnL,
r(mMMLs1),60 MHz, 25°C 4,14 3,71 4,03 3,81

k2% (107 s9) 5,1(7) 7,4(2) - 11,9(1)

AH? (k).molY) 10,6 (1) 3,5(4) - 5,6(2)

AS* (k).mol ) 62(3) 49(12) - 71(6)

E,., (kJ.mol) 22(1) 30(2) - 23(2)

7,28 (ps) 100(5) 93(2) - 94(3)

7,258 (ps) 24(10) 18(2) - 30(3)
£2(101° 52) 0,8(1) 1,1(2) - 0,49
Ao/h (106 rad.s) 28,0(1) 28,9(2) - 26

Tableau 3.4 : Relaxivités et paramétres caractérisant I’échange d’eau, la rotation et la relaxation
électronique des complexes MnLi, MnL, et MnL4 obtenus par les ajustements mathématiques
simultanés des données expérimentales des profils NMRD (& 25 °C et 37 °C) et de la vitesse de

relaxation transversale réduite de 'O (400 MHz).
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Ces profils ont été couplés avec des études de RMN dans 1’eau enrichie en 'O qui ont permis
d’estimer le nombre d’hydratation q du complexe. En effet, Gale et al.'?> ont montré qu’il était
possible de d’estimer le nombre g de molécule d’eau dans la premiere sphére de coordination

d’un complexe de manganése(ll) avec une erreur de 20 % avec la relation :

_ rymax
1= 7510

Equation 3.9

Ou r°max correspond au maximum de la relaxivité transversale de I’oxygene 17.

En appliquant cette équation au complexe MnL1 (r°zmax = 431mM™.s1) et MnL2 (r%max = 435
mM1.s) des nombres d’hydratations g de 0,85 et de 0,85 ont été obtenus respectivement. En
considérant I’erreur de 20 % et les valeurs de relaxivité des deux complexes, il est possible de
dire sans ambiguité que les complexes MnL1 et MnL2 présentent une molécule dans leur
premiere sphere de coordination. Les complexes MnLi1 et MnL2 présentent des temps de
corrélation rotationnelle T4 similaire avec tn =2100(5) ps et tr1 =93(2) ps pour MnL1 et MnL2
respectivement (Tableau 3.4). Bien qu’un faible écart de relaxivité soit observé entre les deux
complexes, ceci peut difficilement étre attribué au retrait d’une seconde sphére par la réduction

des fonctions carboxylates en alcool car la diminution est bien trop faible.

Un nombre d’hydratation plus faible, égal a 0,59 (r°2zmax = 303 mM™.s?), a été obtenu pour
MnL4. Ce résultat ne reste qu’une estimation et, au vu de la relaxivité élevée de MnLa,
I’ajustement mathématique simultané des données expérimentales a été réalisé en fixant q = 1

et la constante de couplage scalaire Ao/h = 28x10° rad.s.

298 sont directement

Les constantes de vitesse d’échange de I’eau en premiére sphére, Kex
obtenues a partir des vitesses de relaxation transversales réduites de 1’O. La vitesse d’échange
de MnL1 (kex*®®=5,1x10" %) est plus petite que celle de MnL2 (kex?*® = 7,4x107 s%) et que celle
de MnLa (kex® = 9,1x107 s1) (Tableau 3.4). Dans tous les cas, cette vitesse est suffisamment
¢levée pour ne pas avoir d’influence sur la relaxivité car c’est le temps de corrélation

rotationnelle qui est limitant pour ces systémes.
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Figure 3.20 : Vitesses de relaxation transversale réduites de *'O (400 MHz) de MnLy (Cvn,, = 3,4
mmol.kg™, pH = 7,4), MnL. (Cwn, = 3,4 mmol.kg™, pH = 7,2) et MnL4 (Cwmn, = 3,6 mmol.kg™, pH =
7,1) en fonction de la température. Les points correspondent aux valeurs expérimentales et les lignes

aux ajustements mathématiques des données expérimentales.

L’entropie d’activation AS' permet d’avoir une information sur le mécanisme d’échange des
molécules d’eau. Lorsque cette dernicre est positive, le mécanisme tend vers un mécanisme
dissociatif ou le départ de la molécule d’eau liée au métal se fait avant I’arrivée d’une autre
molécule d’eau. Inversement, lorsque 1’entropie d’activation est négative, le mécanisme tend
vers un mécanisme associatif et le départ de la molécule d’eau liée au métal se fait apres
I’arrivée d’une autre molécule d’eau. Néanmoins, il faut noter que 1’erreur est toujours assez
importante sur la valeur d’entropie déterminée a partir des données de RMN de 7O. Les valeurs
des entropies d’activation AS' des trois complexes sont négatives (- 62(3) kl.mol?, - 49(12)
kJ.mol? et -60(6) kJ.mol™!) pour MnL1, MnL2 et MnLa4 respectivement (Tableau 3.4), le
mécanisme d’échange est donc plutdt associatif. C’est ce qui est généralement attendu avec des
complexes de Mn?* hexacoordinnés ol le mode d’activation du mécanisme d’échange passe par
un état de transition au nombre de coordination (NC) de sept (commun pour les complexes de
Mn?*) tandis qu’un mécanisme dissociatif impliquerait un état de transition avec un NC de 5,

ce qui est moins probable.*®
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Enfin, la relaxivité du complexe MnL1 a également été étudiée dans 1’albumine humaine sérique
(HSA) et des relaxivités plus élevées ont été observées (Figure 3.21). A 20 MHz, la relaxivité
passe de 4,28 mM™.s? dans I’eau & 6,46 mM™.s dans HSA & 25 °C et de 3,36 mM?1sta 5,12
mM-1.st &4 37 °C. Cette augmentation traduit une interaction favorable avec la HSA qui permet
de former des adduits supramoléculaires plus relaxants du fait du try supérieur. De plus, cette
interaction n’empéche pas la coordination d’une molécule d’eau en sphére interne et sa vitesse
d’échange reste rapide (non limitante). Toutefois, cette augmentation de relaxivité reste faible
par rapport a ce qui avait déja été observée avec des ligands ou des fonctions hydrophobes
avaient été ajoutées pour promouvoir des interactions avec la HSA (voir Chapitre I, Figure 1.22,
1.32 et 1.35).24'7 Le méme type d’optimisation pourra étre réalisé avec MnLi par une

fonctionnalisation de I’amine primaire.

10 -

61 25°C
37 °C
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0,01 1 100
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Figure 3.21 : Profil NMRD du complexe MnL: (Cwni, = 1,2 mM, pH 7) a 25 °C et 37 °C dans

[’albumine sérigue humaine.
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Etudes des complexes avec des bispidines possédant un bras dérivé du méthylenecarboxylate.
Hoocj HOOC\4/ | rCOOH
0 _N_ O 0 _N_ O W W
HO OH HO OH
Hoon HOWOH e zH A N E)H A
| X ON "'I X | N "'I X | | k N| | | k N|
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Figure 3.22 : Structures des ligands discutés dans cette partie avec leurs poids moléculaires.

Les complexes MnLs, MnLs, MnL7 et MnLsg ont des relaxivités de 3,66 mM™.s?, 3,71 mM1s
12,59 mM1s?tet 2,79 mMLs?respectivement (Figure 3.23, 60 MHz, 25 °C). Les complexes
MnL7 et MnLs ont des relaxivités beaucoup plus faibles que les complexes de cette série alors
que MnL présente le méme poids moléculaire que MnLs et que MnLs a un poids moléculaire
plus important (Figure 3.22). Cette différence laisse penser que les deux complexes présentent
moins d’une molécule d’eau dans leur sphére de coordination. Cette hypothese est vérifiable
pour MnL7 ot un nombre d’hydratation ¢ de 0,5 a été estimé avec 1’équation 3.9, a partir des
donnés de vitesses de relaxation transversale de I’*’O. Ce résultat est inattendu lorsque 1’on
considere le nombre de coordination du ligand L7 dans une conformation chaise-chaise (NC =
5). Pour MnLs, le maximum de la relaxivité transversale en fonction de la température n’est pas
atteint dans la gamme de température accessible, g ne peut donc pas étre estimé. Cependant, les
valeurs de relaxivité transversales de 'O sont trés faibles (la plus haute valeur de r°; est de
142,22 mM1.s?) et la courbe décrit une allure différente de celle observée pour les autres
complexes (Figure 3.24), ce qui suggere aussi que le complexe présente moins d’une molécule
d’eau dans la premiére sphére de coordination du métal. Ces deux complexes présentent donc
probablement un mélange d’especes hydratées et non hydratées et il est difficile de réaliser un
ajustement correct de ces données expérimentales car on ne peut pas savoir la proportion des
différentes especes a chaque température. C’est pourquoi, seuls les complexes MnLs et MnLs
ont fait I’objet d’ajustements mathématiques. Les parametres utilisés pour ces fits sont présentés

dans le Tableau 3.5.
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Figure 3.23 : Profils NMRD des complexes MnLs (Cwinis = 1,4 mM), MnLs (Cvinig = 1,2 mM), MnL-

(Cmn; = 1,3 mM) et MnLg (Cwmns = 1,2 mM) a 25 °C et 37 °C dans I’eau (pH 7,4). Les points

correspondent aux valeurs expérimentales et les lignes aux ajustements mathématiques des données

expérimentales.

Complexes

MnLg
ry(mMM~51),60 MHz, 25°C 3,66
ke 28 (107 s71) 5,5(1)
AH? (kJ.mol?) 14,9 (4)
AS* (k).mol?) -96,7
E.y (k).mol?) 20(1)
T42%8 (ps) 89(2)
7,%% (ps) 17(1)
A2(101°52) 1,64(9)
Ao/h (106 rad.s?) 33,2(2)

MnLg MnL, MnLg

3,71 2,59 2,79
6,6(2) - -

11,9(8) = =

-56 - -
29(2) - -
93(3) ; i
20(1) - -
1,2(1) - -

28,0(2) = =

Tableau 3.5 : Relaxivités et parametres caractérisant ’échange d’eau, la rotation et la relaxation

électronique des complexes MnLs et MnLg obtenus par les ajustements mathématiques des données
expérimentales des profils NMRD (& 25 °C et 37 °C) et de la relaxation transversale réduite d 'O
(400 MHz).
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Pour MnLs, un nombre d’hydratation q de 1 (r°ma = 435 mM™.s™) a pu étre estimé avec
I’équation 3.9. Pour MnLs, bien que le maximum ne soit pas encore atteint, le plus haut point
obtenu donne un nombre d’hydratation de 0,7 ce qui signifie que le r°2max donnera probablement
une valeur de g proche de 1. Leurs relaxivités, ainsi que leurs temps de corrélation rotationnelle
sont pratiqguement identiques (Tableau 3.5). Comme pour les trois complexes précédents, le
profil NMRD (Figure 3.23) montre une diminution de la relaxivité lorsque la température

augmente signifiant que ¢’est le temps de corrélation rotationnelle qui limite la relaxivité.

Les vitesses d’échange des molécules d’cau kex des deux complexes sont également proches
(5,5%107 st et 6,6x107 s pour MnLs et MnLs respectivement). Les entropies d’activation des
deux complexes sont négatives ce qui suggeére un mécanisme d’échange associatif dans les deux
cas (Tableau 3.5).
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Figure 3.24 : a) Vitesses de relaxation transversale réduites de *'O (400 MHz) de MnLs (Cvinis = 4,2
mmol.kg™, pH = 7,4) et MnLe (Cmng = 3,5 mmol.kg™, pH = 7,0) en fonction de la température. b)
Relaxivités transversales de O de MnL7 (Cmn., = 4,1 mmol.kg™, pH = 7,4) et MnLs (Cung = 4,8

mmol.kg™?, pH = 7,2) en fonction de la température. Les points correspondent aux valeurs

expérimentales et les lignes aux ajustements mathématiques des données expérimentales.
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3.3.

Etude du complexe MnL o avec une bispidine phosphonatée.
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Figure 3.25 : Structure du ligand Lo avec son poids moléculaire.

Le profil NMRD du complexe MnLio (Figure 3.25) a une allure similaire aux précédents

complexes (Figure 3.26 a). La relaxivité du complexe est de 3,91 mM™.s? (Figure 3.26 a , 60

MHz, 25 °C). Elle est un peu plus élevée que celle de son analogue carboxylate, ce qui peut étre

la conséquence d’une contribution de la deuxiéme sphére de coordination a la relaxivité.

Toutefois, il faut noter que cette augmentation reste minime en comparaison a celle qui avait

¢été observée avec les dérivés du NOTA ou la relaxivité de I’analogue phosphonaté Mn-9ane-
N20-2P (r1 = 5,08 mM™.s, 20 MHz, 25 °C) est quasiment le double de celle de son analogue
carboxylate 9ane-N,0O-2A (r1 = 2,83 mM=1.s?, 20 MHz, 25 °C).18
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Figure 3.26: a) Profil NMRD du complexe MnLio (Cvn,q = 1,8 MM, pH 7) a 25 °C et 37 °C dans [’eau

(pH 7) b) Vitesses de relaxation transversale réduite de *’O (400 MHz) de MnLio (CwnL,, = 4,6
10

mmol.kg™?, pH = 7,4) en fonction de la température. Les points correspondent aux valeurs

expérimentales et les lignes aux ajustements mathématiques des données expérimentales.
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La vitesse de relaxation transversale 1/T2 de 'O augmente avec la température (Figure 3.26 b).
Ceci correspond a un régime d’échange lent. Cette observation est confirmée avec 1’ajustement
mathématique des données expérimentales oul une vitesse d’échange kex de 0,12x107 st a été
obtenue (Tableau 3.6). Elle est 50 fois plus faible que celle de MnLs (kex = 5,5x107 s2). Le
phosphonate est plus encombrant et plus chargé que le groupement carboxylate. De ce fait, sa
taille et les interactions qu’il génére ralentissent 1’échange de la molécule d’eau.®!® L’entropie

d’activation AS'est négative ce qui indique un mécanisme d’échange associatif (Tableau 3.6).

Complexe MnLy,
r,(mmM1.s1),60 MHz, 25°C 3,91
k., 2% (107 s3) 0,12(1)
AH? (kJ.mol) 25,71(7)
AS? (kJ.mol?) -42(12)
E, (kJ.mol?) 19(1)
T,12%8 (ps) 92(2)
7,”% (ps) 22(1)
A?2(101° 52) 0,35(1)
Ao/h (108 rad.s?) 30(2)

Tableau 3.6 - Relaxivité et paramétres caractérisant ’échange d’eau, la rotation et la relaxation
électronique du complexe MnLio obtenus a partir des ajustements mathématiques simultanés des
données expérimentales des profils NMRD(a 25 °C et 37 °C) et de la relaxation transversale réduite
d 'O (400 MHz).
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4, Conclusion et comparaison des différents systemes.

La stabilité thermodynamique, I’inertie cinétique et la relaxivité des complexes ont été étudiées.
Les études potentiométriques ont permis d’établir les constantes de protonation des ligands et
les constantes de stabilité thermodynamique des complexes. Ces derniéres donnent un premier
indice sur les fonctions qui sont impliquées dans la coordination du métal a pH physiologique.
Pour les complexes MnL1, MnL4, MnLs, MnLse et MnLu1o, la conformation chaise-chaise avec
une coordination des amines tertiaires, de la fonction carboxylate ou phosphonate et d’une
molécule d’eau ne fait pas de doute. Pour MnL7 et MnLs (contenant une fonction COOH en
N3) ce résultat est moins évident car une des deux amines tertiaires de la molécule ne participe
pas a la coordination du métal alors que MnLs présente la constante de stabilité la plus élevée
et MnL7 a une constante de stabilité similaire aux autres complexes. De plus, ces deux
complexes sont 1000 fois moins inertes que les autres et leurs relaxivités sont aussi beaucoup
plus faibles du fait de la présence de moins d’une molécule d’eau dans la premiére sphére de
coordination du métal. La présence du bras méthylénecarboxylate en position N3 de la bispidine
désavantage donc I’inertie cinétique et la relaxivité. Une premiére hypothése qui pourrait
justifier ce résultat serait que pour MnL7 et MnLs, la bispidine n’adopte pas la conformation
chaise-chaise attendue mais une conformation intermédiaire entre une conformation chaise-
chaise et bateau-chaise. Pour Vérifier cette hypothése, des études cristallographiques de ces

complexes devront étre réalisées.

Par rapport a MnL., le remplacement de la fonction amide (MnLzs), la réduction des alcools
(MnL>) et le retrait de la chaine lysine (MnLs) ont eu pour conséquence de diminuer I’inertie
cinétique et la relaxivité. Il semble donc qu’un ensemble d’interactions impliquant 1’amine
primaire de la lysine et les groupements carboxylates présents sur le squelette bispidine favorise
I’inertie cinétique et la relaxivité. Le remplacement de la fonction carboxylate par la fonction

phosphonate a aussi entrainé la diminution de I’inertie cinétique et de la relaxiviteé.

Le complexe MnLi se distingue donc par une haute relaxivité et une inertie cinétique
exceptionnelle qui n’a jamais été observée jusqu’a présent pour un complexe de Mn?*
monohydraté. Par conséquent, ce complexe a été utilisé pour des applications in vivo en IRM
et pour le radiomarquage au °2Mn dont les résultats seront présentés dans le prochain chapitre.
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Chapitre IV — Fonctionnalisation et application en IRM et en TEP

Ce chapitre va présenter les applications réalisées en IRM et en TEP avec MnL1. Pour la TEP,
il est nécessaire que ce complexe soit vectorisé et pour cela des étapes de fonctionnalisation
sont nécessaires. C’est pourquoi la premiére partie de ce chapitre abordera les différentes
fonctionnalisations réalisées avec le ligand Li. Dans un second temps, une étude de
radiomarquage du ligand L1 avec le manganese 52 et une étude TEP in vivo sur des souris
porteuses de tumeurs colorectales seront présentées. La derniére partie concernera enfin une

étude IRM in vivo sur des souris saines.

1. Fonctionnalisation.

Le ligand L1 a été fonctionnalisé avec une fonction isothiocyanate. L’avantage de cette fonction
est qu’elle réagit rapidement avec les amines primaires telles que celles présentent sur les

chaines latérales des lysines.
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Figure 4.1 : Synthése du ligand L.

La réaction est réalisée entre I’amine primaire de la lysine et le 1,4-phényléne diisocyanate
(PDITC) dans le DMF avec 10 % d’eau pour permettre la solubilisation (Figure 4.1). Un exces
de PDITC est ajouté pour éviter une réaction entre le ligand L1 et le ligand L11 dans le milieu
réactionnel. Aucune base n’est ajoutée car le ligand L1 a été obtenu a la suite d’une hydrolyse
avec NaOH et son pH était donc basique. Le ligand Li1 est isolé sous la forme
CasH37N707S2.3NaOH.H.0 (77 mg) avec un rendement 69 %. Il a été caractérisé par LC-MS
et par RMN. Sur le spectre RMN *H, I’ajout de la fonction est visible dans la région des
aromatiques (7.23 ppm — 7.88 ppm) avec la présence de signaux qui intégrent pour 4 protons
(Figure 4.2).
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Figure 4.2 : Spectre RMN *H du ligand Li; (400 MHz, D20, 25 °C).

Le ligand L1 a aussi été fonctionnalisé avec une chaine C12 dans le but de greffer le ligand a des
nanoparticules lipidiques. L’objectif serait d’obtenir des nanoparticules a base de complexes de

Mn(11) pour des applications en imagerie moléculaire par IRM.?

H  CyoH
HOOC NH, N 1020

\1/\/\/ HOOC i \I]/H\
o o o 1. (COCI), DCM \1/\/\/

)L(*’)/ 2. EtzN, THF/ACN Q N O o
~ + >
S OH o HO CioHa2o o o~

86 %

LiOH, H,O/THF
ta., 16 h

H  CiH
HOOC\T/\/\/N\H,(A)\“) 20
N_ O

0] (0]

HO
OH

OH
| NN ""I N
=N I N A

L1z
28 %

Figure 4.3 : Synthese du ligand L.
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La premicre étape de cette synthese est la formation du chlorure d’acide aprés une réaction entre
I’acide dodécanoique et le chlorure d’oxalyle dans le DCM (Figure 4.3). Une fois le chlorure
d’acide formé, le solvant et le chlorure d’oxalyle en exces sont évaporés par distillation sous
vide. Le ligand L1 est ensuite ajouté au milieu réactionnel, pour réagir dans une réaction
d’addition-élimination en présence de triéthylamine. A la fin de la réaction, le produit a été
purifié par FPLC sur phase normal (SiO2, DCM/MeOH) mais le spectre RMN 'H a montré la
présence de signaux correspondant a des sels de triéthylamine. C’est pourquoi une seconde
purification par FPLC sur phase inverse (Cis, H2O/ACN) a été réalisée. Le composée 22 a été
obtenu avec un rendement de 86 % (69 mg). Le ligand L1z est ensuite obtenu aprés hydrolyse
des esters méthyliques sous la forme CsgHssNsOg avec un rendement de 28 %. Une quantité
importante de produit a été perdue lors de 1’étape de purification. Elle pourra donc étre
optimisée. Sur le spectre RMN H (Figure 4.4), ’ajout de la chaine grasse est visible a 1,27
ppm ou un signal large intégrant pour 16 protons est présent. Elle est aussi visible par la
présence d’un triplet intégrant pour 3 protons a 0,88 ppm qui correspond au méthyl du bout de
la chaine. La relaxivité du complexe MnL1> a été mesurée et elle est de 4,89 mMs (60 MHz,
25 °C). Un gain de 18 % de la relaxivité a été obtenu par rapport a MnL1 probablement en

grande partie du fait de I’augmentation du poids moléculaire du ligand.
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Figure 4.4 : Spectre RMN 1H du ligand L1, (400 MHz, MeOD, 25 °C).
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Une derniere fonctionnalisation du ligand L1 a été réalisée dans le but d’ajouter le peptide RGD
cyclique. Ce peptide cible les intégrines, des protéines qui sont surexprimées dans une série de
tumeurs de cellules membranaires.? La premiére étape de synthése du bioconjugué est la
fonctionnalisation de L1 avec une fonction maléimide d’aprés un protocole décrit par Roux et
al.® (Figure 4.5). Le ligand L1 réagit avec ’ester activé 23 dans une réaction de couplage
peptidique en présence de N-méthylmorpholine dans le DMF. L’étape de conjugaison a été
réalisée au CBM en collaboration avec Jean-Baptiste Madinier et le Dr Vincent Aucagne. Elle
est realisée dans le PBS (« Phosphate Buffer Saline ») a pH 7 pendant 5 min a température
ambiante. Le mélange a ensuite été purifié par HPLC et caractérisé par LC-MS. Ce ligand a par
la suite été radiomarqué au °>Mn pour des études in vivo qui seront présentées dans une

prochaine partie.
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Figure 4.5 : Synthése du ligand bioconjugué Licrep.
2. Radiomarquage de L1 au manganese 52 et étude in vivo en TEP.

Le manganese 52 a été produit pour la premiére fois en France au cyclotron du CEHMTI
(CNRS, Orleans) par le Dr Isidro Da Silva.* 11 a été obtenu par bombardement d’un faisceau de
proton sur une cible de chrome 52 d’aprés la réaction nucléaire °2Cr(p,n)>’Mn. Le
radiomarquage du ligand L1 a ensuite été réalisé avec la collaboration du Dr Sara Lacerda et de
Daouda Ndiaye du CBM. Les meilleurs conditions de radiomarquage étaient a pH 7, a 70 °C
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pendant 1 h avec un ratio Mn : L de 1 : 10* Un rendement de radiomarquage de 99 % a alors

été obtenu.

La stabilité du radiocomplexe a ensuite été évaluée dans 1’eau, la HSA, le PBS et la saumure.
Les études ont montré qu’aprés 18 h seul 3 % de °>Mn étaient libérés mais qu’aprés 24h, la
stabilité était plus modérée avec environ 80 % du radiocomplexe dans les différents milieux

(Figure 4.6).
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Figure 4.6 : Stabilité in vitro de S 2MnlL dans 1’eau, le PBS, la saumure, [’albumine a 0 h, 1 h, 18 h et
24 h (de la couleur la plus foncée a la plus claire, respectivement).

Au vue de ces résultats le ligand Lircp a été radiomarqué au >Mn (pH 7,3 h, rendement de
radiomarquage (RR) = 98 %) et une étude de biodistribution sur trois souris porteuses de
tumeurs colorectales a été réalisée. L’étude a été menée au CIPA (Centre d’imagerie du petit
animal, Orléans) avec la collaboration du Dr Stéphanie Lerondel et de Julien Sobilo. Pour cela,
4 h aprés I’injection du radiocomplexe les tumeurs et les principaux organes ont été prélevés,
pesés et leur activité a été mesurée. La figure 4.7 présente le pourcentage de dose injectée par
gramme d’organe. Le point important de cette étude se situe au niveau du ratio tumeur/intestin
car les cellules tumorales ont été injectées au niveau de la paroi intestinale. Ici, ce ratio est de
6 : 2 (tumeur : intestin), ce qui signifie que 1’activité est bien localisée dans la tumeur et que la
vectorisation est efficace. Ce résultat préliminaire est trés prometteur mais des études
supplémentaires devront étre réalisées afin de comprendre pourquoi une accumulation dans les
poumons et les muscles est observée mais aussi afin d’obtenir une premiére image TEP avec ce

radiocomplexe.
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Figure 4.7: Biodistribution de *®MnLirep 4 h aprés [’injection de **MnLirep (2 MBQ).
3. Etude IRM in vivo avec le complexe MnL.a.

Afin de valider le potentiel du complexe MnL: comme agent de contraste pour I’IRM, une étude
in vivo a été menée sur des souris saines. L’étude a été réalisée au CBM avec la collaboration
du Dr Sandra Méme et d’Agnés Pallier. Dans un premier temps, 0.06 mmol.kg™ du complexe
MnL: ont été injectés dans trois souris saines et des images pondérées en Ty ont été acquises
(Figure 4.8). L’intensité du signal a été suivie pendant 1 h (Figure 4.9). Le maximum d’intensité
a été atteint au bout de 4 min. L’élimination du complexe se fait par voie rénale et on observe
peu d’accumulation dans le foie. Un temps de demi-vie de 21 min a été estimé et il est similaire

a ce qui avait déja était observé sur des molécules de petites tailles.>®

Avant 4 min 15 min 1h

Figure 4.8 : Image pondérée en T1 en coupe sagittale d 'une souris, avant, 4 min, 15 min et 1 h apres

injection de 0,06 mmol.kg™ de MnL;.

153



Chapitre IV — Fonctionnalisation et application en IRM et en TEP

,
e
w
=3
=
J

Intensité du signal normalis

200+

OAorte OFoie
Op ®Rein oMuscIe

O
O

00

.°‘oooo....9229.

e
100‘,9---....,.u,...uf'dasnﬂ

O00000

tl/Z(sang]z 21min

T T 1

20 40 60

temps/min

Figure 4.9 : Intensité du signal normalisé dans les reins, le muscle et le foie en fonction du temps. Les

mesures ont été réalisées toutes les 2 minutes chez 4 souris.

La biodistribution du complexe a ensuite été vérifiée ex vivo 1,5 h post injection par ICP-OES

en comparant la quantité de Mn présente dans les souris ayant recu le complexe MnL a celle

de souris contrdles (Figure 4.10). La majorité du manganeése est retrouvée dans le rein mais

aussi dans le sang. Ceci est probablement d0 a des faibles interactions avec des protéines

sanguines telles que cela avait été observé avec les études relaxométriques (Chapitre 111, Figure

3.21). La quantité de manganése restant dans le foie et les reins 1,5 h post injection est plus

faible que celle qui avait été observée avec le Mn-PyC3A a 24 h post-injection.’
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Figure 4.10 : Quantification ex-vivo par ICP-OES du Mn contenu dans le sang et les organes de

souris ayant recu MnL1 (1.5 h post-injection) et de souris controle.
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Les travaux de cette thése ont porté sur la synthese de ligands de type bispidine pour la
complexation du manganese(ll) et leur application en Imagerie par Résonance Magnétique

(IRM) et en Tomographie a Emission de Positron (TEP)

La synthese de huit nouvelles bispidines a été présentée. Parmi elles, six bispidines sont
pentadentates, une bispidine est hexadentate et une bispidine est octadentate. Deux voies de
synthese ont été utilisées. La premiére correspond a la synthese classique des bispidines. Elle a
permis de développer des ligands analogues au ligand L1 et d’insérer 1’acide aminé glutamate
a la bispidine. La seconde est passée par la synthése d’intermédiaires clefs qui permet 1’ajout
de différentes fonctions, sur différentes positions du squelette via des réactions de substitution

nucléophile.

Les études de stabilité thermodynamique ont permis de déterminer les constantes de protonation
des ligands ainsi que les constantes de protonation des complexes. Les stabilités
thermodynamiques de ces complexes sont modérées. Les constantes de stabilité varient entre
11,26 et 14,40. Les complexes MnL7 et MnLs se différencient des autres car une des amines
tertiaires de ces complexes ne participe pas a la coordination des complexes. L’inertie cinétique
des complexes a été étudiée par des réactions de décomplexation en présence de 50 équivalents
de zinc(Il). L’ensemble de la série se distingue de la majorité des complexes décrits dans la
littérature du fait d’une inertie cinétique trés élevées dans ces conditions. En particulier, le
complexe MnL1 s’est montré inerte pendant plus de 140 jours a pH 6 en présence de 50
équivalents de zinc(Il). Les complexes MnL7 et MnLg se démarquent ici encore, car ils sont
1000 fois moins inertes que les autres complexes de la série. Les études de relaxivités ont
montré que ces complexes présentaient pour la plupart une molécule d’eau dans leur premiere
sphere de coordination et qu’ils possédaient des relaxivités proches des complexes de
gadolinium actuellement sur le marché. Seuls les complexes MnL7 et MnLg ont moins d’une
molécule d’eau dans leur sphere de coordination. Les études potentiométrique, cinétique et de
relaxivité suggérent donc que les complexes MnL7 et MnLg n’ont pas la méme cavité de
coordination que les autres complexes présentés et que 1’ajout du bras carboxylate en position
N3 de la bispidine et plus particulierement la protonation de 1’amine qu’il entraine, défavorise

I’inertie cinétique et la relaxivité.
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Le complexe MnL1 a pu faire I’objet d’études de radiomarquage avec le manganése 52 et un
rendement de radiomarquage de 99 % a été obtenu. Une vectorisation a été realisee avec le
peptide RGD cyclique et des études in vivo sur des souris porteuses de tumeurs colorectales ont
montré que I’activé était bien localisée au niveau de la tumeur. Le potentiel de MnL1 comme
agent de contraste a base de manganése(II) pour I’'IRM a été évalué in vivo. Les travaux ont
montré que ce complexe était rapidement éliminé par voie rénale. Les ligands de type bispidine
se présentent donc comme des nouveaux ligands de choix pour la complexation du manganése

a des fins d’application en imagerie médicale.

Ces travaux ouvrent plusieurs perspectives. D’abord des études cristallographiques devront étre
réalisées avec les complexes MnL7 et MnLg afin d’identifier leurs structures. De nouvelles
bispidines pourraient aussi étre synthétisées afin d’y ajouter des groupements qui favoriseraient
I’interaction avec I’albumine sérique humaine (HSA). Le développement de sondes redox
pourrait aussi étre envisagé par la synthése de bispidine « Janus» qui contiendrait un
groupement capable de stabiliser Mn?* et un second groupement capable de stabiliser Mn®* et
dont la coordination avec 1I’un ou I’autre groupement dépendrait de 1’état d’oxydation du
manganese. Enfin, la synthése de complexes polynucléaires pour 1’imagerie moléculaire par
IRM serait aussi une possibilité. Pour le ligand octadentate Lo, des études de radiomarquage au
gallium 68 sont en cours et ce dernier pourra aussi étre utilisé pour le radiomarquage au

zirconium 89.
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General Methods

Solvent and starting materials were purchased from Aldrich, Alfa Aesar and Fluorochem. They were
used without further purification unless specified. Elemental analysis and mass spectroscopy were
carried out by the “Plateforme d’Analyse Inorganique” of the REPSEM (Reconnaissance et Procédés
de Séparation et Séparation Moléculaire) and by the “Service Commun d’Analyse” of the University of
Strasbourg. Purifications were made on Spot Il Flash Purification Liquid Chromatography (FPLC) from
Interchim. Distilled water was purified by passing through a mixed bed of ion-exchanger (Bioblock
Scientific R3-83002). The NMR spectra were recorded on a Brucker Avance 11l HD-400 MHz and a
Brucker Advance Il HD-500 MHz. Chemical shifts are reported in ppm, with residual protonated
solvent as internal reference.! The multiplicity of signals are given for the *H NMR spectra (s: singulet,
d: doublet, dd: doublet of doublet, t: triplet, g: quadruplet and m: multiplet). IR spectra were recorded
on a Perkin Elmer Spectrum One Spectrophotometer as solid samples and only the most significant

absorption bands are given in cm™.
Preparation of the solutions

All agueous solutions were prepared with Milli-Q water (p < 18 MQ). Ligand concentrations were
determined by adding an excess of zinc(ll) solution to the ligand solution and then titrating the metal
excess with standardised Na;H2EDTA in urotropine buffer (pH 5.6 —5.8) in the presence of Xylenol
Orange as an indicator. The concentrations of the metal solutions were determined by complexometric
titrations with standardised Na;H.EDTA.

The stock solutions of the complexes were prepared by weighing solid products using an AB265-S
Mettler Toledo analytical balance (precision 0.01 mg). Manganese complexes were prepared from
MnCl,.4H,0 from Carlo Erba by mixing 1 equivalent of ligand and 1 equivalent of MnCl.at pH 7.4 and
heating the samples at 60 °C for 30 min. The pH was adjusted either with a buffered solution or by
adding KOH (or NaOH) or HCI to the solution. The absence of free Mn?* was checked by the Xylenol
Orange test. The concentration of Mn?*-containing samples was checked by ICP-OES and/or bulk

magnetic susceptibility (BMS) measurements using tert-butanol as a probe.?
Potentiometric titrations

Carbonate-free 0.1 M KOH (or NaOH) and 0.1 M HCI were prepared by dilution of concentrated
solutions from Fisher Chemicals. Potentiometric titrations were performed in 0.15 M aqueous KCI (or
NaCl) under nitrogen atmosphere and the temperature was controlled at 25 + 0.1 °C with a circulating
water bath. The p[H] (p[H] = -log[H*], concentration in molarity) was measured in each titration with a

combined pH glass electrode (Metrohm) filled with 3 M KCI. The titrant addition was automated by the
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use of a 702 SM titrino system (Metrohm). Prior each experiment, the electrode was calibrated as a
hydrogen concentration probe by titrating known amounts of HCI with KOH (or NaOH) in 0.1 M
electrolyte solution.® A plot of potential versus p[H] allows the determination of the electrode standard
potential (E°) and the slope factor (f). The GLEE program was used for the glass electrode calibration.*>
Continuous potentiometric titrations with 0.1 M KOH (or NaOH) were conducted on aqueous solutions
containing 1.5-1.8 mM of ligand in 0.15 M KCI (NaCl) (Vo =5 mL), with 2 minutes waiting time
between successive points. The titrations of the metal complexes were performed with the same ligand

solution to which 1 equivalent of the metal cation had been added.

To determine the stability constant of manganese complexes, batch samples (0.5 mL) were prepared
between pH = 3.1 and 7.0 at 1:1 Mn:L ratio (cwn = c. = 1.5 mM, 0.15 M KCI (or NaCl). The samples
were kept at 25°C until the equilibrium state was reached (7 days at pH = 3.17 and ~10 hours at pH =
7).

Experimental data were refined using the computer program Hyperquad 2008.% All equilibrium

constants are concentration quotients rather than activities and are defined as:

Ko = [MmLiHp]
™ ML H]

The ionic product of water at 25 °C and 0.15 M ionic strength is pKy = 13.77.” Fixed values were used
for pKy, ligand acidity constants and total concentrations of metal, ligand and acid. All values and errors

(one standard deviation) reported are at least the average of two independent experiments.
Dissociation Kinetic studies

The kinetic inertness of MnL1, MnL,, MnLs, MnLs, MnLs, MnL; and MnLg was assessed at 37°C and
in 0.1 M KClI, via transmetallation studies of the manganese complexes (1 mM) with Zn?" at pH = 6
(0.030 M MES buffer, in the presence of 10- and 50-fold excess of the exchanging Zn#*), and at pH =
3.13 (0.050 M KH-phthalate buffer), pH = 3.75 and pH = 4.16 (0.03 M dimethyl-piperazine), and pH =
5 (0.030 M N-methylpiperazine), in the presence of 50-fold excess of Zn?*. The excess of the exchanging
metal ion guarantees the pseudo-first order conditions. For the duration of the experiments (up to 3
months), the samples were stored in a thermostat at 37 °C and the water proton relaxation rates at 60
MHz was monitored upon time using a Bruker Minispec relaxometer. The pH was controlled for each

sample at the end of the kinetic measurements to confirm that it remained stable during the experiment.
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The dissociation of MnL; was also followed by relaxometry at higher acidities (using 0.01 to 1 M HCI
concentrations), without Zn?* (25°C, | = 1 M KCI+HCI). The analysis of the experimental data was

performed using Visualiseur/Optimiseur running on a MATLAB 8.3.0 (R2014a) platform.
Relaxometric Measurements

Proton NMRD profiles of manganese complexes were recorded in an aqueous solution (Cmn. = 1.6 MM,
1.2mM, 1.4 mM, 1.4 mM, 1.2 mM, 1.3 mM, 1.2 mM and 1.8 mM of MnL1, MnL,, MnL4, MnLs, MnLs,
MnL7, MnLg and MnL o respectively; pH = 7.0) as well as in human serum for MnL; (Cvn. = 1.17 mM;
pH = 7.0) at 25°C and 37 °C on a Stelar SMARTracer Fast Field Cycling relaxometer (0.01-10 MHz)
and a Bruker WP80 NMR electromagnet adapted to variable field measurements (20-80 MHz) and
controlled by a SMARTracer PC-NMR console. The temperature was monitored by a VTC91
temperature control unit and maintained by a gas flow. The temperature was determined by previous
calibration with a Pt resistance temperature probe. For the measurements in serum, a concentrated
aqueous solution of MnL (1.6 mM) was diluted tenfold in human serum (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, US).

70O NMR studies

Variable temperature 'O transverse (T) relaxation times and chemical shifts of aqueous solution of
manganese complexes (Cwvnz+ = 3.4 mmol/kg (pH = 7.4 mmol), 3.4 mmol/kg (pH = 7.2 mmol), 3.6
mmol/kg, (pH = 7.1), 4.2 mmol/kg (pH = 7.4), 3.5 kg/mmol (pH = 7.0), 4.1 mmol (pH = 7.4), 4.8
kg/mmol (pH = 7.2) for MnL1, MnL2, MnL3, MnL., MnLs, MnLs, MnL; and MnLs respectively) were
measured using a Bruker ARX 400 spectrometer (9.4 T). As stated before, the absence of free metal ion
was checked by the Xylenol Orange test and the concentration of Mn(ll) was checked by the chemical
shift measurement of tert-butanol induced by the magnetic susceptibility. The samples were sealed in a
glass sphere fitted into a 10 mm NMR tube to eliminate magnetic susceptibility corrections to the
chemical shifts.® To improve sensitivity in 7O NMR, YO-enriched water (11.10% H,'’O, Cortecnet)
was added to the solutions to yield approximately 1% 'O enrichment. An acidified water solution
(HCIO4, pH 3) was used as external reference. It was previously shown that an acidified water reference
or the diamagnetic Zn?* analogue of the Mn?* complex measured at the same concentration and pH as
the paramagnetic sample give identical results.’ The temperature was varied between 273 and 348 K.
The temperature was calculated according to previous calibration with ethylene glycol and methanol.’
Transverse relaxation times (T.) were obtained by the Carr-Purcell-Meiboom-Gill spin-echo
technique.’® The technique of the 7O NMR measurements on paramagnetic complexes has been

described in details elsewhere.!* The O NMR data have been treated according to the Solomon-
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Bloembergen-Morgan theory of paramagnetic relaxation using Visualiseur/Optimiseur running on a
MATLARB 8.3.0 (R2014a) platform.*?

In vivo MRI studies and postmortem biodistribution by ICP-OES

8-weeks-old C57BL/6JRj wild type females were purchased from Janvier Labs (Le Genes Saint Isle,
France). All animal experiments were carried out in accordance with the guidelines for animal
experiments and under permission number 20366, from the French “Ministére de I’Enseignement
Supérieur, de la Recherche et de I’Innovation”. Magnetic resonance acquisitions were performed on a 7
T Pharmascan 70/16 superconducting magnet (Bruker, Wissembourg, France) with a shielded gradient
set (230 mT.m ™t maximum gradient amplitude) and a transmit-receive quadrature coil with an inner
diameter of 38 mm. Animals were anesthetized by inhalation of 2% isoflurane then maintained during
MR experiments at 1.5% (0.5 L.mint mixed in air and oxygen with 1:1 ratio). The physiological body
temperature was maintained inside the magnet by circulating warm water. A pressure sensor was used
to monitor the respiration cycle and obtain the respiration frequency for the reconstruction of Ig-FLASH
(intragate fast low angle shot) sequence. For organs localization, coronal images were acquired using a
gradient echo (lg-Flash) sequence with the following parameters: TE/TR = 4 ms/200 ms, flip angle =
20°, FOV size = 3.5x3.5 cm, matrix size = 256*256, slice thickness = 1 mm, to display 137x137 um?in
plane resolution for a duration of 4 min (10 accumulations). The Dynamic Contrast Enhancement (DCE)
experiment consisted of a Ti-weighted RARE spin echo sequence (Rare factor = 4, field of view = 3*3
cm?, matrix = 128*128, TR/TE = 16/500 ms, slice thickness = 700 pum). Two sagittal T:- weighted
images were acquired to cover different organs every 2 minutes during one hour. The contrast agent was
manually injected (90 ul; 60 umol/kg; n = 4) 4 min after the beginning of the acquisition via a catheter
placed in the caudal vein. Grey level means in the kidney, muscle, heart, lung, and liver were plotted as

a function of time during one hour.

After the MRI scans, three mice were sacrificed, the organs of interest harvested (kidneys, liver, spleen,
lungs, brain, muscle, bone, blood) and their Mn content determined by ICP-OES. For comparison
purposes, Mn-based biodistribution of non-injected control mice (n = 3) was also performed. ICP-OES
measurements were performed with a Jobin Yvon ULTIMAZ2 Spectrometer (Longjumeau, France).
Standard Mn solutions were prepared from a commercial Multi-element solution 1 for ICP (Sigma-
Aldrich, France) in 5% HNOs matrix. The samples were digested in concentrated HNO; for 48 h at room
temperature followed by 18 h at 65 °C. The resulting solutions were then diluted 1:12, to reach 5% in
HNOs. Measurements were performed in triplicate, using the most accurate band for Mn (257.610 nm)

yielding a calibration curve with R, of 0.9997. Data are presented as mean £ SD (n=3).
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%2Mn studies: Production, purification, radiolabelling and lipophilicity.

2Mn (t12 = 5.6 d) was prepared via irradiation of chromium target by proton beam (14 MeV) at the
CEMHTI cyclotron (Orléans, France). ®Mn is produced from the %2Cr(p,n)*Mn nuclear reaction and
decays by 4" to 52Cr.

Production and purification of **Mn

The Cr target has been designed and optimised as previously reported.” Briefly, a Cr pellet of around
800 um of thickness (~300 mg) was irradiated during 2 h at 7 uA with a 14 MeV proton beam. Upon
irradiation, the irradiated chromium target was dissolved in 5 ml of HCI 32-35%, for 4 h under reflux,
followed by the addition of 200 ml of ethanol in order to obtain a final solution of HCI 11M / ethanol
(97/3 (v/V)). %2Mn was purified from the bulk chromium by a double separation on columns filled with
anion exchange resin AG© 1-X8, ultimately providing *2MnCl,. An aliquot of the separated fractions
was diluted and their radionuclidic purity was assessed by gamma spectrometry with a HPGe detector.
For the data acquisition, the samples were placed at a distance of 5 cm from the crystal. The HPGe
detector was calibrated in energy and efficiency for this liquid geometry with certified standard
radioactive sources (Cerca France). For activity measurements, y-ray spectrum analysis software
package Genie 2000 (Canberra, USA) was used. The 52Mn is recovered as **MnCl, solution at pH = 1,
the pH is adjusted with NaOH in presence of ascorbic acid immediately before use.

Radiolabelling of Ly

For the radiolabelling, the pH of the *Mn solution was adjusted to 7 with NaOH in the presence of
ascorbic acid. L, was added at a 1:10*Mn:L molar ratio and the mixture was incubated for 1 h at 70 °C.
The radiochemical purity was followed by thin-layer chromatography (aluminium sheets cover with
silica gel 60 F2s4 provided by Merck), using 5 % ammonium acetate in a 1:1 (v/v) mixture of methanol
and water as mobile phase. The TLCs are exposed by impregnation on a multisensitive phosphorscreen
(Packard, Perkin Elmer, Meriden, USA) and revealed on a Cyclone Storage phosphor system Packard,
Perkin Elmer, Shelton, USA). In this system, the free *2Mn does not migrate (Rf = 0 — 0.1) while the
2MnL has a Ry of 0.8.

In vitro stability of **MnL;

The stability of the radiocomplex *2MnL; (pH 7) was studied in presence of different media: water,
saline (0.9% NaCl), PBS (Dubelcco, pH 7.4, without Ca and Mg) and HSA 0.6 mM. For this, 20 puL

aliquots of the complex were mixed with 200 ul of the medium, the tubes were kept at room temperature
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and the complex stability followed by radioTLC (0.3 pl aliquots). The studies were performed in

duplicates.
Lipophilicity

Lipophilicity was assessed through the determination of the octanol/saline partition coefficients (log P
values), by the ‘‘shakeflask’” method. Briefly, 100 ul of each radiocomplex was added to a solution
containing 1 ml saline (pH 7.4) (obtained from a saturated octanol solution) and 1 ml of octanaol, in
triplicate. The resulting solutions were vortexed and centrifuged at 3000 rpm for 10 min. Aliquots of
100 uL were removed from the octanol phase and from the water phase and the activity measured in a
gamma counter. The lipophilicity was calculated as the average log ratio value of the radioactivity in

the organic fraction and the agueous fraction from the three samples.
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Synthesis
P, Py, 2% 4% 6, 8% and 10 were synthesized by protocols from the literature.
Compound 1

Compound 1 is obtained by an adaptation of the protocols
previously described by Hasserodt and Comba.*>’ P1 (dimethyl-
1-methyl-4-o0xo0-2,6-di(pyridin-2-yl)piperidine-3,5-
dicarboxylate, 1750 mg, 4.56 mmol, 1 eq) is dissolved in THF
N (40 ml). 2,4-Dimetoxybenzylamine (910 mg, 5.45 mmol, 1.2 eq)
b@xj 6 N~ and formaldehyde 37 % (88pl, 11 mmol, 2.4 eq) are then added

successively. The mixture is heated at reflux for 16 hours and the

Chemical Formula: Cs;Hs4N4O e . .
iﬂr:feiu|;rr?vi;ht:3;7f624 " reaction is monitored by TLC (SiO2, DCM/MeOH as eluent). At

the end of the reaction, solvent is removed and the solid is
washed with hot MeOH yielding 1 as a colourless solid (2.15 g, 83 %).

IH NMR (CDCls, 400 MHz): 6 1.91 (s, 3H, H16); 2.76 (AB system, da= 2.46; Js = 3.05 d, Jas
= 12.0 Hz, 4H, H6/8); 3.36 (s, 2H, H9); 3.8 (s, 3H, H12/H14), 3.84 (s, 6H, H15), 3.93 (s, 3H,
H12/H14); 4.65 (s, 2H, H2 + H4); 6.41 (dd, J1 = 8.2 Hz, J = 2.5 Hz, 1H, H11); 6.57 (d, J = 2.5
Hz, 1H, H13); 7.02 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H10); 7.1 (m, 2H, Hb); 7.46 (td, J; = 7.8 Hz, J = 1.9
Hz, 2H, Hc); 7.98 (d, J = 7.8 Hz, 2H, Hd); 8.34 (m, 2H, Ha).

13C NMR (CDCls, 126 MHz): 6 43.24; 52.48; 55.56; 55.82; 59.08; 62.11; 74.04; 98.79; 103.79;
117.77; 122.84; 123.74; 133.2; 136.16; 148.90; 158.75; 159.35; 160.77; 168.68; 204.09.

Mass Spectroscopy (ESI'/MS): m/z = 575.25 Da [M + H]", calculated for [C31H3sN4O7]":
575.25 Da.
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Compound 5

Chemical Formula: C,,H,¢N4O5
Molecular Weight: 426.47

Compound 5 is already described in the litterature!8 but the
protocol was optimized to improve the vyield and

reproducibility of the reaction.

In a solution of 1 (6.56 g, 11,4 mmol, 1 eq) in THF at -78°C,
0.33 eq of sodium borohydride (0.28 g, 7.52 mmol, 0.66 eq
in total) is added two times at 2 hours of interval and the
mixture is stirred at -78 °C for 2 hours. At the end, the

reaction is quenched with 40 ml of NH4ClI and the solvent is

removed under vacuum. The DCM is added, salts are filtered and the solvent is removed under

vacuum. The crude product is used for the next step without purification and it is dissolved in
a mixture of DCM (15 ml) and TFA (10 ml). The mixture is stirred at reflux for 16 hours. At
the end, the solvent is evaporated and the crude product is dissolved in 20 ml of MeOH and

stirred at reflux for 2 hours. A white precipitate is obtained, which is then filtered and the solvent

of the solution is removed under vacuum. Finally, the crude product is purified by FPLC (SiOa,
100 % DCM to 80/20 DCM/MeOH) to give 5 (1.62 g) with a 33 % yield.

IH NMR (MeOD, 400 MHz): & 1.53 (s, 3H, H10); 3.60 (s, 6H, H11); 3.96 (AB system, Ja =
3.60, Js = 4.31, Jas = 13.4 Hz, 4H, H6/8a + H6/8eq); 4.53 (s, 1H, HO); 4.75 (s, 2H, H2/4);
7.35(m, 2H, Hb/b’); 7.54 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Hd/d*); 7.97 (td, J1 = 7.6 Hz, Jo = 1.9 Hz, 2H,

Hc/c’); 8.64 (m, 2H, Ha/a’).
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Compound 9
45  Inasolution of 7 (250 mg, 0.38 mmol, 1 eq) in 20 ml of
10 \I/ THF and 2 ml of MeOH, 3 eq of LiBH4 (82 mg, 3.76
H
HOOC PN N\n/o mmol, 10 eq) are added in two times at 1 hour of interval
12/12 . L .
8 7N 6 161614 o) and the mixture is stirred during 3 hours at room
9 :
Ho D ~oH temperature. The reaction is monitored by TLC on Cis
OH d'
c d\\\\z\ ﬂ,, X C using H2O/MeOH (90/10) as eluent. At the end, the
| A o .
b N 17 N A b reaction is quenched with NH4Clag (5 ml) and the
a '

solvents are removed under vacuum. DCM is added and
Chemical Formula: C5;Hy5N50-

Molecular Weight: 599.73 the salts are filtered. The solvent is evaporated, and the

crude product is purified by FPLC (Cis, 95/5 H2O/ACN,
to 100 % ACN) to give 9 (170 mg) with a 75 % yield.

IH NMR (MeOD, 400 MHz): 5 1.42 (m, 15H, H15 + H11/11” + H12/12 + H13); 1.72 (s, 3H,
H17); 2.13 (AB system, da = 1.67, 05 = 2.6, Jag = 11.3 Hz, 2H, H6/8ax + H6/8eq); 2.29 (dd, Ji
= 10.2 Hz, J» = 4.8 Hz, 1H, H10); 2,31 (AB system, da = 1.82, 95 =2.79, Jag = 11.3 Hz, 2H,
H6/8ax + H6/8g): 3.00 (M, 2H, H14); 3.16 (AB system, da = 2.86 , Jg = 3.45, Jag = 11.0 Hz,
2H, H16/16°); 3.32 (AB system, da = 3.09 , Js = 3.56, Jag = 11.0 Hz, 2H, H16/16"); 4.07 (s, 1H,
H2/4); 4.12 (s, 1H, HO); 4.13 (s, 1H, H2/4): 7.36 (m, 4H, Ho/b> + Hd/d’); 7.74 (m, 2H, He/e?);
8.71 (m, 2H, Ha/a").

13C NMR (MeOD, 126 MHz): 6 23.37 (CH2lys); 27.48(C15); 29.7(CHz-lys); 29.95 (CH.-lys);
39.84 (C14); 41.93 (C%); 42.56(C17 + C*); 52.03 (C6/8); 54.99 (C6/8); 65.02 (C16/16); 65.50
(C16/16°); 67.42 (C2/4); 68.15 (C2/4); 72.68 (C9); 75.23 (C10); 78.42 (C*): 122.59 (Cb/b’);
122.95 (Cb/b’); 125.24 (Cd/d’); 125.70 ((Cd/d’); 136.44 (Cc/c’); 136.60 (Ce/c’); 149.81
(Ca/a’); 150.03 (Ca/a’); 157.10 (C%); 158.98 (C%); 159.63 (C*); 179.55 (C%).

Mass Spectrometry: (ESI*/MS): m/z = 600.34 Da [M + HJ]*, calculated for [C31HsN507]*:
600.34 Da.
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Ligand L.
HOOgOH11/11' 13 NH, TFA (2 ml) is added to a solution of 9 (170 mg, 0.28 mmol, 1
; 7N 252/12' 14 eq) in 7 ml of DCM. The mixture is stirred for 16 hours at
o /\1@5/13(1) Z room temperature. At the end of the reaction, the solvent is
d 2 OHa d ' removed under vacuum and the crude product is purified by
; | /\N Eh N| : C' FPLC (Cus, , 97/3 H20/ACN, 0.1 % TFA to 100 % ACN, 0.1
3 67 ° % TFA) to give L2.3TFA (160 mg) with a 68 % yield.

Chemical Formula: C,sH37N5O5
Molecular Weight: 499.61

'H NMR (MeOD, 400 MHz): 6 1.60 (m, 2H H11/11°); 1.90 (m, 3H, H12/12’ + H13); 2.29 (m,
4H, H16 + H12/12°); 2.68 (AB system, oa = 2.59 , dg = 2.77, Jag = 11.7 Hz, 2H, H6/8a +
H6/8eq); 2.80 (AB system, da = 2.53, ds = 3.07, Jas = 11.7 Hz, 2H, H6/84x + H6/8¢q); 3.03 (m,
2H, H14); 3.34 ( AB system, oa = 3.12, ds = 3.55, Jag = 11.0 Hz, 2H, H15/15” + H15/15°); 3.37
( AB system, Ja = 3.19, ds = 3.55, Jag = 11.0 Hz, 2H, H15/15” + H15/15); 3.37 (dd, J1 = 9.5
Hz, J2 = 4.5 Hz, 1H, H10); 4.29 (s, 1H, H9); 5.12 (s, 1H, H2/4); 5.18 (s, 1H, H2/4); 7.56 (m,
4H, Hd/d> + Hb/b’); 7.94 (m, 2H, Hc/c’); 8.80 (m, 2H, Ha/a’).

13C NMR (MeOD, 126 MHz) : § 23.73 (CHalys); 27.42 (CHlys); 28.47 (CHzlys); 39.32 (C14);
41.29(C17); 42.74 (C%); 43.11 (C*); 48.60 (C6/8); 54.39 (C6/8); 63.57 (C15/15°): 63.70
(C15/15%); 66.69 (C10); 67.71 (C2/4); 68.18 (C2/4); 71.70 (C9); 124.47 (Cb/b’): 124.53
(Cb/b%); 125.52 (Cd/d’); 125.65 (Cd/d’); 137.57 (Celc’); 149.47 (Ca/a’); 150.00 (Ca/a’); 151.60
(C%); 172.36 (CH).

Mass Spectrometry: (ESI*/MS): m/z = 500.29 Da [M + H]*, calculated for [C2sH3sNsOs]*:
500.29 Da.

Elemental Analysis: Calculated for C2sH37Ns0s.3TFA: C, 45.80, H, 4.94, N, 8.48. Found: C,
45.66, H, 4.79, N, 8.32.
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Compound 11

HOOC\T'}Q/B\/
14

Chemical Formula: C3ygH;9N5Og
Molecular Weight: 597.67

This synthesis was adapted from an already described
5 protocol.® N-methylmorpholine (132 pl, 1.2 mmol, 4
eq) and N-succinimidyl acetate (59.7 mg, 0.38 mmol, 1.3
eq) are added to a solution of 10 (200 mg, 0.3 mmol, 1
eq) in 10 ml of DMF. The mixture is stirred for 16 hours
at room temperature. At the end, the solvent is removed
under vacuum and the crude product is purified by FPLC
(C1s,90/10 H2O/ACN to 100 % ACN) to give 11 (90 mg)
with a 50 % yield.

IH NMR (MeOD, 400 MHz): 6 1.69 (m, 8H, H17 + H12 + H13); 1.90 (s, 3H, H15); 2.16 (m,
1H, H11/11°); 2.33 (m, 1H, H11/11°); 3.21 (m, 2H, H14); 3.57 (s, 3H, H16/16°); 3.63 (s, 3H,
H16/16°); 3.76 (m, 1H, H10); 3.91 (AB system, a=3.84 , ds = 3.97, Jag = 12.2 Hz, 2H, H6/84x
+ H6/8eq); 4.14 (AB system, da = 4.01 , dg = 4.26, Jag = 12.2 Hz, 2H, H6/8ax + H6/8eq); 4.49 (s,
1H, H9); 4.87 (s, 1H, H2/4); 4.92 (s, 1H, H2/4); 7.39 (m, 2H, Hb/b*); 7.60 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
Hd/d”); 7.83 (m, 2H, Hc/c’); 8.65 (m, 2H, Ha/a’); 8.68 (m, 2H, Ha/a’).

13C NMR (MeOD, 126 MHz): § 22.75 (C15); 25.47 (CHa-lys); 30.24 (CHa-lys); 30.42 (CH-
lys); 40.52 (CH2-lys); 41.92 (C17); 51.40 (C6/8); 52.54 (C*); 52.59 (C*); 53.15 (C16/16°); 53.25
(C16/16°); 57.01 (C6/8); 67.62 (C2/4); 68.04 (C2/4); 72.12 (C10); 74.04 (C9); 125.11 (Cb/b’);
125.17 (Cb/b’); 128.81 (Cd/d’); 128.88 (Cd/d’); 138.24 (Cc/c’); 138.37 (Ce/c’); 150.35 (Ca/a’):;
150.85 (Ca/a’); 157.80 (C*); 157.95 (C%); 170.21 (C%); 170.62 (C*); 173.18 (C*); 173.25 (C*).

Mass Spectrometry: (ESIT/MS): m/z = 598.29 Da [M + H]*, calculated for [C3oH40NsOs]*:

598.29 Da.
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Ligand L3

10 H Lithium hydroxide (32 mg, 35 mmol, 5eq) is dissolved
HOOCWN 15 in a solution of 11 (160 mg, 0.27 mmol, 1 eq) in a

7 12 14 \ﬂ/ g = B
O g '5‘ 6 O O mixture of THF (3 ml) and H20 (7 ml). The mixture is

1 5

HQWOH stirred at room temperature for 16 hours. At the end, the
C| X 3lil "”I X solvent is removed under vacuum. The crude product is
b a/ N 16 N A dissolved in a minimum of water, the pH of the solution
Chemical Formula: C,gH35sN5Og is lowered at 2 and the compound is then purified by
Molecular Weight: 569.62 FPLC (Cuis, 97/3 H20/ACN to 100 % ACN) to give

L3.0.5LiCl (110 mg) with a 69 % yield.

'H NMR (D20, 600 MHz): § 1.52 (m, 2H, H12): 1.68 (m, 2H, H13); 1.89 (s, 3H, H16); 1.93
(s, 3H, H15); 1.96 (m, 1H, H11/11°); 2.18 (m, 1H, H11/11°);3.35 (AB system Ja = 3.08, dg =
3.62, 2H, H6/8ax + H6/8eq); 3.52 (AB system Ja = 3.23, ds = 3.82, 2H, H6/8ax + H6/8¢q); 3.23
(m, 2H, H14); 3.62 (m, 1H, H10); 4.26 (s, 1H, H9); 4.90 (m, 2H, H2/4); 7.42 (m, 2H, Hb); 7.55
(m, 2H, Hd); 7.84 (m, 2H, Hc); 8.59 (m, 2H, Ha).

13C NMR (D20, 150 MHz): 6 21.85 (C15); 23.25 (CHa-lys); 28.06 (CHa-lys); 28.21 (CHa-lys);
39.23 (CH2-lys); 41.90 (C16); 50.19 (C%); 50.72 (C*); 52.07 (C6/8); 54.79 (C6/8) 67.84 (C2/4);
68.00 (C2/4) 71.42 (C10); 72.98 (C9); 123.86 (Cb/b’+ Cb/b’); 125.19 (Cd/d’); 126.34 (Cd/d’);
137.59 (Cc/c’); 137.64 (Ce/c’); 148.83 (Ca/a’); 149.09 (Ca/a’); 155.59 (C%); 155.76 (C*);
173.88 (C*); 174.48 (C*); 175.00 (C%); 175.61 (C%).

Mass Spectrometry: (ESI/MS): m/z = 570.25 Da [M + H]* calculated for [C2sH3zsNsOs]*:
570.25 Da.

Elemental Analysis: Calculated for C2sH3sNsOg.0.5(LiCl), C, 56.92, H, 5.97, N, 11.85. Found:
C, 56.82, H, 6.01, N, 11.96.
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Compound 12

9 This synthesis was adapted from the protocol previously

HOOC\?}@'/COOH developed for L-lysine.*® L-glutamic acid (422 mg, 2.87

11/11'
08 7N o} mmol, 1.1 eq), NaHCO3 (241.5 mg, 2.87 mmol, 1.1 eq)

6
12/12'
\owo/ and formaldehyde 37 % (635 pl, 8.52 mmol, 3.3 eq) are
d 2 ' . .
c@w N 'Af/,{jc' added to a solution of P1 (1 g, 2.61 mmol, 1 eq) in MeOH
b N | N

— 13 Z

a

b and the mixture is stirred at reflux for 2 days. At the end

a
of the reaction, the solvent is removed under vacuum and

Chemical Formula: C,;H;,N4Oq ) L. . )
Molecular Weight: 554.56 the crude product is precipited in CH3CN to give 12 (500

mq) as a white powder with a 34 % yield.

'H NMR (MeOD, 400 MHz): 5 1.86 (m, 4H, H13 + H10/10°); 2.22 ppm (m, 1H, H10/10°); 2.24
(m, 1H, H11/117); 2.37 (m, 1H, H11/117); 2.56 (m, 2H, H6/8 + H9); 2.77 (m, 1H, H6/8); 3.40
(m, 1H, H6/8); 3.58 (m, 1H, H6/8); 3.69 (s, 3H, H12/12); 3.76 (s, 3H, H12/12’); 4.65 (s, 1H,
H2/4); 4.74 (s, 1H, H2/4); 7.34 (m, 2H, Hb/b’); 7.41 (m, 1H, Hd/d’); 7.44 (m, 1H, Hd/d"); 7.84
(m, 2H, Hc/c’); 8.84 (m, 2H, Ha/a’).

13C NMR (MeOD, 126 MHz): 5 27.02 (C10); 33.87 (C11); 41.84 (C13); 51.66 (C12/12°); 51.86
(C12/12°); 55.62; (C6/8); 57.37 (C6/8); 62.75 (C*); 62.82 (C¥); 72.24 (C2/4): 72.50 (C2/4);
73.92 (C9); 123.78 (Cb/b’); 124.10 (Cb/b’); 124.74 (Cd/d); 124.86 (Cd/d’); 137.60 (Celc’):;
137.83 (Cc/c’) ; 150.40 (Ca/a’); 150.58 (Cala’); 155.96 (C*); 156.21 (C*); 167.34 (C*); 167.70
(C%; 177.59 (C*); 179.36 (C%); 202.15 (C%).
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Ligand L4
10 In a solution of 12 (500 mg, 0.90 mmol, 1 eq) in MeOH at -
HOOC Mg cooH 78 °C, sodium borohydride (32 mg, 0.85 mmol, 0.94 eq in
0 s N6 s total) is added three times (0.25 eq, 025 eq and 0.5 eq the
HOWOH third time) at 1 hour of interval and the mixture is stirred at -
d 2 OH4 ! o H H

SN ,,,/I o /8°Cfor2hours. After two hours, the reaction is quenched
b | _N I N 2 with NH4Cl (5 ml) and the solvent is removed under vacuum.

13 '

a a

Then, DCM is added and the salts are filtered. The solvent is
Chemical Formula: Cy5HygN4Oq

. evaporated and the crude product is purified by reverse phase
Molecular Weight: 528.52

FPLC (Cis, CH3CN/H20). The desired product can be
identified in the NMR spectra but others species that was attribute to a partial hydrolysis of the
methylester groups are present so the mixture was engaged in the deprotection step without any
further purification. The isolated product (200 mg) is then dissolved in a mixture of THF (3 ml)
and H20 (7 ml). Lithium hydroxide (32 mg, 1.34 mmol) is added and the mixture is stirred at
room temperature for 16 hours. The reaction is monitored by TLC on Cig using MeOH/Hz0 as
eluent. At the end of the reaction, the solvent is removed under vacuum and the crude product
is dissolved in a minimun of water to adjust the pH at 2. The solution is finally purified by
FPLC (Cig, 97/3 H.O/MeOH to 50/50 H,O/MeOH) to give L4.2H>0 (100 mg) with a 20 %
yield.

'H NMR (MeOD, 400 MHz): ¢ 2.11 (m, 1H, H11/11°); 2.21 (s, 3H, H13); 2.41 (m, 1H,
H11/117);2.79 (m, 2H, H12); 2.95 (m, 1H, H6/8); 3.10 (m, 2H, H6/8); 3.36 (M, 1H, H6/8); 3.48
(m, 1H, H10); 4.3 (s, 1H, H9); 5.29 (s, 2H, H2/4); 7.57 (m, 2H, Hb/b”); 7.70 (m, 2H, Hd/d");
7.99 (m, 2H, Hc/c’); 8.75 (m, 2H, Ha/a’).

13C NMR (D20, 150 MHz): 6 24.53; 31.08; 41.73; 50.34; 51.05; 56.08; 63.03; 67.44; 67.68;
68.06; 73.65; 123.60 (2CH); 126.03; 126.28; 137.06 (2CH); 148.74; 149.11; 154.39; 154.58;
171.96; 173.39; 173.89; 175.83.

Mass Spectrometry: (ESI*/MS): m/z = 529.19 Da [M + H]*, calculated for [C2sH30N4Og]*:
529.19 Da.

Elemental Analysis: Calculated for CasH28N409.2(H20), C, 53.19, H, 5.71, N, 9.92. Found: C,
53.07, H, 5.59, N, 10.06.
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Ligand Ls
HOOC._ 4, The synthesis of ligand Ls has already been described."
05 7N 50 However, this time the ligand was not obtained by double-

Ho” 2 b oH Mannich reaction as before but by a new protocol involving
d 2 OF 4 the nucleophilic substitution of the intermediate 5. Potassium
c | A\ 3N ‘v | AN

N N
27 16

carbonate (163 mg, 1.18 mmol, 2.4 eq) is dissolved in a

solution of 5 (210 mg, 0.49 mmol, 1 eq) in 25 ml of
Chemical Formula: C,,H,,N,0O,

Molecular Weight: 456.46 anhydrous ACN under argon. Then, ethyl bromoacetate (66

pl, 0.59 mmol, 1.2 eq) is added and the mixture is heated at
80 °C for 16 hours. At the end, K.COs is filtered and solvent is removed under vacuum. The
product is used for the next step without purification. The crude product is dissolved in a
mixture of H20 (10 ml) and THF (5 ml) and lithium hydroxide is added (59 mg, 2.45 mmol, 5
eq). The solution is stirred for 16 hours at room temperature. At the end, the solvent is
evaporated and the crude product is dissolved in @ minimum of H>O and the pH is lowered to
2. The solution is then purified by FPLC (Cis, 97/3 H20/MeOH to 50/50 H.O/MeOH) to give
L2.HCI (124 mg) with 51 % a yield.

'H NMR (MeOD, 400 MHz): 6 1.82 (s, 3H, H16); 2.49 (AB system, da = 2.17 , Js = 2.82,
Jag = 12.4 Hz, 4H, H6/8ax + H6/8eq); 2.81 (s, 2H, H10); 3.90 (s, 1H, H9); 4.66 (s, 2H, H2/4);
7.23 (m, 2H, Hb); 7.51 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Hd); 7.67 (td, J1 = 7.6 Hz, J> = 1.9 Hz, 2H, Hc); 8.65
(m, 2H, Ha).

13C NMR (MeOD, 126 MHz): 6 43.08; 56.80; 59.87; 69.93; 74.84; 124.73; 127.53. 127.70;
138.46; 139.41; 150.27; 158.60; 161.62.

Elemental Analysis: Calculated for C22H24N4O7.HCI, C, 53.61, H, 5.11, N, 11.37. Found: C,
54.01, H, 5.33, N, 11.22.

Mass Spectrometry: (ESI'/MS): m/z = 455.15 Da [M - HJ", calculated for [C22H23N4O7]": 455.16
Da.
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Ligand Ls
Potassium carbonate (106.4 mg, 0.77 mmol, 1.1 eq) is dissolved in
HOOC7 . a solution of 5 (300 mg, 0.70 mmol, 1 eq) in 30 ml of anhydrous
HOWOH ACN under argon. Then methyl 2-bromo-2-methylpropionoate
. d\ \\\2\ EH 4 N (200 pl, 0.77 mmol, 1.1 eq) is added and the mixture is heated at
P 3;|6 N._J 80 °C for 16 hours. At the end, K2COs is filtered and solvent is
a

removed under vacuum. The product is used for the next step
Chemical Formula: C,4H,4N40,

Molecular Weight: 484.51 without purification. The crude product is dissolved in a mixture of

H20 (20 ml) and THF (10 ml) and lithium hydroxide (83.82 mg,

3.5 mmol, 5 eq) is added. The solution is stirred for 16 hours at room temperature. At the end,

the solvent is evaporated and the crude product is dissolved in a minimum of H2O and the pH

is lowered to 2 with aqueous HCI. The solution is then purified by FPLC (C1s, 97/3 H.O/MeOH

to 50/50 H,O/MeOH) to give Ls.2HCI.0.5H,0 (125 mg) with a 31 % vyield.

IH NMR (MeOD, 400 MHz) : ¢ 1.13 (s, 6H, H11); 2.08 (s, 3H, H10); 2.50 (AB system, da =
2.39, 98 = 2.60, Jag = 12.8 Hz, 4H, H6/8ax + H6/8cq); 4.11 (s, 1H, HO); 5.03 (s, 2H, H2 + H4);
7.66 (M, 4H, Hb + Hd); 8.06 (td, J1 = 7.9 Hz, J, = 1.3 Hz, 2H, Hc); 8.73 (m, 2H, Ha).

13C NMR (MeOD, 126 MHz): § 23.15; 46.61; 51.41; 53.23; 53.79; 67.70; 68.74; 75.18; 128.14;
128.93; 142.13; 150.87; 157.81; 178.60; 186.65.

Mass Spectrometry: (ESI*/MS): m/z = 485.19 Da [M + HJ*, calculated for [C24H29N4O7]":
485.20 Da.

Elemental Analysis: Calculated for Cz4H2sN4O7.2HCI.0.5H:0, C, 50.89, H, 5.52, N, 9.89.
Found: C, 50.77, H, 5.71, N, 10.33.

173



Chapitre VI —Partie Expérimentale

Compound 16

15/I15' 15/15'
g
0 0
10 f
7 e
0O g Nwb O

Chemical Formula: C34H40N409
Molecular Weight: 648.70

Potassium carbonate (88 mg, 0.64 mmol, 1.2 eq) is
dissolved in a solution of 4 (300 mg, 0.53 mmol, 1 eq) in
30 ml of anhydrous ACN under argon. Then ethyl
bromoacetate (71 pl, 0.64 mmol, 1.2 eq) is added and the
mixture is heated at 80 °C for 16 hours. At the end, K2CO3
is filtered and solvent is removed under vacuum. The

product is used for the next step without purification.

IH NMR (CDCls, 400 MHz) : 6 (1.13 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H13); 2.57 (s, 2H, H10); 3.51 (s, 6H,
H14); 3.73 (s, 3H, H15/15); 3.88 (s, 3H, H15/15°); 4.01 (q, J = 7.2 Hz, 2H, H12); 4.28 (m, 4H,
H6 + H8): 4.64 (s, 2H, H10); 4.98 (s, 1H, H9); 5.58 (s, 2H, H2 + H4): 6.53 (dd, J1 = 8.4 Hz, J,
= 2.4 Hz, 1H, Hf); 6.60 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Hg); 7.18 (m, 2H, Hb); 7.30 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hd);
7.55 (d, J = 8.4 Hz, 1H, He); 7.61 (td, J1 = 7.9 Hz, J2 = 1.7 Hz, 2H, Hc); 8.27 (m, 2H, Ha).

Mass Spectrometry: (ESIT/MS): m/z = 649.28 Da [M + H]*, calculated for [C3sH41N4Oq]*:

649.28 Da.
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Compound 17

The crude product of 16 (0.44 mmol) is dissolved in a
H
08/Ng O mixture of TFA (5 ml) and DCM (10 ml) and the solution

PN P S :
%) an ) is heated for 16 hours at reflux. At the end the solvent is
2 4

C@w N w@ removed under vacuum. Then, the crude product is
b\ zN 11 S: N~ dissolved in MeOH and heated under vacuum. A white

a o)
o precipitate is obtained. The precipitate is filtered and the
)12 solvent is removed under vacuum. The crude product is
13 finally purified by FPLC (SiO,, DCM/MeOH) to give

Chemical Formula: C5sH30N4O7 17 oTFA (135 mg) with a 42 % yield.
Molecular Weight: 498.54

IH NMR (CDCls, 400 MHz) : § 1.09 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H13); 2.61 (s, 2H, H11); 3.51 (m, 8H,
H14 + H6/8x); 3.97 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H12); 4.30 (m, 2H, H6/8eq); 4.57 (s, 1H, H9); 5.59 (s,
2H, H2/4); 7.26 (m, 2H, Hb); 7.31 (m, 2H, Hd); 7.64 (t, J = 7.3 Hz, 2H, Hc); 8.68 (m, 2H, Ha).

13C NMR (CDCls, 126 MHz): 6 14.16; 46.44; 49.13;49.91 ; 52.86; 60.46; 62.29; 72.55; 123.88;
126.36; 137.01; 150.22; 156.09; 169.53; 170.20.

Mass Spectrometry: (ESI*/MS): m/z = 499.22 Da [M + HJ*, calculated for [C2sH31N4O7]*:
499.21 Da.

Elemental Analysis: Calculated for CasH3zoN4O7.2(CFsCOOH), C, 47.94, H, 4.44, N, 7.71.
Found: C,47.61, H, 4.5, N, 7.49.
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Ligand L7

10 Potassium carbonate (131 mg, 0.95 mmol, 1.2 eq) is dissolved in a

0g N 6 0 solution of 17 (390 mg, 0.79 mmol, 1 eq) in 40 ml of anhydrous
HSWOH ACN under argon. Then iodomethane (59 pl, 0.95 mmol, 1.2 eq) is
CONONTS added and the mixture is heated at 80 °C for 16 hours. Then, K2CO3
is filtered and the solvent is removed under vacuum. The crude
Chemical Formula: Cogtly N, product is then used for the next step without purification and
Molecular Weight: 456.46 dissolved in a mixture of H20 (30 ml) and THF (20 ml). Lithium
hydroxide (128 mg, 5.35 mmol, 5 eq) is added. The solution is

stirred for 16 hours at room temperature. At the end, the solvent is evaporated, the crude product
is dissolved in a minimum of water and the pH is lowered to 2. The solution is then purified by
FPLC (C1s, 97/3 H:O/MeOH to 50/50 H.O/MeOH) to give L7.HCI.0.5.H.0 (160 mg) with a

41 % yield.

IH NMR (MeOD, 400 MHz): & 2.62 (s, 2H, H11), 3.04 (s, 3H, H10); 3.80 (AB system,
Oa =3.39, 98 = 4.21, Jas = 12.7 Hz, 4H, H6/8ax + H6/8cq); 4.41 (s, 1H, HI); 5.72 (s, 2H, H2/H4);
7.35 (M, 2H, Hb): 7.46 (d, J = 7.7 Hz, 2H, Hd); 7.76 (m, 2H, Hc); 8.69 (m, 2H, Ha).

13C NMR (MeOD, 126 MHz): ¢ 41.88; 49.55; 49.66; 57.57, 62.61; 72.87; 123.40; 127.07;
137.02; 149.33; 157.28; 171.57; 172.39.

Elemental Analysis: Calculated for Cz2H2sN4O7HCI.0.5H.0 C, 52.65, H, 5.22, N, 11.16.
Found: C,52.80, H, 5.32, N, 11.61.

Mass Spectrometry: (ESI'/MS): m/z = 455.15 Da [M - H] : calculated for [C22H23N4O7]™
455.15 Da.
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Ligand Ls
HOOC_ 49 Potassium carbonate (212 mg, 1.53 mmol, 2.4 eq) is dissolved
0sg 7N 6 0 in a solution of 6 (263 mg, 0.64 mmol, 1 eq) in 50 ml of
HOWOH anhydrous ACN under argon. Then, ethyl bromoacetate (182 pl,
c d\ & SgH 3 X 1.6 mmol, 2.5 eq) is added and the mixture is heated at 80 °C
b@\l 11k N| ~  for 16 hours. At the end, K2COs is filtered and the solvent is

a COOH .
removed under vacuum. The product is used for the next step

Chemical Formula: C,3H,4N,Oq

Molecular Weight: 500.46 without purification. The crude product is dissolved in a mixture

of H20 (10 ml) and THF (5 ml) and lithium hydroxide (123 mg,
5.12 mmol, 8 eq). The solution is stirred for 16 hours at room temperature. At the end, the
solvent is evaporated and the crude product is purified by FPLC (C1s, , 97/3 H2O/MeOH to
50/50 H20/MeOH) to give Ls. 2 LiOH.H20 (150 mg) with a 41 % vyield.

'H NMR (MeOD, 400 MHz) : 6 2.82 (s, 2H, H10/H11); 3.68 (AB system, da = 3.60 , dg = 3.75,
4H, H6/8ax + H6/8eq); 3.75 (s, 2H, H10/H11); 4.42 (s, 1H, H9); 5.75 (s, 2H, H2/H4); 7.36 (m,
2H, Hb); 7.65 (m, 2H, Hd); 7.80 (m, 2H, Hc); 8.67 (m, 2H, Ha).

13C NMR (D20, 150 MHz): 6 50.83; 56.27; 59.10; 64.07; 72.81; 124.66; 127.54; 140.64;
146.92; 155.00; 170.92; 174.71; 176.56.

Mass Spectrometry: (ESI'/MS): m/z = 499.14 [M - H]; 505.15 Da [M — 2H + Li], calculated
for [C23H23N4Og]: 499.14 Da ; [C23H22N4OoLi] : 505.16 Da

Elemental Analysis: Calculated for C23H24N4O9.2(LIOH).H20, C, 48.78, H 4.98, N, 9.89.
Found: C,48.78, H, 5.02, N, 10.16.
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Ligand Lo
H,04R Potassium bicarbonate (111 mg, 0.80 mmol 2.2 eq) and
N7 \g chloromethylpyridinephosphonate 20?° (211 mg, 0.80 mmol,
10 =/ 2.2 eq) is added to a solution of 6 (150 mg, 0.36 mmol, 1leq)
e
08/N6 O in 40 ml of anhydrous acetonitrile under argon. The mixture
o PN OH is stirred for 16 hours at 60 °C. At the end, K>COs is filtered
c d\ \\2 oH 4 and the solvent is removed under vacuum. The crude product
\! 3N 177 N

is used without purification for the next step. It is therefore
dissolved in 10 ml of 6M HCI and stirred for 16 hours at
80 °C. Then, the solvent is evaporated and the product is
purified by FPLC (Cus, using H2O/ACN gradient from 97/3
to 80/20) to give Lo 3 HCI. 2.5 H,O (96 mg) with a 30 %
yield.

Chemical Formula: C3 1 H32N601 1 P2
Molecular Weight: 726.58

'H NMR (D20, 400 MHz): ¢ 3.55 (m, 2H, H6/8); 3.89 (s, 4H, H10+H11); 4.54 (s, 1H, H9);
4.81 (m, 2H, H6/8); 5.19 (m, 2H, H2/4); 6.82 (br, 1H, He/e’); 7.28 (br, 2H, Hb); 7.51 (br, 2H,
Hd); 7.85 (br, 2H, Hc); 7.91 (m, 1H, He/e’); 8.00 (m, 2H, H/f + Hg/g’); 8.18 (m, 1H, H/f");
8.22 (m, 3H, Hg/g’ + Ha/a’).

1P NMR (D20, 162 MHz): 6 6.49.

Mass Spectrometry: (ESI*/MS): m/z = 727.17 Da [M + H]", calculated for [C31H33NgO11P2]" :
727.17 Da.

Elemental Analysis: Calculated for C31H32NeO11P2.3(HCI).2.5(H20), C, 42.26, H 4.58, N, 9.54.
Found: C,42.33, H, 4.75, N, 9.77.
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Ligand L1

L1 (70 mg, 0.13 mmol, 1 eq) is dissolved
in H20 (2.5 ml) and DMF (2 ml). PDITC
(291 mg, 1.33 mmol, 10 eq) is then added
to the solution and the mixture is stirred
during 30 min. At the end, the excess of
PDITC is filtered. H20 is added to the
Chemical Formula: Cs;H7N-0-S, solution and the observed precipitate is

Molecular Weight: 719.83 filtered. The solvent is then removed

under vacuum at 35 °C to finally give
L11.3NaOH.H20 (77 mg) with a 69 % vyield.

H NMR (D20, 400 MHz): 6 1.62 (m, 2H, H12); 1.79 (m, 2H, H13); 1.88 (s, 3H, H15); 2.00
(m, 1H, H11/H11”); 2.20 (m, 1H, H11/H11’); 3.17 (AB system, oa = 3.13, 0 = 3.21, Jag =
12.3 Hz, 2H, H6/H8); 3.56 (m, 4H, H10 + H14 + H8/H6); 3.81 (m, 1H, H6/H8); 4.28 (s, 1H,
H9); 4.91 (m, 2H, H2 + H4); 7.23 (m, 2H, He/HY), 7.31 (m, 2H, He/Hf); 7.43 (m, 2H, Hd/Hd");
7.59 (m, 2H, Hb/HDb’); 7.86 (m, 2H, Hc/Hc’); 8.64 (m, 2H, Ha/Ha’).

Mass Spectrometry: (ESI"/MS): m/z = 720.23 Da [M + H*], calculated for [C3sH3sN707S2]",
720.23 Da.

Elemental Analysis: Calculated for C3sH41N707S2.3NaOH.H20, C, 47.60, H, 4.93, N, 11.43, S,
7.48. Found: C, 47.89, H, 4.92, N, 11.61, S, 7.24.
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Compound 22
10 Oxalyl chloride (58 pl
Haa 15 H 17 19 21 23 25 ’
HOOCMN\H/\/\/\/\/\/H 0.68 mmol, 3 eq) is
18 20 22 24 . . .
08 Ng O O 26 dissolved in a solution of
12112 Nyl A B
(@) 0] i i
g o oH[, d dodecanoic acid (67 mg,
C@ 3'? "N 0.33 mmol, 1.5 eq) at 0 °C
b a/N 11 N b under argon. The mixture
a|
is stirred at room
Chemical Formula: C4gHs9NsOg
Molecular Weight: 737.94 temperature for 3 hours.

Then, the solvent is
distilled at the vacuum ramp fitted with a trap and the colourless oil is dissolved in a mixture of
ACN (4 ml) and THF (4 ml). Compound 10 (150 mg, 0.22 mmol, 1 eq) and EtsN (94 pl, 0.67
mmol, 3 eq) are added to the mixture and the solution is stirred at room temperature for 16
hours. The solvent is then removed under vacuum and the crude product is purified by FPLC
(C1s, 97/3 H2O/ACN to 50/50 H.O/ACN) to give 22 (140 mg) with a 86 % vyield.

IH NMR (MeOD, 400 MHz) : 6 0.90 (t, J = 6.9 Hz, 3H, H27); 1.29 (m, 16H, H19-26); 1.63 (m,
4H, H14/H15 + H18); 1.74 (m, 2H, H14/H15); 1.89 (m, 1H, H13/13°); 2.21 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
H17); 2.31 (m, 4H, H13/13° + H11); 3.13 (m, 3H, H6/H8); 3.29 (m, 2H, H16); 3.39 (dd, J; =
10.0 Hz, J» = 4.5 Hz, 1H, H10); 3.57 (m, 1H, H6/8); 3.70 (s, 3H, H12/12°); 3.74 (s, 3H,
H12/12°); 4.41 (s, 1H, H9); 5.63 (s, 1H, H2/4); 5.64 (s, 1H, H2/4); 7.53 (m, 2H, Hb/b*); 7.77
(m, 2H, Hd/d’); 7.95 (td, J1= 7.8 Hz, J2 = 1.8 Hz, 2H, He/c’); 8.79 (m, 2H, Ha/a").

13C NMR (MeOD, 126 MHz): § 13.08; 22.34; 24.03; 25.77; 28.56; 28.95; 29.07(2 CH>); 29.22;
29.27; 29.34 (2 CH2); 31.76; 35.84; 38.88; 41.92; 48.87; 51.84; 51.88; 51.95; 52.32; 54.63;
65.74; 66.28; 66.93; 72.58; 124.71; 124.76; 127.28; 127.61; 137.51; 137.63; 149.11; 149.64;
151.51; 151.63; 166.94; 169.08; 172.32; 174.96.

Mass Spectrometry: (ESI*/MS): m/z = 738.43 Da [M + H]*, calculated for [C40HsoN5Og] "
738.44 Da.
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Ligand L1z

10
H

HooC 1242 14 N\n/16\/18\/20\/22\/24\/26
13 15 17 19 21 23 25

7
0g NgO o}

Chemical Formula: C3gH55N5Og
Molecular Weight: 709.89

Lithium hydroxide (23 mg, 0.95 mmol, 5.3 eq) is dissolved in a solution of 22 (140 mg, 0.18
mmol, 1 eq) in THF (6 ml) and H20 (14 ml). The mixture is stirred at room temperature for 2
days. At the end, the solvent is removed under vacuum, the crude product is dissolved in a
minimum of water and the pH is lowered to 2. The solution is purified by FPLC (C1s, 97/3
H2.O/ACN to 100 % ACN) to give L122.5LiCl (48 mg) with a 28 % yield.

'H NMR (MeOD, 400 MHz) : 6 0.9 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H26); 1.29 (m, 16H, H18-25); 1.63 (m,
4H, H13/H14 + H17); 1.74 (m, 2H, H13/H14); 1.89 (m, 1H, H12/12°); 2.21 (m, 2H, H16); 2.31
(m, 4H, H12/12° + H11); 3.11 (m, 3H, H6/HS); 3.30 (m, 2H, H15); 3.36 (m, 1H, H10); 3.57
(m, 1H, H6/8); 4.43 (s, 1H, H9); 5.58 (s, 1H, H2/4); 5.59 (s, 1H, H2/4); 7.53 (m, 2H, Hb); 7.77
(m, 2H, Hd); 7.95 (td, J1 = 7.8 Hz, J. = 1.8 Hz, 2H, Hc); 8.79 (m, 2H, Ha).

Mass Spectrometry: (ESI"/HRMS): m/z = 710.4113 Da [M + H]", calculated for [C3sHssNsOs]*
: 710.41 Da.

Elemental Analysis: Calculated for CsgHssNsOg.2.5(LiCl), C, 55.94, H, 6.79, N, 8.58. Found:
C,56.38, H, 6.71, N, 8.17.
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Synthese de ligands de type bispidine pour la complexation
du manganése(ll) et leurs applications a I'imagerie

Résumé

Ce travail de thése porte sur la synthése de ligands de type bispidine pour la complexation du
manganése(ll) et leurs applications a I'imagerie par résonance magnétique (IRM) et la tomographie
a émission de positrons (TEP). L'ion manganeése(ll) est hautement paramagnétique, posséde un
long temps de relaxation longitudinale électronique et sa cinétique d’échange avec les molécules
d’eau est rapide. Ces parameétres sont indispensables pour 'IRM. De plus, le manganése existe
aussi sous la forme du manganéese 52, un isotope radioactif émetteur de positrons, utilisable en
TEP.

Les ligands de type bispidine sont une famille de composés idéaux pour la complexation des
métaux. D’'une part leurs structures « en cage » rigides et préorganisées sont favorables a la
formation de complexes treés stables et d’autre part leur sélectivité pour un métal donné peut étre
modulée en fonction des substituants.

L’objectif a donc été de synthétiser et de caractériser des ligands de type bispidine et d’étudier la
stabilité thermodynamique, l'inertie cinétique et la relaxométrie des complexes de manganése(ll).
Ces travaux ont montré que bien que ces complexes aient une stabilité thermodynamique modeste,
ces derniers se distinguent par des inerties cinétiques exceptionnelles et par de hautes relaxivités.
Au vue de ces propriétés, le complexe le plus prometteur a fait I'objet d’études in vivo en IRM et en
TEP.

Mots-clés : bispidine, manganese, IRM, TEP, inertie cinétique.

Abstract

This PhD work report the synthesis of bispidine-type ligands for manganese(ll) complexation and
their applications to magnetic resonance imaging and positron emission tomography. Manganese(ll)
ion is highly paramagnetic, has a long electronic relaxation time and a fast water exchange kinetic.
These parameters are essential for MRI. Manganese also exists as manganese 52 a positron
emitting radionuclide well suited for PET.

Bispidine-type ligands are well adapted for metal complexation. Their cage-like structure are
favourable for the formation of stable complexes and their selectivity for one metal can be modulated
by changing the substituents.

The aim of this work was to synthesize and characterize bispidine-type ligands and study the
thermodynamic stability, the kinetic inertness and the relaxometry of the manganese(ll) complexes.
The results show that despite a modest thermodynamic stability, these complexes evidenced
unprecedented kinetic inertness and high relaxivities. The more promising complex has been used
for in vivo study in MRI and PET.

Keywords: bispidine, manganese, MRI, PET, kinetic inertness.



