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I. Introduction générale

I. Introduction générale

L’étude des actinides est un sujet scientifique majeur, ayant un impact économique,
politique, militaire et écologique colossal. En effet, depuis la découverte de la fission nucléaire
au milieu du 20°™¢ siécle, cette famille d’éléments radioactifs n’a eu de cesse d’étre étudiée, en
particulier I'uranium et le plutonium. Ces deux éléments radioactifs sont utilisés pour la
production d’énergie é€lectrique et pour la fabrication de 1I’arme atomique. Par le passé,
I’utilisation d’armes nucléaires (Hiroshima et Nagasaki puis les essais atmosphériques et sous-
marins) et des accidents industriels (Mayak, Tchernobyl, Fukushima) ont engendré des
pollutions importantes a long terme en rejetant des actinides dans I’environnement. Il est
capitale d’avoir les outils d’analyse nécessaires afin d’étudier I’évolution de ces contaminants
radioactifs. Le but de ces travaux a été de concevoir et de synthétiser de nouveaux chélateurs
bio-inspirés spécifiques aux actinides tétravalents, dans 1’idée de mettre au point un capteur
passif (DGT) permettant de suivre 1’évolution et la migration du plutonium dans les sols et

cours d’eaux contaminés.

1.1. Actinides

1.1.1. Géneralites

La série chimique des actinides comprend 15 éléments chimiques dont les propriétés
sont attribuées a la présence de l'orbitale 5f. Elle commence avec ’actinium, 89°™ élément de
la classification de Mendeleiev, et se termine avec le lawrencium, 103°™ élément. Pour
I’actinium et le thorium, la sous-couche 6d est plus basse en énergie que la 5f, d’ou leurs
configurations électroniques [Rn]7s?6d! et [Rn]7s?6d>. Plus on avance dans la famille, plus il y
a de protons dans les noyaux, et plus les orbitales 5f se contractent. Par conséquent les orbitales
5f deviennent plus stables que les orbitales 6d. Les éléments du protactinium au neptunium
présentent donc les configurations [Rn]7s*6d'5f" (avec n = 2 a 4) puis les orbitales 6d sont
complétement dépeuplées pour le plutonium et I’américium, qui présentent respectivement les
configurations [Rn]7s?5f% et [Rn]7s>5f7. Aprés ’américium, la forte stabilité associée au demi-
remplissage de la sous-couche 5f est telle que 1’¢lectron suivant est ajouté dans I’orbitale 6d.

Ainsi, le curium présente la configuration [Rn]7s26d'5f7. A partir du berkélium, les orbitales 6d

-15 -



I. Introduction générale

sont de nouveau vides, et les configurations [Rn]7s?5f" (avec n = 9 a 14) apparaissent jusqu’au
nobélium. Enfin, pour le lawrencium, la couche 5f est remplie, sa configuration électronique
est donc [Rn]7s%6d!5{4,.

Tous les éléments de la famille des actinides sont des radio¢léments. Ils possedent un
noyau atomique instable qui par une cascade de désintégrations spontanées, se transforme en
un noyau atomique de plus grande stabilité. Le processus libére un grande quantité d’énergie

qui, lors de ces désintégrations successives, peut prendre quatre formes : les rayonnements a,

B~ B our.

Le rayonnement a correspond a la libération d’un atome d’hélium par le noyau, il est

trés énergétique (> 4 MeV) mais peu pénétrant et concerne principalement les gros noyaux :

(*33Pu — 233U + ;He)

238 234 4
(“52U — “5oTh +3He)
Deux types de rayonnement [3 se distinguent :
Une particule B~ est émise lorsqu’un neutron se transforme en proton avec I’émission d’un
¢lectron et d’un anti neutrino, résultant a I’augmentation du numéro atomique du noyau d’une
unité.

233 235 0 0
(“51Pa — “53U + _je + 4v)

Une particule B* est émise lorsqu’un proton se transforme en neutron avec 1’émission d’un

positron et d’un neutrino, résultant a la diminution du numéro atomique du noyau d’une unité.
('5F — 130 + ,fe + ¢v)
Le rayonnement 3 est moins énergétique mais plus pénétrant que le rayonnement a.
Enfin, les rayons y résultant d’une désintégration peuvent parcourir une centaine de

meétres dans 1’air ou traverser plusieurs centimétres de plomb ou de béton. Ils sont beaucoup

plus pénétrants que les rayonnements a et 3, mais moins ionisants. Ils sont émis lorsqu’un noyau

-16 -



I. Introduction générale

libére un exces d’énergie sous forme de photon, aprés une excitation par un rayonnement o ou

B du milieu.

(“5oTh + gn — *55Th + y)

238 1 239
(“52U +on — “5U + )

Tous les types de radiation sont dangereux pour les organismes vivants. L.’exposition a
une dose importante de radiations provoque des brulures et maladies mais aussi des dommage
a longue durée comme des cancers dans les parties du corps ou s’accumulent les actinides. Par
exemple la contamination du plutonium sur les mammiféres est un sujet bien développé dans
la littérature. (1%

Le thorium-232 et 'uranium-238 ayant des périodes radioactives de plusieurs milliards
d’années, ainsi que 1I’'uranium-235, qui a un temps de demi-vie d’environ 700 millions d’années,
sont les seuls représentants de la série des actinides encore présents dans la nature. Ils sont
principalement présents sous forme de minerais dans la croite terrestre ou dans 1I’eau de mer
pour I'uranium. Les autres actinides sont anthropogéniques et sont issus des familles de
désintégration du thorium-232 ou de 1'uranium-238. La chimie des actinides est intimement
liée au développement de la filiere nucléaire. Tres tot, le développement de techniques physico-
chimiques de séparation a été essentiel pour extraire, purifier puis recycler les actinides majeurs
(uranium et plutonium). La chimie des actinides représente un défi, a cause de leur radioactivité
et de la variété de degrés d’oxydation qu’ils peuvent atteindre (Tableau 1). Cette abondance de
degrés d’oxydation qui touche les ¢léments du début de la famille est due a des orbitales 5f et
6d trés proches en énergie. Cela a pour effet, de mettre plus d’électrons a disposition pour
former des liaisons et de faire apparaitre une plus grande variété de degrés d’oxydation.
Néanmoins, a partir du curium, le degré d’oxydation III tend a se généraliser puisque les

orbitales 5f deviennent plus internes a cause de la contraction actinidique.

-17 -
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Tableau 1 : Degrés d’oxydation des actinides (en gras : les plus stables dans 1’eau).
Ac Th Pa U Np Pu Am Cm Bk Cf Es Fm Md No Lr
II II II II II 11
Imn I III III III III Im 1mor mor IIr I  I1Ir  IIn III 111
Iv. 1v 1v Iv 1Iv 1Iv 1V IV 1V

Vi VI VI VI
Vil vl VI

Dans ce tableau, les degrés d’oxydation les plus stables en milieux aqueux sont indiqués
en gras. Lorsque I’on s’intéresse a la pollution de milieux naturels par les actinides, ce sont les
seules especes a prendre en compte. En effet, au contact de 1’air et de 1’eau, les autres espéces
sont rapidement, a 1’échelle d’une contamination, oxydées ou réduites sous leur forme la plus
stable. Le but principal de cette étude étant de développer un capteur pour le Pu*’, il est
important de décrire plus en précision cet ion, I’autre actinide tétravalent : le Th*" ainsi que le

polluant actinidique majoritaire ’uranyle.

1.1.2. Uranium

L’uranium, 92°™ élément de la classification périodique, est un élément chimique
naturel radioactif de symbole U appartenant a la famille des actinides, que 1’on trouve en
abondance sur Terre (environ 3 g.t"! dans les sols granitiques ou sédimentaires et 3 mg.m™ dans
I’eau de mer). En 1789, le chimiste prussien Martin Heinrich Klaproth fut le premier a isoler
de I'uranium a partir de la pechblende sous sa forme d’oxyde. Puis, en 1841, Eugéne-Melchior
Péligot réussit a le réduire pour obtenir la forme métallique, ¢’est lui qui créa le terme « uranyle
» pour désigner I’ion di-oxouranium(VI) UO,?", il est aujourd’hui considéré comme le pére de
la chimie de I'uranium. Le « rayonnement pénétrant » de I’'uranium a été mis en évidence par

H. Becquerel en 1896 et confirmé par les travaux sur la radioactivité de P. et M. Curie.

Tableau 2 : Les principaux isotopes de I’'uranium

Isotope Temps de demi-vie (années) Abondance
U-238 4,46.10° 99,274 %
U-235 7,03.10° 0,720 %
U-234 2,45.10° 0,006 %
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I. Introduction générale

L’uranium naturel est compos¢ de trois isotopes radioactifs, mais en laboratoire, 24
isotopes de I’uranium ont été produits, du U-217 au U-242. L’U-238 et 1’U-235 sont les
ascendants des familles de désintégration 4n+2 et 4n+3. Avant la découverte de la fission de
1’U-235 par 1’équipe d’Enrico Fermi en décembre 1942, I’intérét pour I’uranium était limité.
Aprés il devient rapidement une ressources militaire et énergétique stratégique. La premiére
utilisation de I’énergie dégagée lors de la fission compléte de 1’U-235 (proche de 2x107
kWh.kg™!) fut, malheureusement, I’arme atomique (Hiroshima), depuis 1’U-235 sert
principalement a la production d’énergie, a la synthése d’autres actinides et a la production de

neutrons.

Aujourd’hui, I'uranium est une ressource fossile exploitée industriellement pour
satisfaire les besoins énergétiques de nos sociétés. L uranium se décline en cinq catégories de
composition isotopique : I’'uranium appauvri (UA) (< 0,71 % de U-235), I’'uranium naturel (UN)
(0,71 % de U-235), I’'uranium peu enrichi (de 0,71 a 20 % de U-235), 'uranium trés enrichi (de
20 a 90 % de U-235) et 'uranium militaire (> 90 % de U-235). L’UA est le produit secondaire
de I’enrichissement de I'uranium en U-235 et est utilis¢ dans I’industrie de I’armement pour
faire des blindages et des munitions. L’uranium peu enrichi et trés enrichi sont utilisés dans les
réacteurs de production d’énergie civile et militaire ainsi que dans les réacteurs scientifiques
(pour produire des radionucléides) et enfin I’uranium militaire sert pour 1’arme nucléaire.

L’uranium, comme tous les actinides, posséde plusieurs degrés d’oxydation stables ou
instables selon les conditions : +III (U*), +IV (U*"), +V (UO?*"), +VI (UO2**) et 0 (U). En
milieu aqueux, 1’uranyle (UO2?") va prédominer, étant donné que les formes +III, +IV, +V, et

0 vont s’oxyder en UO2*".

E°(/E.N.H)

0, H,0 +1.23V
U0, U+ +0613V
U0, U* +0,338V
uo;* UO,* +0,063V
H,0 H, ov

™ us* -0,607V

U3+ yo -180V

Figure 1 : Potentiels standards des couples redox de I’uranium en solution.
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I. Introduction générale

L’uranyle, est un systéme linéaire [O=U=0]?" trés stable. Comme Denning et al. I’ont
montré,Bl des recouvrements symétriques ont lieu entre les orbitales atomiques (OA) 6d de
I’uranium et les OA 2p de I’oxygene pour former les orbitales moléculaires (OM) liantes 36, et
2m,. Le plutonium, le neptunium, et ’américium, en conditions oxydantes, peuvent aussi étre
trouvés sous leur forme actinyle {AnO; ?*}. Cette forme trans di-oxo est propre aux actinides
a cause de la présence des orbitales 5 fz}. Comme tous les autres cations actinides, ’uranyle est
un acide dur, d’ou sa forte affinité pour les bases dures oxygénées telles que les ions carboxylate
ou phosphonate. L’encombrement stérique provoqué par les groupements oxo, entraine un
recouvrement orbitalaire métal/ligand dans le plan équatorial et les transferts électroniques se
feront préférentiellement du ligand vers les OAs d ou f du métal. L’effet d’un ligand donneur
sur I'uranyle se traduit par I’affaiblissement de la liaison O=U=0 et donc par une diminution
formelle de I’ordre de liaison. Ainsi, cet affaiblissement de la liaison O=U=0 est observable en
spectroscopie infrarouge. En effet, la bande de vibration antisymétrique de la liaison U-O va se
décaler de 960 cm™ pour un complexe pentaaquo a environ 920 cm™' dans le cas d’une
coordination par des fonctions phosphates.l*] Dans le milieu biologique, ’uranyle est le plus
souvent complexé aux métabolites ou aux protéines ayant des groupements carbonate ou
phosphate. La toxicité de I'uranium pour I’homme et I’animal va donc dépendre de sa forme
isotopique. L’UA ou I’UN, sous leur forme bio-disponible (uranyle), sont chimiotoxiques et
peuvent causer des dommages aux reins, alors que les formes isotopiques les plus riches en U-

235 sont radiotoxiques et causent divers types de cancers (leucémie, cancers des o0s).

1.1.3. Actinides tétravalents

- Thorium

Le thorium, 90e élément du tableau périodique, est un actinides de symbole Th. Il a été
découvert en 1828 par Jons Jacob Berzelius, un chimiste suédois. Le thorium est un élément
abondant sur terre, principalement contenu dans les roches, ou il est lié a I'uranium (thorianite,
uranothorianite) ou aux terres rares (Ce, La, Y). Sa production provient de l'extraction des
lanthanides du sable de monazite. L'attractivité commerciale du thorium est bien moindre que
celle de I'uranium. En effet, méme s'il a été utilisé dans certains domaines comme en médecine
avec le Thorotrast® (agent de contraste pour la radiographie), pour la catalyse (oxydation de

I'ammoniac) ou dans la fabrication de tubes pour lampes a incandescence, les quantités utilisées
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restent encore faibles. De plus, sa (faible) radioactivité I'a conduit a étre supplanté dans la
plupart de ces applications. Aujourd'hui, le thorium pourrait étre un élément d'avenir pour
l'industrie de 1'énergie nucléaire avec le développement de réacteurs basés sur le cycle du
thorium. En effet, comme les réserves d'uranium exploitable sont limitées, le thorium-232 (Th-
232) pourrait étre une alternative au Pu-239 et a I'U-235. Dans la nature, le principal isotope du
thorium est le Th-232, bien que des traces de Th-228, Th-230, Th-231 et Th-234 puissent étre
observées. Artificiellement, 32 isotopes du thorium ont été identifiés et synthétisés (Th-207 a
Th-238)

Le thorium ne peut atteindre que deux états d’oxydation, +IIT et +IV, mais seul le degré +IV
est stable en solution. Il a pour configuration électronique [Rn] 6d° 7s° et son hypervalence
I’oblige a s’entourer d’un grand nombre de ligands (jusqu'a 12 pour sa sphére d’hydratation).
En temps qu’acide fort, le Th(IV) a une grande affinité pour les bases dures (hydroxyde,
carboxylate, phosphonate) et va facilement s hydrolyser en solution aqueuse pour former des
complexes Thy(OH),“™™* tout comme 1’élément auquel il est souvent comparé, le Pu(IV). Les
constantes rapportées (log Bn) pour la formation de I’hydroxyde de Th(IV) sont égales a 11,8 ;
22,0 ;31,0 et 39,0 pour n = 1, 2, 3 et 451, De fagon analogue au Pu(IV), le Th(IV) s’hydrolyse
facilement pour ensuite former des phases colloidales par condensation. Dans ce projet, 1’ intérét
porté au Th(IV), vient de la possibilité de pouvoir I’utiliser comme mime de notre cible, le Pu*'.
La seule différence majeure entre ces ions étant leur rayon ionique (Th(IV) : 1,048 A et Pu(IV) :
0,962 A). Le Pu-239, a cause de sa radioactivité et de sa toxicité, présente des difficultés de
manipulation. En comparaison, la faible radioactivité est un atout du thorium et c’est ce qui lui

permet d’étre utilisé en laboratoire sans un équipement spécifique complet.
Plutonium
Le plutonium, 94°™ ¢lément du tableau périodique, est un actinide de symbole Pu. Cet
¢lément possede 20 isotopes (de Pu-228 a Pu-247). Le plutonium a été¢ généré pour la premiére
fois par 1’équipe de G. T. Seaborg par transmutation de I’'uranium en neptunium, suivi de la

désintégration B :16]

(*52U + 1H — *53Np + 2 gn)

(*38Np e 238Pu)
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C’est I’isotope 239 du plutonium (T2 = 24000 ans) qui se révele le plus intéressant de
par ’immense quantité d’énergie (2,3x10” kWh.kg!) produite par sa fission ce qui lui a valu
d’étre utilisé pour faire des armes atomiques. Le Pu-239 est généré par absorption neutronique

de I’U-238 suivie par une double désintégration .

238 1 239
(“52U + on — “5U + )

(U = BNp > Pu)

Le plutonium dans I’environnement est principalement d’origine anthropogénique. 11
est issu des essais nucléaires atmosphériques et sous-marins, des accidents nucléaires (Mayak,
Tchernobyl), des fuites et rejets industriels. Le plutonium, comme le neptunium et I’américium,
posseéde un grand nombre de degrés d’oxydation (de +III a +VII) qui rend sa chimie unique et
particuliérement complexe. En solution, bien que le degré +1V soit le plus stable, des complexes
stables de Pu(III) et de Pu(V) avec des ligands organiques ont été observés sur des plages de
pH bien précises. En solution aqueuse, le Pu(IV) qui est hypervalent, va se stabiliser en se
constituant une sphére de coordination incluant 8 ou 9 atomes donneurs. En tant que ’'un des
¢léments les plus acides et durs selon la théorie HSAB, le Pu(IV) présente de fortes affinités
pour les ions hydroxyde, carboxylate ou phosphonate. Malgré tout, de par sa dangerosité et sa
tendance a se désintégrer en s’irradiant lui-méme, le plutonium est I'un des derniers éléments
dont les connaissances actuelles sur sa chimie de coordination sont, encore a ce jour,

incomplétes.
Similarités avec l’ion ferrique

Comme le montre K. N. Raymond et son équipe dans une revue traitant des séquestrants

du plutonium!”, les ions Pu*" et Fe** partagent de nombreuses similarités :
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Tableau 3 : Similarités entre les ions Pu (IV) et Fe (III).

Pu (IV) Fe (IIT)
Charge/rayon ionique (Z/r) 4/0,93 =4,3 3/0,65 =4,6
Pu(OH); — Pu*" + 40H" Fe(OH); — Fe’* + 30H"
K =107 (10" par OH") K=107* (10" par OH")
Constantes d’hydrolyse
Pu*" + H,O — Pu(OH)*" + H" Fe*" + H,0 — Fe(OH)*" + H'
K =0,031 (dans HCIOy4) K =0,0009

Chez les mammiféres le Pu*" est transporté dans le plasma sanguin
sous la forme d’un complexe de transferrine, 1’agent de transport
Comportement biologique  habituel du Fe**. Le Pu*" se lie aux mémes sites que le Fe’". Dans le
foie, Pu*" forme des complexe de ferritine, la protéine de stockage du

fer.

Entre les deux ions, des similarités physiques sont observable, telle que la valeur du
rapport charge/rayon ionique proche, mais aussi des similarité chimiques. Ce sont deux acides
forts de Lewis avec une grande affinité avec les donneur durs comme les atomes d’oxygéne,
formant des complexes extrémement stables avec 1’ion hydroxyde. La comparaison ne s’arréte
pas la. En effet, en milieu biologique, le plutonium utilise les mémes canaux de transport que
le fer (Tableau 3). Pour concevoir de nouveaux séquestrants pour les actinides tétravalents, il
est capitale de s’appuyer sur la famille de molécules qui transportent naturellement le fer : les

sidérophores.
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1.2. Sidérophores

1.2.1. Generalites

Le fer est un élément essentiel pour presque tous les organismes vivants. En effet, sa
capacité¢ a facilement échanger des électrons en fait un cofacteur de choix dans diverses
réactions biochimiques vitales. Peu soluble en conditions aérobiques et en milieux neutres et
alcalins, le fer est peu biodisponible. Pour contourner cette faible disponibilité, une grande
partie des microorganismes ont développé la capacité de sécréter des chélateurs hydrosolubles
spécifiques au fer. Toutes ces molécules, aussi variées et nombreuses soient-elles, sont
regroupées en une famille : les sidérophores, terme venant du grec, littéralement « porteur de
fer ». Environ 600 sidérophores différents ont été isolés, provenant des sols mais aussi d’eaux
salées ou non. Apres avoir absorbé le complexe fer-sidérophore, le microorganisme va réduire
le Fe(Ill) en Fe(Il), rendant le complexe considérablement moins stable et permettant la
libération du fer dans 1’organisme.

Les sidérophores sont habituellement classés en quatre familles selon leurs groupements

chélateurs.
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1.2.2. Familles de sidérophores

- Siderophores catécholates

La premiére des quatre familles de siderophores est constituée de O@
ligands dont les groupements chélateurs sont des fonctions catécholate.
Comme nous pouvons le voir parmi les exemples (Figure 3), le nombre O@

de groupements chélateurs est variable de un a trois. Trois catécholates

Figure 2 :
suffisent pour compléter totalement la sphére de coordination de I’ion Groupement
ferrique catécholate.

OH
OH
OH
OH
H HN™ O
HoN © OH o \\‘)_/ OH
2 \/\/\N O H H
H N o~ N~N COH
0 0
aminocheline fluvinbactine
HO
HO
HN™ 0
0]
O 0.0
O
o)
N NH OH
o
OH o} OH
OH
entérobactine

Figure 3 : Exemples de sidérophores catécholates.
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- Siderophores hydroxamates

La deuxiéme familles de siderophores est constituée de ligands dont R}ﬁ R
N

les groupements chélateurs sont des acides hydroxamiques. Jd P

Figure 4 :
Groupement
hydroxamate.

O H CI)H 0] O
N
H2N/\/\/\NJ\/\H/N\/\/\/ NHWNJ\
OH 0] O OH

° HO, kf(“\/& N.
O N T o}or OH

Desferrioxamine E (DFE) Ferrichrome
A I
07 N AN NH OH

OH HN\[H .,,/\/N\fo
0

Acide rhodotorulique

Figure 5 : Exemples de sidérophores hydroxamiques.

- autres groupements chélateurs
Hormis les catéchols et acides hydroxamiques, il existe deux autres groupements chélateurs

pouvant &tre portés par les sidérophores : les hydroxycarboxylate et une thiazoline couplé a un

phénolate ou un carboxylate.
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©
0. 0© <EL8 Oj:O
RiOH SN SN
R R

Hydroxycarboxylate Thiazolines couplées

Figure 6 : Autres groupements chélateurs des sidérophores.

H
HO O OH
Acide citrique NS
i
X

O~ OH

HO

H
o Oj/\o/\ﬁ O OH
H H OH

Rhizobactine Pyocheline

Figure 7 : Exemples de sidérophores avec des groupements hydroxycarboxylates et thiazolines.

En dehors de ces exemples, trés peu de sidérophores utilisant seulement un type de ces
groupement chélateurs ont été décrits. C’est la raison pour laquelle ces groupements chélateurs
ne forme pas une famille de sidérophore. Pourtant, ces groupements vont pouvoir étre observés

dans la derni¢re famille, celles des sidérophores mixtes.
- Sidérophores mixtes

Cette derni¢re famille est composée par tous les sidérophores incorporant différents

groupements chélateurs.
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n =1 : Shizokinen, n =3 : Arthrobactine

. m” s MM

HO

Pseudobactine

HN NH,

Exocheline MN

Figure 8 : Exemples de sidérophores mixtes.

H OH
NWN
© o
§ N
HN N “OH
0 o)
NH,

Certains sidérophores sont extrémement rares et il y en a surement encore a découvrir.

D’autres sont commun et peuvent étre observés dans tous types de sols. Une étude d’un sol

calcaire par I’équipe de Boiteau 8] montre qu’il est possible, par séparation chromatographique

de haute précision, d’identifier les différents siderophores d’un milieu. Dans leur étude, les

sidérophores les plus abondants sont 1’enterobactine (Figure 3), les ferrioxamines (DFO, DFE)

(Figure 5), les citrates di-hydroxamates (shizokinen, arthrobactine) ainsi que la pseudobactine

(Figure 8). La quantité de sidérophores est directement liée a I’abondance des microorganismes

qui les produisent. Les quatre types de sidérophores évoqués dans 1’étude sont respectivement

produits par les entérobactéries, les streptomyces, les cyanobactéries et les pseudomonas, des

bactéries communes du microbiote du sol.
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1.3. Acides hydroxamiques

Pour cette étude et pour la synthése de nouveaux ligands spécifiques aux actinides

tétravalents nous avons décidé de nous focaliser vers le groupement acide hydroxamique.
1.3.1. Hydroxamates linéaires

- Complexes monohydroxamate

De par ses deux atomes d’oxygeéne donneurs durs, le groupement hydroxamate est un
excellent chélateur de métaux « acides de Lewis », tels que I’ion ferrique. Avec le catéchol,
c’est le groupement le plus répandu chez les sidérophores. Mais a partir des années 1970, les
acides hydroxamiques ont été étudiés et utilisés afin de chélater d’autre métaux acides de Lewis

d’intérét comme les actinides.

Dés 1979, I’équipe de Raymond décrit dans la littérature 0 O
I’oxydation aérobie de U(IV) en U(VI) stabilisé par la formation d’un ©)L N

complexe de PhBAH. ]
Figure 9 : PhBAH.

Trois ans plus tard, cette méme équipe développe le premier concept de séquestrants

spécifiques d’actinides tétravalents en utilisant quatre monohydroxamates. [1%]

Figure 10 : Structure et figure ORTEP de Th[i-PrN(O)C(O)-t-Bu]a.
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Le ligand wutilis¢ était le N-isopropyl-2,2-diméthylpropanehydroxamate. Une
purification par sublimation du complexe et une recristallisation dans I’heptane ont permis aux
auteurs d’obtenir des cristaux de qualité suffisante pour effectuer une étude

radiocristallographique.

- Desferrioxamine B (DFO)

o) H OH O 0]
@ I
Hanw)WN\/\/\/NNH/\/\/\NJ\
OH ) O OH

Figure 11 : Formule chimique de la desferrioxamine B ((DFO)H4") sous sa forme tétraprotonée.

La desferrioxamine B (DFO) est I’un des sidérophores les plus répandu dans I’environnement.
Cet acide trihydroxamiques est commercialisé en tant que médicament, sous le nom Desferal®,
pour traiter la surcharge de fer dans le corps. Sa relative facilit¢é d’obtention (culture
microbienne) et I’excellente stabilité du complexe ferrique en ont fait un sujet d’étude
privilégié. Depuis les années 60, la stabilité des complexes de DFO avec un large spectre de
cation métallique a été mesuré. [1I-14], Kiss et son équipe ont regroupé ses résultats sous la forme

d’une relation d’énergie libre (Figure 12) [13] qui n’a cessé d’étre enrichie au fil des années.
g g q

35 -
a Pu
Fe
30 4 LA
Ga A
3+
Th.;o A Bi
. 25" ) Am‘)" , AIS'A
o Nd™, Sm”, Eu” e
S 201 Gd™, Ho™, Lu™ "
N \ e UO,2*
(@)] 1 5 . 2+ cm®
O Zn cu®
> N 3?
10 - NTAS LaTa oy
Ccd g™ co™
Mn**
51 o o
sr’
O T 1 1 1 1 || 1
0 2 4 6 8 10 12 14
log KMOH

Figure 12 : Diagramme d’énergie libre représentant la variation de la constante de complexation de

différent cation par la DFO en fonction de la constante de premiére hydroxylation.
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Les cations métalliques sont placés sur ce graphique en fonction de leur constante de
complexation avec la DFO (ordonnée) et de leur constante de premiére hydroxylation
(abscisse). En d’autres termes, ce graphique montre la corrélation entre la stabilité des
complexes de DFO et I’acidité des cations métalliques. Comme attendu, la DFO forme avec le
Fe’" un complexe extrémement stable seulement surclassé par le complexe DFO-Pu. Tous les
points sont proches d’une droite de fonction f(x) = 2,46 x, ce qui nous permet de proposer la loi

empirique :

log K’mproy = 2,46 log Kmon

Cette loi, bien qu’approximative, nous permet d’avoir un ordre de grandeur de la
constante de complexation de la DFO avec tous les autres cations métalliques. Par exemple,
pour Zr*": log Kzon = 13,46 alors on peut estimer log K zproy ~ 33,1. Cette excellente
constante est le point de départ de I’utilisation de la DFO pour la séquestration du 8Zr [15:16] en
imagerie par tomographie a émission de positron (TEP), technique qui connait a I’heure actuelle

un fort essor a 1’échelle clinique.

Des recherches sur I’impact de la DFO sur la mobilité des radioéléments polluants dans
les sols, en particulier du plutonium, ont été publiées.l!’-!°] Les microorganismes ne pouvant
pas faire la différence entre les complexe Fe-DFO et Pu-DFO, ce dernier est assimilé par les
bactéries Gram négatif et pénétre le cytoplasme en se substituant au fer dans toutes les protéines

impliqué dans le transport de ce dernier sans altérer leur biochimie.

1.3.2. Hydroxamate cyclique, PIPO

- Présentation

A P’instar de la pseudocheline ou 1’exocheline MN (Figure 8), certains sidérophores
portent un groupement hydroxamate cyclique. D’aprés la littérature, 1’exocheline MN[2Y1 forme
un complexe avec le Fe’" largement plus stable que le complexe Fe-DFO (logreexmn = 38 >

logreroyn = 31), outre la différence de structure des deux siderophores, une raison principale
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de cette meilleur stabilité est la présence de cet hydroxamate cyclique. Une étude approfondie

sur les groupements acides hydroxamiques linéaire et cyclique a été réalisée au laboratoire.[?!-?]

HeG  CHs HsG O
//C—N e //C—N\
\
O OH O CHs
Cis- trans-

Figure 13 : Echange de conformation cis-trans du groupement acide hydroxamique.

Les résultats montrent qu’en solution aqueuse, les acides hydroxamiques adoptent en
grande majorité la conformation trans, avec un rapport trans/cis de 3/1 a 25 °C dans le cas de
I’acide N-méthyl acétohydroxamique (NMA). Les formes les plus simple d’acide
hydroxamique linéaire, le NMA, et cyclique le 1-hydroxypiperidine-2-one (PIPO) sont
complexés sur uranyle. L’étude comparative de coordination permet de mesurer les avantages

de la forme cyclique.

- ¢

O OH o) bH

Acide N-méthylacétohydroxamique 1-Hydroxypiperidine-2-one
NMA PIPO
Figure 14 : Structure du NMA et du PIPO.

Seule la conformation cis est capable de chélater un centre métallique, le NMA,
majoritairement trans, doit donc changer de conformation. Pour le PIPO, la structure cyclique
de la molécule bloque le groupement chélateur hydroxamate en forme cis. L’avantage du PIPO
sur le NMA s’explique par le surcotit en énergie nécessaire pour réaliser le changement de
conformation. Les résultats de I’étude révelent que le PIPO est a la fois une base plus forte que
NMA mais aussi qu’il va former des complexes plus stables(dans ce cas avec UO2?" : log Kpipom

est plus grand de prés d’un ordre de grandeur que Knmawm).

Les motifs hydroxamiques cycliques PIPO mais aussi AZEPO (Figure 15) présentent

un réel avantage par rapport a leurs analogues linéaires. Nous allons ici développer les

-32-



I. Introduction générale

différentes méthodes de synthése décrites dans la littérature en nous focalisant sur le motif

PIPO, depuis la premicre, décrite en 1961, a celle que nous avons utilisé dans nos travaux.

OH Ho ©
1-hydroxypiperidine-2-one 1-hydroxyazepan-2-one
PIPO AZEPO
Figure 15 : Structures des acides hydroxamiques cycliques PIPO et AZEPO.

- Synthese d’acides hydroxamiques cycliques non substitués

Nos travaux de recherche se sont focalisés sur le PIPO et ses dérivés. Comparé au ligand
AZEPO, Le PIPO forme un cycle a 6 chainons au lieu de 7, ce qui lui confére une plus grande
rigidité et de ce fait favorise la formation de complexes homoleptiques. De plus, le PIPO a été
d’avantage décrit dans la littérature ce qui nous permet d’avoir accés a des données structuralles
par diffraction des rayons X,[?*! des études de coordinations [?>24 ainsi que de plus nombreuses
voies de synthése. Ces synthéses, bien que certaines soient applicables pour la formation de

I’AZEPO, présentent le plus souvent de bien meilleur rendement pour la formation du PIPO.

o] : o . @
Voie A OH Voie B
R. .OH N~ NH NH
+ H  — e — ou

Schéma 1 : Voies de rétrosynthése du PIPO non substitué.

Il existe plusieurs approches pour former 1’acide hydroxamique cyclique PIPO.
Historiquement, Panizzi ef al. (1961) ont développé une réaction d’extension de cycle [23(Voie
A du Schéma 1). Cette réaction repose sur I’action de 1’acide de Piloty qui va réagir avec une

cétone cyclique en milieu fortement basique (Schéma 2).
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HN’OH ')
0 e
0=8=0 NaOH
( + T . N-OH
- EtOH ( -

Schéma 2 : Synthése d’acides hydroxamiques cycliques par extension de cycle.

Par la suite, King et Banerjeel®*! ont optimisé cette réaction pour obtenir un rendement
de 69 % pour le PIPO. Les rendements de synthése d’autres acides hydroxamiques cycliques a

5 et 7 atomes sont bien plus faibles, respectivement 39 % et 5 %.

L’oxydation d’une amine cyclique peut conduire a un acide hydroxamique (Voie B du
Schéma 1). 11 existe peu d’exemples d’une telle réaction dans la littérature. Black et al. ont
réussi I’oxydation d’un lactime, par le m-CPBA, pour former I’AZEPO.!*6! Le rendement global
de la réaction est cependant tres faible, de 1’ordre de 3 %.

Plus tard, d’autres groupes ont tenté cette approche avec davantage de succes, tel que
Murahashi et al. qui ont réussi ’oxydation de la 1,2,3,4-tétrehydroquinoleine en 1’acide

hydroxamique correspondant avec un rendement de 82 % (Schéma 3).1?7]

H :
@E\‘j H,0,/Na,WO, N._O
—_—
MeOH

Schéma 3 : Oxydation de la 1,2,3,4-tétrahyroquinoleine en acide hydroxamique.

Cette oxydation « one pot » est catalysée par du tungstate de sodium. Cependant, bien
qu’efficace, cette méthode de synthése ne fonctionne que sur des bicycles et ne donne aucun

résultat concluant avec la pipéridine pour former le PIPO.

Les résultats les plus concluants ont été décrits par Neset ef al. qui a réussi a oxyder de
nombreuses amines secondaires cycliques en leur acide hydroxamique correspondant en

utilisant le diméthyldioxirane comme oxydant (Schéma 4).[28]
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_H ><'o _OH
N N
Acetone
0°C

Schéma 4 : Oxydation d’une amine cyclique par le diméthyldioxirane.

Les auteurs ont ainsi isolé le PIPO avec un rendement de 71 %. A notre connaissance,

cette méthode n’a pas été explorée pour synthétiser I’AZEPO.

- Synthese d’acides hydroxamiques cycliques substitués

Afin de synthétiser des ligands porteurs de plusieurs fonctions hydroxamique de type
PIPO, ce dernier doit posséder dans sa structure une fonction d’encrage, afin de le greffer sur
une plateforme « téte de pont » linéaire ou branchée. Trois voies de syntheése de PIPO substitués

ont été décrites dans la littérature (Schéma 5).

o) o) O
R .OH R OH R
N N~ OH OH
+ -~ 4 Br
P — j H — ﬁ H,oN N
Voie C
Q Voie D H R R
RO N o HN o
——> HO —
OH OH
Voie E

(@]
ano. M ; 0
NK/O\/R BnO\HJJ\OJ

Schéma 5 : Voies de rétrosynthese de dérivés substitués du PIPO.

Une de ces voies de synthese consiste a utiliser une réaction de métathese, catalysé par

un réactif de Grubbs de deuxieme génération, pour cycliser I’hydroxamate sur lui-méme (voie
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C, Schéma 5). Nous n’avons pas privilégié cette méthode, car bien que plusieurs groupes aient
utilisé cette approche avec succes pour synthétiser des acides hydroxamiques cycliques a 7

atomes!?+293%1i] existe un unique exemple décrivant la synthése du PIPO substitués.?!!

Dans les travaux de synthése totale du sidérophore exochelin MN, Miller ef al. B2 ont
synthétisé le cycle PIPO en faisant réagir une nitrone sur un acide carboxylique (Voie D,
Schéma 5 et Schéma 6). Dans ce cas, le groupe fonctionnel d’ancrage R est une amine primaire.

)
1) PhCHO, KOH, MeOH o
1) HCI, TFA, Hexane

NH, 2) mCPBA, MeOH N« _Ph
3) TFA, DCM ol 2) EDC,HOBt, MeCN
O > (e} > N
CbzHN 80 % CbzHN 53 % CbzHN “OH

OH OH O

Schéma 6 : Synthése du PIPO substitué selon la méthode de Miller. 32

La nitrone est synthétisée a partir de I’ornithine, dont 1’atome d’azote est protégé par un
Cbz, de benzaldéhyde et de m-CPBA. Aprés déprotection de la fonction hydroxylamine en
milieu acide, la cyclisation est réalisée avec un bon rendement. Ces auteurs ont utilisé cette
approche pour la synthése du groupement AZEPO lors de la synthése total du sidérophore

Mycobactine S.133]

Les méthodes de synthése proposées par Miller sont attrayantes en raison de leurs bons
rendements et de la mise en jeu de réactifs commerciaux, notamment d’acides aminés qui
permettent de controler la chiralité du carbone porteur de la fonction amine. La déprotection du
groupement Cbz permet d’utiliser I’amine comme fonction d’ancrage du groupement PIPO. En
revanche, si I’on cherche a utiliser une autre fonction d’ancrage que 1’amine, cette voie de
synthése est trop limitante. Cette méthode ne permetant pas d’ancrer les chélateurs PIPO sur
des polyamines linéaires ou branchés, nous avons donc décidé de nous tourner vers 1’approche
de Gopalan ef al. (Voie E Schéma 5) qui offre une plus grande liberté sur la diversité des

substituants du cycle PIPO.[**

-36 -



I. Introduction générale

9] 0
(0] BnO
BnO. >
Bno. JL J Br(CHp)n,sEWG nO NJ\OJ LMHDS l\i}iEWG
n

N 9 K,CO, MeON K(\/)/\/EWG THF
n

Schéma 7 : Synthése du PIPO substitué selon la méthode de Gopalan.!

n={1,2,3}

34]

Le benzyloxycarbamate d’éthyle, est mis a réagir avec une grande variété de dérivés
bromés, de tailles variables (n = 1, 2, 3) porteurs de différents groupes €lectroattracteurs en bout
de chaine (EWG = SO;Ph; CO:Et; CN ; PO(OEt), ; SOPh). La cyclisation est réalisée en
milieu basique et la température a été optimisée pour chaque précurseur (de —78 a 25 °C). Par
cette approche, le groupe de Gopalan a synthétisé une palette d’acides hydroxamiques cycliques
de taille variable et porteurs de différentes fonctions d’ancrage en position o du groupe

carbonyle. Les rendements sont excellents, avoisinants les 80 % pour la grande majorité d’entre

eux.
1.3.3. Hydroxamate cyclique, HOPO
Une derniére forme d’acide hydroxamique aromatique
a pu étre isolée par culture bactérienne de Pseudomonas 7\
alcaligeues.|*>! Cette forme quasiment unique d’hydroxamate N
dans les sidérophore est appelé HOPO. Bien qu’extrémement Ho 0
Figure 16 :

rare dans la nature, le HOPO a suscité un grand intérét quant a
1-Hydroxy-2(1H)pyridinone

1,2-HOPO.

la production de nouveaux chélateurs. La molécule est le centre
des recherches de 1’équipe de Raymond depuis les années
1980.036:371

I1 est important de préciser qu’a partir de ce point le terme HOPO fera toujours référence

au 1,2-HOPO.

H
NN .OH N o) qo
(@] = OH OH
1,2-HOPO 3,2-HOPO 3,4-HOPO

Figure 17 : Structures des différents isoméres du HOPO.
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Bien qu’intéressants pour la chélation, étant des analogues de catéchols, les isomeéres
3,2-HOPO et 3,4-HOPO ne sont pas des acides hydroxamiques et de ce fait, ne seront pas

discutés dans la suite de ces travaux.

La synthése du HOPO est assez simple et maitrisée depuis plusieurs décennies,*®! mais

ce groupement chélateur présente plusieurs désavantages vis-a-vis du PIPO.

o o

OH o) @0

= - —Ht = - = -
N H N |N@
X0 X0 X0

Schéma 8 : Mésomérie du HOPO déprotoné.

L’aromaticité du cycle favorise les échanges tautomériques au sein de la molécule
déprotonée, ce qui a pour effet d’augmenter ’acidité de celle-ci et donc de diminuer son affinité
vis-a-vis des cations métalliques « acide de Lewis ». De plus, le cycle aromatique confére une

certaine hydrophobie.

Pour toutes les raisons évoquées, des trois formes d’acide hydroxamique présentées,
c’est le groupement PIPO qui présente les plus grands avantages pour la synthése de nouveaux

ligands hydroxamates. De plus, c’est la voie qui a le moins été explorée dans la littérature.

1.4. Ligands tétrahydroxamates

La grande majorité des sidérophores possédent trois sites de chélation, leurs permettant
de compléter la sphére de coordination de I’ion ferrique hexacoordiné. Bien qu’ils soient
capables de chélater des cations métalliques tétravalents (Zr**, Th**, Pu*"), ils ont besoin de co-

chélateurs, le plus souvent de deux molécules d’eau.
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Figure 18 : Structure DFT optimisée du complexe [**Zr HDFO)(H,0),]*".l'")

Afin d’accroitre la stabilité des complexes de métaux tétravalents, nous avons choisi de
synthétiser de nouveaux ligands portant quatre groupements hydroxamate. Ce chapitre présente

un état de I’art des différents acides tétrahydroxamiques existants.

1.4.1. Ligands tétrahydroxamate linéaires

Les premieres a proposer un ligand linéaire possédant quatre groupements acides
hydroxamiques furent Santos et son équipe,¥! dans un but de chélation du plutonium. Le

H4sCDTMAHA n’a malheureusement jamais montré de résultats probants.

’ |
N
HOT NN N N-oH

°Le
\ll\l O O [}l/
OH OH

Figure 19 : Structure du HCDTMAHA ¥

Ces dix dernieres années, la DFO fut le chélateur le plus utilisé pour le marquage
d’anticorps avec le ¥Zr pour I’imagerie TEP. Pourtant, des études ont montré que la stabilité
du complexe 3°Zr-DFO in vivo est limité, provoquant une accumulation de 8Zr dans la moelle
osseuse.l'%3% Le zirconium demande une octacoordination afin de former un complexe stable.
Cette derniere décennie, de nombreuses équipes ont proposé de nouveaux ligands

tétrahydroxamates afin de répondre a la demande.*!
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En 2014, I’équipe de Mindt a publi¢ la synthese d’une version étendu de la DFO en lui
ajoutant un groupement acide hydroxamique, appelé DFO*.[*!] Trois ans plus tard, ce méme
groupe a revu complétement la synthése de leur ligand, incorporant des fonctions €ther au
milieu des chaines carbonées pour une meilleur hydrosolubilité : cette version fut appelé

oxoDFO*.14]

o)

a 0 o o
)]\N/\/\/\NJ\/\W NN J\/\WN\/\/\/NHZ
OH H 0 : o)
b. 0 (¢} (¢} (I)H
)J\N/\/O\/\N)W \”/\)J\ )j\/WN\/\O/\/NHQ
OH H 0 o)

Figure 20 : a) Structure de DFO* ;! b) Structure de oxo-DFO*.[*!

Dans la méme période, en s’inspirant de la DFE (Figure 5), I’équipe de Brechbiel mit
au point une méthode de synthese de tétrahydroxamates couronnes de différentes tailles, notés
C5, C6 et C7.[*1 Trois ans plus tard, Wingler et son équipe ont synthétisé le CTH36,[* un

analogue tétrahydroxamates de la DFE, imitant la méme structure.

a. GCHz)n/l b.

(CHZ)n (CHZ)n

30 ﬁ
\Q(CHZHO\N n=1;2;3 M

Figure 21 : a) Structure des tétrahydroxamates couronnes C5-C7 ;¥ b) Structure de CTH36.1**!

Boros et son équipe se sont inspirés du ferrichrome (Figure 5) afin d’en synthétiser un

analogue tétrahydroxamate nommé Orn4-hx. ]
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HoN
HO OH

/—2: 00 NH o)
>—N\ HN ):
O OH NH

>/~N\ N-OH

o OH —\{

Figure 22 : Structure du ligand Orn4-hx.!*”

En quittant les ligands inspirés de sidérophore, Bénard et son équipe ont proposé un
ligand tétrahydroxamique bifonctionnel, décliné sous quatre formes en faisant vari¢ le squelette

carboné.[**47] Ces ligands sont appelés Rousseau 1, 2, 3, 4.

NH Rousseau

)\ Rousseau 3:Y=CH,
57 NH 1:X = CH, 41Y=CO

2 - X = CH,CH, NCS
o
| Q Q |
HO,N\H/X\NJVN\)J\N,X\H/N\OH \? YNH ;/
X
T Y/\/N\/\Y

<~ "OHHO™ ™ O O

Figure 23 : Structure des ligands Rousseau 1, 2, 3, 4.[4647]

Le dernier ligand de cette liste est le 4HMS, synthétisé par Guérin et son équipe.[*®!
Comme le précédant, ce ligand plus n’est pas directement inspiré d’un sidérophore mais reprend
une technique de synthése développé par Raymond et son équipe, utilisant la tétraamine

linéaire, spermine, afin d’y greffer quatre groupements chélateurs.

Figure 24 : Structure du ligand 4HMS. "
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1.4.2. Ligands tétrahydroxamate HOPO

Le groupement HOPO (Figure 16) est au cceur des recherches de 1’équipe de Raymond.
Ce groupement est utilisé afin de synthétiser des ligands tétrahydroxamate spécifiques au
actinides tétravalents. Dés 1988, I’équipe propose la synthése de la DFO-HOPO et du 3,4,3-
LIHOPO.[74]

H .
PO U PSS P W |
OH 0 o) H OH
DFO-HOPO
HN NH
N %
/ 0 0 o 0 \
N"SNo | | o N
HO l}l ) ') l}l OH
OH OH
3,4,3-LIHOPO

Figure 25 : Structure de la DFO-HOPO et du 3,4,3-LIHOPO.B7*]

Le ligand 3,4,3-LIHOPO est devenu le cheval de bataille de 1’équipe de Raymond. Ses
propriétés de coordination ont d’abord été en comparées a toute la gamme de ligands
tétracathécholate synthétisés par 1’équipe.l”>%>!1 Puis il est proposé pour I’imagerie TEP du
87r, couplé a un antigéne.’>33] L équipe a par la suite publié des résultats d’études de
coordination approfondies du ligand avec des lanthanides,’* des métaux lourds,®>! des

nanoparticules d’or,°]

et surtout avec les actinides.’’-%%! Les bons résultats de ce ligand et les
abondantes analyses publiées a son sujet ont contribué a faire du 3,4,3-LIHOPO une molécule

majeure et incontournable de ce champ d’étude.
L’équipe a proposé d’autres structures de tétra-HOPO, telle que les gammes de ligands

flexibles H(m,2)-1,2-HOPO et H(xOn,2)-1,2-HOPO.!! Quel que fit leur potentiel, aucun

ligand n’a été le sujet d’études de coordination aussi poussées que le 3,4,3-LIHOPO.

_42 -



I. Introduction générale

a. b.
O, NH HN O
Z adk HO\N X on HOQ,
_OH HOS Z N NTOS
Z N Z N 2 HOQ B
m = (1.2,3) n=(1,23.4.,5)
Figure 26 : a) Structure des ligands H(m,2)-1,2-HOPO ; b) Structure des ligands H(xOn,2)-1,2-
HOPO.I!!

1.4.3. Ligands tétrahydroxamates PIPO

Malgré ses avantages sur les autres formes hydroxamates, la synthése du PIPO étant
complexe, seul Chrambron et ses collaborateurs ont entrepris la synthese de ligands
tétrahydroxamates incorporant quatre fonctions cycliques de type PIPO. Le premier fut le

Calix[4]aréne-PIPO.[62]

HNLOO f L lNH

N\
OH OH HO

Figure 27 : Structure du ligand Calix[4]aréne-PIPO. %!

Apres une étude de coordination avec le zirconium et le hafnium, il apparut que la
molécule est trop rigide pour compléter sans tension la sphere de coordination des métaux. Lors
de la complexation c’est un dimere [M>KL2] qui a été isolé, c’est-a-dire un systéme composé

de deux centres métalliques et de deux ligands piégeant un ion potassium.
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(

Figure 28 : Représentation du systéme [M>K1.,].[”

Le deuxieme tétrahydroxamate PIPO proposé par I’équipe de Meyer fut la DFO-
PIPO,[%3! reprenant I’idée de prolongement de la DFO, utilisée pour la synthése de la DFO-
HOPO (Figure 25) et DFO* (Figure 20).

HoN

Figure 29 : Structure de la DFO-PIPO. %!

L’étude décrit le couplage du ligand a un anticorps et la chélation de ¥Zr en vue de
développer une sonde TEP. Des tests de stabilités comparatifs avec la DFO et la DFO* ont été
réalisés in vitro. Les complexes [¥Zr(DFO-PIPO)] et [¥Zr(DFO*)] possédent des stabilités
équivalentes nettement supérieures a celles de [3*Zr(DFO)]. Le complexe de DFO-PIPO est
méme supérieur a celui de DFO* dans le cas de la sonde TEP compléte (DFOPIPO-

Trastuzumab).
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1.5. Immobilisation de la DFO

Dans I’optique de mettre au point un capteur spécifique pour les actinides, le greffage
de molécules chélatantes de taille importante sur un support doit étre maitrisée. En raison de sa
grande affinité vis-a-vis des actinides tétravalent fortement « acide de Lewis » comme Pu*" et
Th*" 419 ou de leurs succédanés comme Zr** ou Fe**, mais aussi de sa disponibilité
commerciale, nous avons choisi d’étudier le greffer la DFO. L'ancrage covalent doit étre
chimiquement stable et la réaction de couplage avec le support polymeére doit étre efficace afin

de greffer une quantité importante de ligand.

L’un des principaux avantages de la DFO réside dans 1'existence d'une fonction amine
terminale qui n'est pas impliquée dans la chélation des métaux. De ce fait, elle peut étre utilisée
comme fonction d’ancrage sur différents supports sans a priori affecter les propriétés de

complexation de la DFO.

1.5.1. Greffage sur anticorps

Comme précisé précédemment, la DFO est un
excellent chélateur du zirconium. Cette
propriété en a fait une molécule de choix pour le
diagnostic de cancers par imageric TEP au

zirconium-89. Avant d’étre injecté dans le _. = . .
Zirconium-ligand Linker Targeting

complex group

corps, le  complexe [*Zr(DFO)] est

fonctionnalisé par le biais d’un connecteur aun ~ Figure 30 : Diagramme schématique d’une

I i i joe B, nde d’imagerie TEP.
anticorps qui va cibler un antigéne surexprimé sonde d’imag

en surface des cellules tumorales (Figure 30).

Une des cibles biologiques qui a été le plus étudiée pour vectoriser la DFO est sans
doute l'anticorps monoclonal Trastuzumab (mAb) qui cible la protéine HER2 (Human
Epidermal Growth Factor Receptor-2) surexprimée par de nombreuse cellules tumorales,

notamment celles responsables du cancer du sein.[64:65]
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La premiére approche de sonde bifonctionnelle de DFO fut proposée par le groupe de
van Dongen.['] Elle est constituée de la DFO et de I’anticorps, tous deux liés par liaison
peptidique a un espaceur acide succinique. Ce dernier est mis a réagir avec I’amine terminale
de la DFO. Pour augmenter la réactivité de I’acide carboxylique disponible du N-succinyl formé
vis-a-vis d’une amine pendante de I’anticorps, un ester intermédiaire est formé grace au 2,3,5,6-
Tetrafluorophenol (TFP). Pour éviter que le TFP ne réagisse sur les acides hydroxamiques, la
DFO a préalablement été complexée par du fer (III). Une fois la sonde bifonctionnelle
assemblée, le complexe ferrique a été dissocié en présence d'un excés d’EDTA. Finalement, la
sonde bifonctionnelle est mise au contact de °Zr**, produit par bombardement de protons (14

MeV) sur une cible d’yttrium 89 dans un cyclotron.

Pour éviter I’utilisation du complexe de fer qui requiert une étape de démétallation, une
alternative a été proposée qui met en jeu une fonction thioisocyanate terminale capable réagir

de maniére aléatoire avec les groupes -NH> des résidus lysines de 1'anticorps (Figure 31).[6]

O

¥]}HN \ / 'E‘)H HO N
* , 897r**  Sonde Bimodale
HN o (89Zr-Bz-NCS-mAb)
OMN .OH J N OH
WNJ\ ncg  HeN W
) mAb

p-isothiocyanatobenzyl desferrioxamine

(Df-Bz-NCS mAb modifié

Figure 31 : Synthése de la sonde bifonctionnelle 89Zr-DFO-Bz-NCS-mAb .

En effet, le groupement isothiocyanate étant inerte vis-a-vis des acides hydroxamiques,
le 1,4-bis(isothiocyanato)benzene réagit uniquement sur I’amine terminale de la DFO. L'adduit
ainsi formé, porteur d'une fonction isothiocyanate, réagit alors avec les fonctions amine des
lysines présentes dans I’anticorps. La derniere étape consiste a complexer cet agent d’imagerie
par le zirconium-89. La limite de cette technique est le faible rendement de la réaction (~ 10 %)
et I'impossibilité de contrdler la localisation de la DFO au niveau de l'anticorps. Ceci peut

entrainer une diminution de son affinité avec I’antigéne et ainsi réduire son efficacité.

Pour tenter de remédier a ce probléme, une approche reposant sur la chimie click a été

récemment proposée.[*”] Une région de I'anticorps éloignée du site de fixation de 1'antigéne mais
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riche en glycanes, a été¢ identifiée et modifiée par un dérivé azido du galactose (GalNAz) par
un procédé enzymatique impliquant la galactose transférase. La DFO a été fonctionnalisée par
un alcyne cyclique contraint et I'assemblage a été réalisé par chimie click sans catalyseur pour
former la sonde bifonctionnelle TEP. Cette méthode présente l'avantage de controler
précisément la nature des sites d’ancrage, leur localisation et leur distribution sur 1’anticorps

(Figure 32).

o s
( NJNHDFO OwN)LNH—DFO
, o’\ _ ( H
O\ Oy~ NH O\ 5 0]
— GalNN, T — QiGN (Y N
0 i O H
W N
9 v
0O
mAb-GalNN, DBO-DFO mAb-GalN-DFO

Figure 32 : Couplage par chimie click de la DFO sur un anticorps monoclonal (mAb) modifié par voie

enzymatique par un motif azidogalactose (GalNN3).°”)

1.5.2. Greffage sur supports solides

De nombreux supports solides ont été fonctionnalisés par la DFO. Nous pouvons citer
des solides nanométriques tels que des nanotubes de carbones!®®! pour développer des sondes
de fer ou des objets moléculaires par assemblage de cyclodextrines!®! pour traiter les surcharges
de fer dans Il’organisme humain. Des matériaux inorganiques comme des silices
mésostructurées ont également été fonctionnalisées par la DFO. Le but étant de développer des
capteurs d’ion ferrique dans I’eau de mer,!’% dans les urines,’'7?) ou encore un capteur
bimodale en couplant la DFO a une fluorescéine.l”3! Parmi ces exemples, les deux méthodes
principales de greffage de la DFO sur un support solide sont décrites ci-dessous.

Pour I’immobilisation de la DFO sur les nanotubes de carbone I’équipe de He a généré

une liaison peptidique entre un acide carboxylique pendant et I’amine terminale de la DFO.
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SWNT/PL-PEG-DFO 0

PEG-COOH NN COOH

DFO H2NVV

Figure 33 : Représentation schématique de DFO greffées sur nanotubes de carbone.!®!

La deuxiéme méthode est celle utilisée par I’équipe de Biesuz.!”?! La silice mésoporeuse
est modifiée en surface afin de lui faire porter des cycles époxy pendants. Au contact de I’amine
terminale de la DFO, ces groupes époxy s’ouvrent créant une liaison covalente carbone-azote

(Figure 34).

toluene,N,

Si-
MeO”1 OMe
*~ OMe

Figure 34 : Synthése de silice mésoporeuse fonctionnalisée par la DFO.[

Cette méme méthode a déja été utilisée par le groupe de Ruangviriyachai pour greffer la
pyoverdine I sur de la silice.”* La pyoverdine I est un sidérophore mixte constitué de deux sites

hydroxamiques et une fonction catéchol.
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NH,
L-Lys
L-Lys o
H
B ci f Q
N
HN CH, NH
(o]
L-Ser? o L-Fhoq D-Ser'
NH
H
HO  HN NH K OAM
H\( \
[e) N
NHCOR
O N—OH
L-Glu  OH /g
H o]
2

Figure 35 : Structure de la Pyoverdine 1.

La derniere catégorie de supports solides, sur laquelle la DFO a été greffée, est la famille
des polymeéres organiques. C’est aussi la plus importante de par la diversité des supports.

La cellulose, par son abondance et sa facilité d’acces, a intéressé plusieurs groupes de
recherche. Le premier est celui de Takagai, qui, dés 2007, propose le greffage de la DFO sur

cellulose,[”>) en vue de faire des bandelettes indicatrice pour détecter le vanadium (V).

e —_— .
——— . .

a b c

Figure 36 : Calibration de la concentration de la solution de vanadium ; a = 0 mg/L -> =50 mg/L.["”

Le greffage n’a pas été réalisé selon I'une des deux méthodes évoquées précédemment.
Ici, une partie des fonctions hydroxyle pendantes de la cellulose a été substituée par des atomes
de chlore sous I’action de chlorure de thionyle. Aprés une transhalogénation par du Nal, le
papier est mis au contact de la DFO afin qu’une seconde substitution nucléophile a lieu avec
I’amine terminale de la DFO, la fixant de ce fait au papier. Le groupe de Biesuz a repris ces
travaux en faisant une étude cinétique complete des indicateurs colorés en papiers et en étendant
leurs champs d’action au fer.!¢]

Tyagi et coll. ont mentionné une autre méthode de greffage de la DFO sur de la cellulose
par l'ouverture de cycles glucose et la formation d'une liaison imine entre I’amine primaire du

sidérophore et la fonction aldéhyde ainsi libérée.l””)
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Une propriété particulieérement intéressante d’une résine organique couplée a un ligand
comme la DFO, est le fait d’avoir un matériau chélatant réutilisable. Une fois les chélateurs
saturés, le matériau peux étre lavé par une solution concentrée d’un ligand de faible coup et
ainsi retrouver son état initial. Plusieurs de ces matériaux incorporant de la DFO sont décrits
dans Ia littérature et sont basés sur différent polymeéres organiques. L.’équipe de Chen propose
la sépharose,!’8! celle de Takagai le nylon 6,6!"°! et celle de Kizhakkedathu une gamme de
copolymeéres acryliques.l®] Plus récemment, I’équipe de Takagai a synthétisé un nouveau
matériau a base d’esters acryliques réticulés (EG80) !l en vue de faire de la captation

d’uranium.

Amino group

NH3* ‘i
N'—C/--’ g
ja.. Epoxy group H@jj";\ L E
HO E'-LC &0 o & "\t,‘e nn\ju
\ S N—
"‘sc\cﬁo -?‘7 éﬂ * O-C\CH,
—_— H

HO,
Ring opening 7)

reaction

DFO EG80 DFO-EG80

Figure 37 : Greffage de la DFO sur la résine d’ester acrylique EG80.!*"!

1.6. Capteurs DGT

1.6.1. Presentation

L’analyse DGT (Diffusives Gradients in Thin Films) est une technique d’échantillonnage passif
d’un analyte (trace métallique ou métalloide) en milieu naturel. Le principe repose sur sa
diffusion au travers d’un gel diffusif jusqu’a un gel chélateur, sur lequel il va s’accumuler. Cette
technique a été mise au point par Davison et Zhang en 1994.132] Tout d’abord pensé pour

I’échantillonnage dans 1’eau (douce et salée),[#233] les années suivantes ont vu cette technique

84,85] [86]

se répandre a I’utilisation dans les sols! et dans des station d’épuration d’eaux usées.
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Figure 38 : Capteur DGT.

Les capteurs DGT sont assemblés en laboratoire avant d’étre déployés dans le milieu
d’étude. Pendant une durée définie, typiquement de 1 a 5 jours, le dispositif va accumuler
I’é1ément cible, avant d’étre récupéré puis démonté. Les analytes accumulés sur le gel chélateur
sont ensuite extrait et I’analyse permet alors d’obtenir une concentration moyenne des éléments
cibles a un endroit précis sur la durée d’exposition des échantillonneurs. Avec un
échantillonnage important d’'une méme zone, une cartographie de la concentration peut méme

étre établie.

Gel chélatant
Support DGT Gel diffusif

l f Filtre '

| | | |
2cm | [ |
Z ‘ ‘ | ‘ ‘\ (| |

4cm Fenétre d’exposition

Figure 39 : Dimension et vue éclatée d’un capteur DGT.

Le dispositif est composé d’un support et une bague en acrylonitrile butadiéne styréne
servant a encapsuler les trois couches circulaires d’intérét :
- Le filtre maintient la fraction colloidale hors du syst¢éme DGT et protege le coeur du
capteur de potentielles abrasions et altérations.
- Le gel diffusif est un hydrogel permettant de contrdler le transport des analytes au sein

du dispositif.
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- Le gel chélatant (ou récepteur) encapsule une matrice chélatrice adaptée aux substances
a échantillonner. Aprés leur migration au travers du filtre et du gel diffusif, les analytes

se fixent et s’accumulent ainsi sur le gel chélatant.

1.6.2. Principe de fonctionnement théorique

c
.0
-
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<t o} Solution
Q c
g 5
o E =
e
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) © £
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O (G] =
A, Ay
Distance

Figure 40 : Représentation graphique du gradient de concentration dans un dispositif DGT.

Il existe un gradient de concentration de I’analyte au travers du DGT. La couche de
diffusion, composé du filtre et du gel diffusif, a une épaisseur connue (Ag). Grace aux lois de
la diffusion, nous pouvons établir ce gradient au travers de la couche de diffusion en état

stationnaire. Selon la premiere loi de Fick, la densité de flux (¢) d’analyte s’exprime selon

I’équation 1 :

D : coefficient de diffusion dans la couche de

diffusion (cm2 s )

Ag : épaisseur de la couche de diffusion (cm

= C : concentration en analyte dans la solution
49 (ngmL™)

Cr : concentration en analyte a la surface du

gel chélatant (ng mL_l)

Equation 1
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Le gel chélatant étant composé de ligands spécifiquement choisies pour I’analyte, celui-
ci va donc étre chélaté de fagon stable et instantanée dés qu’il entre au contact du gel chélatant.
Tant que la totalit¢ des chélateurs n’est pas saturée, il est 1égitime d’affirmer que la
concentration en analyte en surface du gel chélatant (Cr) est nulle. L’équation 1 peut donc étre

simplifiée :

D.C
¢ = Ag
Equation 2

La densité de flux peut également étre définie par la masse d’analyte accumulée dans le
gel chélateur (m) en fonction de I’air de la fenétre d’exposition (A) (Figure 39) et de la durée

d’exposition (). ¢ peut donc étre aussi défini comme :

m : masse d’analyte accumulée dans le gel
chélateur (ng)

m
¢ = At A : aire de la fenétre d’exposition (cm?)
t : durée d’exposition (s)

Equation 3

En combinant les équations 2 et 3, la concentration de 1’analyte en solution peut étre exprimé

par la relation 4.

m.Ag
~ D.A.t
Equation 4

L’aire de la fenétre d’exposition (A), 1’épaisseur de la couche de diffusion (Ag) et la
durée d’exposition (f) sont des paramétres connus et controlables. Le coefficient de diffusion
(D) se détermine expérimentalement en laboratoire. L’élution ou la minéralisation du gel
chélateur suivie de ’analyse de 1’¢luat permettent d’obtenir la masse d’analyte accumulée (m).

Le principe théorique du fonctionnement des capteurs DGT repose sur 1’équation 4, permettant
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de connaitre la concentration de 1’analyte observé. Cependant en milieu naturel, plusieurs

paramétres vont impacter le fonctionnement du DGT.
1.6.3. Facteurs influengant le fonctionnement du capteur DGT

- La température

La température du milieu échantillonné a un impact sur la mesure. En effet, le
coefficient de diffusion dans la couche de diffusion (D) est directement dépendant de la

température : il est donné par la loi de Stokes-Einstein (Equation 5)

kg : Constante de Boltzman
kg.T T : Température
= m n : Viscosité
r : Rayon de la particule sphérique

Equation 5

La température du milieu doit donc étre suivie au cours de 1’échantillonnage et le

coefficient de diffusion dans la couche de diffusion doit donc étre corrigé en fonction.

- couche limite de diffusion

Devant la fenétre d’exposition du capteur se forme une fine couche de solution dans
laquelle I’analyte diffuse vers le filtre. La concentration en analyte n’est donc pas constante et
un gradient de concentration se met en place dans cet espace, appelé couche limite de diffusion

(CLD).1831
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Figure 41 : Représentation graphique du gradient de concentration dans un dispositif DGT et la CLD.

L’épaisseur (8) de cette couche limite dépend de la vitesse d’agitation de la solution. Au
laboratoire, dans une solution agité mécaniquement ou dans un cours d’eau naturellement agité,
I’impact de la CLD est négligeable (6 < 0,2 mm).[>87 Dans tous autres cas, la CLD doit étre
prise en compte. Son épaisseur peut étre estimée en déployant plusieurs dispositif DGT avec

des épaisseurs de gel diffusif différentes, puis en adaptant 1’équation 4 pour prendre en compte

5.188

Dy : coefficient de diffusion dans la couche de

diffusion
i — 1 (A_g + 5 ) Ag : épaisseur de la couche de diffusion
m  t.C.A\D g D eau Deau : coefficient de diffusion dans la CLD

0 : épaisseur de la CLD

Equation 6

Le coefficient de diffusion est le méme pour toute la couche de diffusion (gel diffusif et
filtre) mais au dehors du DGT, dans la CLD, il faut utiliser le coefficient de diffusion de
I’eau.[39-90]

- Diffusion latérale
Jusqu’a présent, dans les équations 4 et 6, il a été considéré que les analytes diffusaient

dans le dispositif DGT uniquement perpendiculairement au gel chélateur. En réalité, I’existence
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d’une diffusion latérale au niveau des bords de la fenétre d’exposition a été démontré par

Warnken et coll.°?!

I
/1

Figure 42 : Représentation de la diffusion d’un analyte au travers d’un DGT, a) dans un mod¢le
théorique idéal ; b) en prenant compte de la diffusion latérale.®”!

Cette simple représentation graphique montre que I’équation de la densité de flux en
fonction de la masse d’analyte accumulé sur le gel chélateur Equation 3 est erronée. En effet,
I’air sur laquelle s’accumule I’analyte est différente de 1’aire de la fenétre d’exposition.
L’équipe de Warnken utilise donc une aire effective (Aefr) afin de proposer 1’équation corrigée

7 qui tient compte de la CLD et de la diffusion latérale.

M(Degy-A9 + D,.8)

C =
t.Dogu-Dyg-Aoss

Equation 7

Néanmoins, Warnken et coll. ont aussi montré que dans une eau naturelle bien agité
’utilisation de I’équation 4 non corrigée reste totalement valide. En effet, I’impact de la
diffusion latérale tend a contrebalancer celui de la CLD : les deux équations 4 et 7 donnent donc
des résultats trés proches.[®™ Dans des effluents peu agités, I’équipe de Uher a démontré que
I’utilisation de I’équation simplifiée 4 engendre une erreur inférieure a celle provenant de
I’analyse et peut donc étre négligée.®!l Bien que théoriquement 1’équation 7 soit plus juste, elle
n’est dans les faits que rarement utilisée. Sa mise en place est lourde car elle demande de
déterminer 1’épaisseur de la CLD (8), ce qui nécessite le déploiement de plusieurs

échantillonneurs DGT avec des gels diffusifs d’au moins 4 épaisseurs différentes.[*?]

- Biofouling et encrassement minéral du dispositif DGT

Le « biofouling » est le développement d’une couche de micro-organismes (bactéries,

algues, champignons), appelée biofilm, a la surface du capteur DGT. Ce biofilm est
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généralement accompagné d’un dépot minéral provenant des matiéres en suspension dans
I’eau.’*l Le dépot (biofilm et encrassement minéral) impact directement I’efficacité du DGT,
par obstruction au filtre mais aussi en formant une couche qui peut adsorber une partie de
I’analyte.’*! La formation d’un biofilm est particuliérement rapide dans certains milieux
propices, tel que les eaux usées ou les eaux riches en phosphores.®>! Le dépot met plusieurs
jours a se développer une fois le dispositif DGT immergé. Une étude de I’équipe de Uher [*°]

montre que méme dans un milieu optimal pour le développement d’un biofilm, son impact peut

étre completement négligé durant les sept premiers jours d’immersion.

- Hydrochimie du milieu

Les hydrogels et les filtres utilisés dans les applications DGT peuvent porter des charges
fixes dans leurs structures et des sites réactionnels vis-a-vis de certains ions. Une compétition
entre ces sites et la résine chélatrice peut avoir lieu. Afin de limiter cet effet, 1’équipe de
Warnken a démontré I’importance de 1’étape de ringage des gels aprés leur préparation. 7! Les
chercheurs rapportent que cette étape permet d’éliminer les résidus réactionnels chargés. Les
gels d’agarose présentent des charges fixes négatives a I’origine d’un effet électrostatique qui
perturbe la diffusion des analytes dans le capteur DGT en accélérant la migration d’especes de
charges opposées et en repoussant des espéces de méme charge en solution.”®°! Cet effet de
charge est inversement proportionnel a la force ionique de la solution. Dans des solutions de
forces ioniques inférieures 2 1 mmol.L"!, ces effets électrostatiques ne peuvent plus étre
négligés et ce, méme avec des gels correctement rincés.”’1%1 Ainsi, il faut s’assurer que le
milieu échantillonné ait une force ionique suffisante pour pouvoir interpréter les résultats de

DGT de maniére fiable.

Le pH du milieu est également un paramétre déterminant de la technique DGT. Les
ligands de la phase chélatrice ont tous une fenétre de pH hors de laquelle leur efficacité est
diminuée. Par exemple, la résine Chelex, largement utilisé pour les cations métalliques,

nécessite que le pH de milieu soit supérieur a 5. (Figure 43)
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Figure 43 : a) Représentation d’une résine Chelex ; b) Effet du pH sur un DGT Chelex, ratio de
concentration de Cd*" mesuré par DGT (Cag) sur la concentration mesurée par spectroscopie (Csomn).™

La résine Chelex doit son efficacité aux groupements acide iminodiacétique. En deca
de pH 5, le capteur DGT Chelex va sous-estimer la concentration en analyte du milieu du fait

de la compétition des protons. 3]

En utilisant une résine de faible sélectivité vis-a-vis de I’analyte, un phénoméne de
compétition peut étre observé entre I’élément d’intérét et d’autres ions présents en solution. Si
la présence de I’ion interférant est importante dans le milieu de déploiement, il en résulte une
saturation des sites de la résine et sa capacité d’accumulation se retrouve fortement diminuée.
L’ampleur de ce phénomeéne dépend des paramétres cinétiques de 1’ion compétiteur, de sa
constante de stabilité, ainsi que des parametres physico-chimiques tels que le pH et la force

ionique (FI) du milieu.['%!

1.6.4. Avantages de la techniqgue DGT

Par opposition a un échantillonnage conventionnel ponctuel, la technique DGT est
qualifiée d’échantillonnage passif. Les éléments cibles sont accumulés dans le dispositif
pendant toute la période d’exposition avant d’étre analysés en laboratoire. Bien que les deux
méthodes peuvent se révéler complémentaires, la technique DGT présente des avantages

majeurs :
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- Suivie des variations de concentration

Dans un milieu ou la concentration en analyte peut subir d’importantes variations (eaux
courantes), les prélévements ponctuels donnent une image de la concentration a un instant
donné. Ces mesures ne seront pas représentatives de la concentration réelle sur une période.
L'échantillonnage passif permet d'obtenir une concentration moyenne sur toute la durée
d'exposition. Il permet alors d'avoir une meilleure représentation temporelle qu'un

échantillonnage ponctuel peu rapproché.['02.103]

- Analyse de la fraction labile de ’analyte

En solution, 1’¢lément étudié peut étre sous forme labile : ions libres ou complexes
inorganiques. Cette fraction n’a aucune difficulté a étre accumulée par le dispositif DGT,
contrairement a la phase non labile composée de colloides. Les complexes organiques se situent
entre les deux : certains complexes peuvent migrer vers le gel chélateur et d’autre non, en
fonction de leur cinétique de dissociation. Ici, la notion de labilité est directement liée a la
technique DGT, et I’ensemble des éléments capables de migrer au travers du dispositif est
qualifiée d'especes DGT-labiles.

La technique DGT est particuliérement intéressante pour I’analyse d’élément toxique.
En effet, la fraction DGT-labile d’un élément a tendance a coincider avec sa fraction
biodisponible.['%4195] En d’autres termes, la technique DGT peut donner une indication sur la

contamination des organismes vivants.[106-10°]

- Echantillonnage in situ

Avant analyse, 1’échantillon ponctuel est transporté et stocké et pendant cette période il
peut subir des modifications entrainées par des variations de lumiére, d’agitation ou de
température. Ces modifications peuvent profondément perturber les analyses, en particulier des
transferts entre les fractions dissoute et adsorbée ou des changements de spéciation rédox. La
technique DGT est une méthode d’échantillonnage in situ. L’analyte est prélevé au sein méme
de la matrice environnementale et est chélaté a I’intérieur du capteur, limitant ainsi les
changements pouvant se produire au sein de 1’échantillon lors de son transport ou de son

stockage.
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- Limite de detection abaissée

La technique DGT permet de concentrer les éléments traces dans le gel chélateur et les
analytes sont ensuite ¢luée dans un volume relativement faible. Ainsi, cette technique permet
de détecter et quantifier des concentrations plus faibles que par la méthode d’échantillonnage
ponctuel. L’équipe de Buzier a réalisé une étude comparative sur la détection de cadmium par
échantillonnage direct et par dispositif DGT-Chelex.[''%! Pour des prélévements ponctuels
suivis d’analyses par ICP-MS sans accumulation, la concentration minimale observable,
autrement dit, la limite de quantification de la technique, est de 30 ng.L"!. Les dispositifs DGT-
Chelex mis en ceuvre lors de cette étude, apres 14 jours d’immersion, ont été capable de détecter
et quantifier une concentration de Cd** de 0,5 ng.L-!. Grace a sa limite de quantification
extrémement basse, la technique DGT est particuliérement intéressante pour quantifier des
¢léments potentiellement dangereux pour I’Homme et I’environnement, méme a 1’échelle de

trace (radionucléides, métaux lourds).

1.6.5. Eléments analysables par échantillonnage DGT

- Les différents dispositifs DGT

Les dispositif DGT les plus fréquemment utilisés possédent des gels chélateurs non
spécifiques, ce qui permet d’analyser tout une gamme de traces métalliques et métalloides. Dans
le tableau ci-dessous sont rassemblés les quatre gels les plus courants, les analytes ciblés et les

conditions d’utilisations en termes de pH et de force ionique.
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Tableau 4 : Gel chélateur les plus courant utilisé dans les dispositifs DGT.

Gel chélateur Analytes cibles Conditions d’utilisation

Chelex-100 Zn, Cd, Co, Ni, Cu, Al, Pb, Cr, Mn, Fe, pH:5,0-8,5

[111-114]
As, Hg, U I:0,01-750 mM NaNO3

Metsorb (TiO2) As, V, Sb, Mo, W, Se, P, U [115-118] pH:4,0-83

I:1-700 mM NaNO3

Zr-oxide P, As, Cr, Mo, Sb, Se, V, W [119-122] pH:3-10
I:0,01-750 mM NaNO3

Ferrihydrite As, Mo, Sb, V, W, Se, P [88.118.123]

Afin de couvrir un panel d’analytes encore plus large avec un seul dispositif DGT, des
gels chélateurs hybrides ont vu le jour. Il s’agit de phases réceptrices composées de deux agents
chélateurs. Certaines combinaisons sont impossibles car les agents chélateurs interférent entre
eux, mais malgré tous, de nombreux DGT hybrides ont été développés, tel que le DGT Metsorb-
Chelex capable de mesurer en méme temps la quantité de six cations (Mn, Co, Ni, Cu, Cd, Pb)
et de six oxyanions (V, As, Mo, Sb, W, P) avec la méme efficacité que deux DGT Chelex et
Metsorb séparés.!124125]

Hormis ces dispositifs a large spectre d’utilisation, d’autres sont spécifiques a un seul
analyte. Par exemple, le gel chélateur d’iodure d’argent permet d’analyser uniquement le

souffrel!26] et le gel Spheron-Thiol uniquement le mercure.[!27]

- Analyse d’actinides par échantillonnage DGT

De par sa limite de détection extrémement basse, la technique DGT est particuliérement
adaptée pour ’analyse d’¢éléments toxiques, méme a 1’échelle de traces comme les actinides.
Dans le cas de I'uranium, plusieurs résines chélatrices ont été étudiées, telle que la Chelex, la
Metsorb, la Diphonix 1281 et le dioxyde de manganése 1?1, Ces dispositifs DGT ont été testés
dans différents milieux : eaux douces, eaux salées et sites miniers uraniféres. Bien qu’ils soient

en mesure d’analyser 1’uranium labile, ces capteurs rencontrent rapidement des problémes de
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compétition entre les analytes. En effet, ces résines chélatrices génériques manquent de
sélectivité pour 1I’uranium.

A ce jour, I’échantillonnage DGT du plutonium a seulement été étudié par I’équipe de

130]

Froidevaux. Ces chercheurs ont commencé par utiliser un dispositif DGT-Chelex ['3% et comme

pour I’'uranium ils ont rencontré des problémes de compétitions. Récemment, cette méme

équipe s’est efforcée a développer une résine chélatrice de meilleur sélectivité.[!3!]
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1.7. Objectifs des travaux de thése

Le but ultime de ce sujet d’étude est de développer un dispositif DGT spécifique aux
actinides tétravalents (Th*" et Pu*"). La partie essentielle du capteur DGT est sa phase
réceptrice, composée d’un gel emprisonnant une résine chélatrice spécifique pour le ou les
¢léments souhaités. En laissant & nos partenaires (IRSN, IJCLab, Triskem) la fabrication des
gels, le montage du dispositif DGT et les analyses physico-chimiques, nous nous sommes
focalisés sur la synthése de la résine chélatrice. Pour y parvenir, nous avons séparé les travaux

en deux axes majeurs, que nous avons exploré paralléelement.

Le premier axe porta sur les résines chélatrice d’actinides destinées & manufacturer des
capteurs DGT, en d’autres termes, développer une méthode fiable de greffage de ligand sur une
résine. Pour ce faire, il a fallu en premier lieu choisir une résine adaptée et « gelifiable ». Le
ligand DFO a été séléctionné pour mettre au point cette méthode de greffage efficace car,
comme vu précédemment, ce ligand posseéde une grande affinité avec les actinides tétra- et
hexavalent, ainsi qu’une amine terminale qui sera la clé d’ancrage pour ce greffage sur résine.
De plus, la DFO est accessible commercialement ce qui permet une production de résine a
échelle de plusieurs dizaines de grammes nécessaires pour la confection et la qualification de

dispositifs DGT.

Le deuxiéme axe concerna la synthése de ligands adaptés pour la complexation
d’actinides tétravalents. En s’inspirant des sidérophores et en constatant la supériorité du
groupement PIPO sur les autres formes d’acides hydroxamiques, la premiére étape consista a
synthétiser des motifs PIPO substitués. Une étude approfondie du protocole de synthése, des
propriétés de coordination et de la stéréochimie des différents motifs PIPO, permet leur
utilisation dans la synthése de tétrahydroxamates octadentes adaptés a la sphére de coordination
des actinides tétravalents. Les quatre motifs PIPO ont été greffés sur différents squelettes
carbonés de longueur et de flexibilité variables, générant ainsi plusieurs ligands. Leur analyses
et les tests de coordination avec le thorium et le zirconium permirent I’identification du ligand
optimal. La synthése de ce tétraPIPO a été finalement revue afin d’ajouter au squelette un bras
de greffage amine, pouvant servir de fonction d’ancrage pour la fonctionnalisation de résines

grace a la méthode développée avec la DFO.
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II. Syntheses de résines fonctionnalisées et capteurs DGT

Malgré la grande variété de supports solides utilisés pour le greffage de la DFO, il ressort
de I’analyse bibliographique présentée dans le chapitre précédent que la fonctionnalisation des
polymeéres par ce sidérophore est réalisée essentiellement par deux voies de synthese différentes
: le couplage peptidique entre l'amine terminale de la DFO avec des fonctions acide
carboxylique ou par I'ouverture de cycle époxyde du polymére. Ces deux voies apparaissent
donc comme des méthodes efficaces pour fonctionnaliser les résines polymeres. C'est pourquoi
nous nous sommes focalisés sur ces deux méthodes pour greffer la DFO sur les polyméres que

nous allons mettre en jeu dans I'élaboration de capteurs DGT.
2.1. Résine Carboxy polystyréne

2.1.1. Greffage

- Choix de la résine

L'ancrage de la DFO est assuré par une réaction de couplage peptidique entre 1’amine
terminale de la DFO et une fonction acide carboxylique portée par la résine. Il est a noter que
le cahier des charges imposé par la technique de préparation des capteurs par gélification de la
résine chélatrice avec un liant hydrophile (agarose) requiert une taille des particules de résine
d'environ 100 — 200 mesh (75 — 150 um). Une résine carboxy-polystyréne de granulométrie
adaptée (140 um) et fonctionnalisée par des fonctions acides carboxylique a donc été

sélectionnée dans un premier temps.

- Greffage de la DFO

La réaction de couplage peptidique entre la DFO et la résine a été effectuée dans des
conditions usuelles en mettant en jeu un agent de couplage de type carbodiimide comme le N-
(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide (EDC) (Figure 44).

O DFO,EDC % O
E C :OH DIPEA, DMF C HiN—DFO

Figure 44 : Fonctionnalisation de la résine Carboxy polystyréne.
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Tous les réactifs nécessaires au greffage ont été introduits dans une seringue en plastique
équipée d’un filtre au travers duquel est introduit le solvant, puis placée sur un agitateur rotatif.
Cette technique, empruntée aux biochimistes, présente l'avantage d'étre simple a mettre en
ceuvre et facilite le lavage des résines en fin de réaction. Le greffage de la DFO peut étre
quantifié¢ par analyse élémentaire de la résine fonctionnalisée. La quantité d'azote permet en

effet de déterminer le taux de greffage car seule la DFO contient cet élément.

2.1.2. Limitations

Afin de mettre qualitativement en évidence la présence de la DFO sur la résine modifiée,
cette derniére a été mise en suspension en présence d'une solution de nitrate ferrique (Fe(NO3)3)
afin d'observer un changement de couleur. La coloration instantanée rouge vif de la résine
modifiée, caractéristique du complexe trishydroxamato de fer(Ill) (Amax = 425 nm pour
[Fe(DFO)H]" en solution aqueuse), a été observée dans le THF, ce qui témoigne du greffage
du chélateur sur le polymere. En revanche, la résine reste incolore lorsqu'elle est mise en contact
d'une solution aqueuse d’ions Fe*", probablement en raison de son fort caractére hydrophobe
de la matrice polystyréne. Cette absence totale de réactivité de la résine est rédhibitoire pour
notre application, car la sonde DGT que nous souhaitons développer doit piéger les cations
métalliques dans des milieux aquatiques (riviere, eau de mer) ou dans I'eau porale de sols
contaminés. Des résines plus hydrophiles sont donc requises pour mener a bien notre projet

d'élaboration de capteurs passifs de type DGT pour la détection de métaux toxiques.

2.2. Résine CM Sephadex C25

2.2.1. Greffage

- Choix de la résine

Afin de satisfaire les critéres physico-chimiques précédemment exposés, notre choix
s'est ensuite porté sur une résine de type CM Sephadex C25 (Figure 45). C’est un
polysaccharide carboxymethylé et la forte concentration en groupements alcool lui confére un
caractére fortement hydrophile. A ce jour, la résine Sephadex a été utilisée comme support de
greffage uniquement dans le milieu biomédical. Le greffage de chaines PEG (poly(éthyléne

glycol)), de par sa biocompatibilit¢ et sa non toxicité, a ¢té largement utilisée par les
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biochimistes. Greffer des chaines PEG sur un support solide comme la Sephadex [132133] permet
d’obtenir une matrice PEG pouvant étre utilisée dans la synthése de peptides, les réactions

enzymatiques ou comme micro-porteurs in vitro.

OH OH OH OH
HO HO HO HO
owo\w\owo\mﬁ\o
(o] (0] o (0]
l HO l HO

HO 0 HO 0}

10.0kV 18.4mm x270 BSECOMP 40Pa 5/16/2018

Figure 45 : a) Représentation schématique de la résine CM Sephadex C25, b) Clich¢ MEB de la

résine.

Notre choix fut également guidé par la

granulométrie de cette résine qui présente des

CM Sephadex c25

tailles de particules de 100 um d'apres le

fournisseur (Sigma-Aldrich). Aprés analyse par

4 Forward
+ Backwards

microscopie électronique MEB (Figure 45), il 5 ®1
s'avere que la taille des particules est dispersée 6

entre 40 et 125 um. La densité des fonctions

acide carboxylique est de 4-5 mmol/g d'apres le

T T T T T T T T T T T J
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

fournisseur. Le titrage potentiométrique du o m,. (mmolg™)

olymere a permis de quantifier plus précisément . . . .
poty p d PSP Figure 46 : Titrage potentiométrique de la
la teneur en fonction acide carboxylique et une  résine Sephadex par une solution de NaOH
valeur de 4,27 mmol/g a été déterminée (Figure 0,1 M.

46).

- Greffage de la DFO

Aprées des premiers essais de greffage de la DFO en seringue, le premier lot de résine
modifi¢ (Seph 1) a été synthétisé (Figure 47).
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Figure 47 : Fonctionnalisation de la résine Sephadex.

Un gramme de résine fut mis a réagir avec la DFO (0,5 équiv.) et ’EDC (1,5 équiv.)
dans le DMF, en présence de DIPEA, pendant 2 jours a 40 °C. La résine commerciales et celle
aprés greffage ont été analysées par analyse élémentaire et 1’hypothése selon laquelle tout

I’azote présent sur la résine modifiée provient de la DFO est admise.

Tableau 5 : Analyses élémentaires avant et apres greffage de la DFO.

n(DFO)
% N % C % H ,
(mmol/g de résine)
Sephadex C25 0,00 42,69 5,97 0
Sephl 7,69 49,00 7,90 0,915

1 g de résine Sephadex, DMF, 40 °C, 48 h.

Des essais de complexation de I'ion Fe** ont été réalisés sur ces deux résines grace a
une solution aqueuse de nitrate ferrique concentrée. Au contact de cette solution, la résine non
greffée se colore légeérement en orange indiquant que du fer est complexé par les groupements
acide carboxylique de la résine. Dans les mémes conditions, la résine modifiée se colore en
rouge vif lorsqu'elle est fonctionnalisée par la DFO.

La quantité de fer chélatée par la DFO est une donnée importante pour valider nos
matériaux. Elle a été déterminée par analyses ICP-AES. A ce stade, nous devons établir si la
totalité du fer se trouve chélatée par la DFO ou si une proportion non négligeable est complexée
par les acides carboxyliques libres de la résine. A cette fin, il nous est apparu intéressant de
réaliser une réaction de démétallation sélective de la résine par un ligand suffisamment fort
pour déplacer les cations Fe** liés aux groupements carboxylate de la résine tout en conservant
le complexe Fe(DFO) intact. Pour cela, nous nous sommes appuyés sur les travaux de
cinétiques de complexation de Albrecht-Gary et coll.l'*¥] relatifs a I’échange des ions Fe’" entre

la DFO et 'EDTA disodique. Les auteurs ont proposé le mécanisme de transchélation suivant :
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Ky
LFe + H* 2 LHFe* (1) Equilibre rapide K;

fast

K
LHFe* + H,EDTA?~ 2 LH;FeEDTA" (2) Equilibre rapide K>

fast

ks
LH;FeEDTA- — FeEDTA™ + LH, (3) Etape limitante k3

De ce mécanisme les auteurs ont exprimé la constante de pseudo-premier ordre kobs ainsi

que la loi de vitesse de transchélation :

- K; Ky k3[H]o[EDTA],
%% 7 1+ Ky[H]o + K,K,[H]o[EDTA],

[Fe(DF0)], = [Fe(DF0)], e kobs

La loi de vitesse nous a permis d'estimer le temps de contact maximal de la résine avec
la solution d'EDTA, défini comme la durée nécessaire pour décomplexer 1 % de [Fe(DFO)H]"
par ’EDTA :

DFO-Fe -
1% de [DFO-Fe] consommé <=> Q =099 = t= In 0,9

[DFO-Fe], Kops

Pour ce faire, la concentration en EDTA a été fixée a 0,01 M avec un pH mesuré de 7,2.
Dans ces conditions, une durée de 13,3 h a été calculée. Il est important de noter que cette loi
de vitesse est vérifiée sur la gamme de pH pour laquelle (EDTAH:)?>~ est majoritaire (pH 3,6 a
5,2). De plus, la loi de vitesse a été établie pour des conditions de pseudo-premier ordre, c’est-
a-dire que le pH est fixé par un tampon et la concentration en EDTA est considérée comme
constante car largement supérieure a celle du complexe ferrique. Notre solution de lavage ayant
un pH plus élevé, nous avons choisi de raccourcir considérablement le temps de contact. Ainsi,
la résine Seph1-Fe a été lavée pendant 1 h dans ces conditions afin de ne conserver que le fer

li¢ au chélateur greffé. En parallele, un échantillon de résine Sephadex non modifiée,
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préalablement saturée en fer a été lavé dans les mémes conditions. Apres 1 h I’échantillon a
retrouvé sa couleur blanche initiale.

Aprés minéralisation, un échantillon de Seph1-Fe a ét¢ analysé par ICP-AES, donnant
une concentration en fer de 1,81 %. Si I’on considére que le lavage élimine exclusivement et
totalement le fer complexé par les carboxylates, alors la totalité de cet élément analysé par ICP-
AES est imputable au complexe [Fe(DFO)].

Tableau 6 : ICP-AES de Seph1-Fe.

% Fe (ICP) n(DFO) m(DFO)
(mmol/g de résine) (mg/g de résine)
Sephl-Fe 1,81 0,324 181,8

1 g de résine Sephadex, DMF, 40 °C, 48 h.

La valeur de la quantité¢ de DFO greffée (0,324 mmol/g de résine), déterminée par ICP-
AES, est rapprochée de celle déterminée par analyse élémentaire de 1’azote (0,915 mmol/g de
résine) (Tableau 5). Les deux approches conduisent donc a des résultats trés différents. Afin
d'expliquer cette incohérence, nous avons remis en cause I'hypothése selon laquelle 1'azote ne
proviendrait que de la seule DFO, car d'autres molécules azotées non complexantes sont
susceptibles de se fixer sur la résine.

La réaction de couplage peptidique met en ceuvre du 1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) qui forme un ester activé avec 1’acide carboxylique
de la résine. Cet ester est plus réactif que l'acide de départ, ce qui favorise la réaction de

couplage avec I’amine de la DFO (Figure 48).

R R . o
O N:C:N o HN’ RZ_NHZ )J\ R
RN 7

R1)J\OH - R1)J\O)\\ R

N H

Y

Figure 48 : Mécanisme réactionnel de formation d’une liaison peptidique en présence d’EDC.

Cependant, si I’espéce activée ne rencontre pas d’amine, 1’adduit O-acylé formé est
capable de se réarranger lentement et former une N-acylurée (Figure 49). Cette molécule est
stable, ce qui explique que, malgré nos lavages, I'analyse de la résine Sephl1 présente un taux
d'azote surestimé qui ne refléte donc pas la seule teneur en DFO du matériau. Afin de limiter
cette réaction parasite, un deuxiéme agent de couplage comme 1I’hydroxybenzotriazole (HOBt)
peut étre introduit au milieu réactionnel afin de réagir avec 1'adduit carbodiimide et former une

espece activée plus stable. Cet ester reste toutefois réactif avec une amine primaire et ne conduit

-70 -



I1. Synthéses de résines fonctionnalisées et capteurs DGT

pas a des réactions parasites susceptibles de désactiver cet ester en sous-produits stables. Apres
réaction, les fonctions acides carboxyliques de départ pourront étre régénérées par un lavage

acide afin d'éliminer les adduits avec le HOBt qui n'ont pas réagi.

R R R
0 N=C=N O HN"
O o o - "
H
l m

N“N B A I —
g H o N OH

Figure 49 : Mécanisme réactionnel de formation d'une liaison peptidique en présence d’EDC et de
HOBt.

Dans la suite de nos travaux, tous les essais de couplage sur Sephadex ont donc été

réalisés en présence de HOBt.

- Greffage du complexe DFO-Fe

Une seconde voie de synthése a été envisagée afin de mieux quantifier la concentration
en DFO dans la résine, et éviter la complexation du fer par les fonctions carboxylate de la résine.
Le principe de cette méthode consiste a greffer sur la résine non pas du ligand libre, mais le
complexe [Fe(DFO)H]" préformé (Figure 50). Ainsi, la totalité du fer présent dans le matériau
proviendra exclusivement de [Fe(DFO)], car nous pouvons raisonnablement exclure une
réaction de transmétallation de surface compte tenue de la différence d'affinité entre la DFO*-
et un groupe RCO2™ pour le cation Fe**. La comparaison du taux de fer déterminé par ICP-AES
et de celui de l'azote par analyse centésimale CNH nous permettra de connaitre précisément le

taux de greffage et de mettre en évidence la présence ou non d'agent de couplage résiduel.

OH

OH
HO DFO(Fe), EDC, Hw
Fe(acac)s éo\mg\OH HoBt ?O J™oH
7 -

DFO ——————> DFO(Fe) 0o
MeOH DIPEA, DMF )\

(o) OH (0] ”—DFO(Fe}

Figure 50 : Fonctionnalisation de la résine par le complexe [Fe(DFO)].

Le matériau Seph2(Fe) a été préparé selon le schéma réactionnel illustré a la Figure 50
en mettant en jeu 0,1 g de résine, le complexe [Fe(DFO)H]" (0,5 équiv.), ’EDC (1,5 équiv.) et
I’HOBt (1,5 équiv.) dans le DMF, en présence de DIPEA, pendant 2 jours a 40 °C, sous
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agitation magnétique. Apres réaction, le résine a été lavée abondamment a I’eau, a I’acide
acétique dilué (1 M) et au méthanol, puis séchée sous vide. Différentes techniques analytiques
ont été mises en ceuvre pour déterminer le taux de greffage du complexe [Fe(DFO)] : I'analyse

¢lémentaire CHN, 1'ICP-AES, la spectrophotométrie UV-visible et la thermogravimétrie.

Tableau 7 : Résultats des analyses ¢lémentaires et ICP-AES de la résine Seph2(Fe).

% N % C % H ICP Fe
Seph2(Fe) 3,08 46,19 6,35 1,86
0,1 g de résine Sephadex, DMF, 40 °C, 48 h.

Ces analyses nous ont permis d’accéder a la quantité de DFO greffée sur la résine dans
un premier temps par analyse ICP du fer et par détermination du pourcentage d’azote évalué
par analyse élémentaire, comme décrit précédemment. Nous avons également mesuré la
concentration en fer dans le surnageant de la réaction afin d'évaluer la quantité de complexe
[Fe(DFO)] greffé, par comparaison avec la quantité totale de complexe mise en jeu. La
concentration de [Fe(DFO)H]" dans le surnageant a été déterminée par analyse ICP et par
spectrophotométrie d'absorption visible en suivant I'évolution de l'intensit¢ de la bande
d'absorption a 425 nm (¢ = 2460(30) M cm ![!3])), Finalement, une analyse
thermogravimétrique (ATG) du matériau a été effectuée afin de corroborer les résultats obtenus
pas les autres techniques analytiques. Cette analyse consiste a calciner I'échantillon et @ mesurer
la perte de masse en appliquant un gradient de température (5 °C/min) de 25 a 1000 °C. Au dela
de 400-500 °C, tous les composés organiques ont été brulés. Ainsi, dans le cas de Seph2(Fe),
le résidu aprés calcination est uniquement constitués d'oxydes métalliques. Compte tenu des
conditions oxydantes du mélange gazeux dans lequel I'échantillon est exposé (N2/O> 30/10
mL/min), I'oxyde résiduel est Fe,Os3 et la quantification de ce résidu permet d'évaluer la teneur

en fer de I'échantillon.
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Figure 51 : Thermogramme de la résine commerciale et de Seph2(Fe).

Les résultats de ces différentes analyses de Seph2(Fe) sont rassemblés dans le Tableau

8 et sont exprimés en unités molaire et massique de DFO par gramme de résine greftée.

Tableau 8 : Résultats des analyses de greffage de [Fe(DFO)H]" sur la résine CM Sephadex C25.

n(DFO) m(DFO)
Meéthode d'analyse Résultats . .
(mmol/g de résine) (mg/g de résine)

ICP-AES® mre = 18,6 mg/g 0,333 186
AE? mn = 30,8 mg/g 0,366 205
ATG? 3,2 % (Fex03) 0,400 224
Spectrophotométrie®  A4s = 1,683 0,399 224
ICP-AES® [Fe] = 0,69 mmol/L 0,346 194

“ Analyse de la résine. * Analyse du surnageant de réaction (€425 = 2460 M cm™).

Les différentes analyses effectuées sont cohérentes entre elles et la quantité de
[Fe(DFO)] greffée peut étre évaluée a environ 0,35 mmol/g. Cette étude nous a permis, d'une
part, de valider notre méthode de synthése mettant en jeu le complexe de fer de la DFO plutot
que le ligand libre, et d'autre part, de mettre au point une approche multi-analytique de

détermination du taux de greffage.

- Morphologie des résines et optimisation du greffage

Les images obtenues par microscopie électronique a balayage (MEB) des résines sont

présentées sur la Figure 52.
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Sephadex C25 Seph2(Fe) Seph3(Fe)
Figure 52 : Clichés MEB de la résine Sephadex et de résines Sephadex modifiées.

L'image par microscopie électronique a balayage (MEB) de la résine modifiée
Seph2(Fe) révele une forte dégradation des billes avec de nombreuses craquelures et la
présence en nombre de fragments. Nous avons cherché a savoir si 1'altération de la morphologie
des billes était attribuée au mode d’agitation ou a la réaction de greffage elle-méme. Afin de
répondre a cette question, la résine Seph3(Fe) a été préparée dans les mémes conditions que
Seph2(Fe) mais avec un mode d’agitation plus respectueux de l'intégrité des billes. Ainsi, un
banc chauffant muni d'une agitation orbitalaire a été utilisé. Ce mode d'agitation permet de
limiter les contraintes mécaniques subies par les billes de résine, contrairement a une agitation
magnétique. Comme on peut 1’observer sur le cliché MEB de 1'échantillon Seph3(Fe), la
morphologie de la résine est beaucoup mieux conservée que pour Seph2(Fe), et ce, avec des
quantités de DFO greffée similaires. De ce fait, tous les essais décrits ci-apres ont été réalisés

avec une agitation mécanique (pale en verre) plutdt que magnétique.

Notre but étant de fonctionnaliser la résine a 1'échelle de quelques dizaines de grammes
en vue de les mettre en jeu pour élaborer des capteurs DGT, nous avons multiplié les essais afin
d’optimiser les conditions de réactions. Lors des tests de greffage précédents, 0,5 équivalent de
complexe [Fe(DFO)H]" avait été introduit par rapport aux groupements acide carboxylique.
Cependant, les analyses ont révélé que seul 10 a 15 % de ces groupements ont été
fonctionnalisés. Le taux de greffage obtenus de 1’ordre de 0,35 mmol/g étant satisfaisant pour
l'application visée, des essais de greffage ont été entrepris en mettant en jeu un plus faible ratio
de complexe [Fe(DFO)H]" par rapport aux fonctions acide de la résine. Compte tenu du prix
élevé du Desferal® (~20 €/g), l'objectif de cette approche était de réduire le colt de cette

synthése.
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Tableau 9 : Impact du nombre d'équivalents de complexe [Fe(DFO)H]" sur le taux de greffage.

Résine [Fe(DFO)H]* % Fe (ICP) n(DFO)
(équiv.) (mmol/g de résine)
Seph2(Fe) 0,5 1,86 0,333
Seph4(Fe) 0,2 1,21 0,217

0,1 g de résine Sephadex, DMF, 40 °C, 48 h.

Nous pouvons observer une diminution significative du taux de greffage (Tableau 9)
lorsque le nombre d'équivalent mis en jeu passe de 0,5 a 0,2. Pour remédier a ce probléme, nous
avons décidé d’étudier I’impact de la durée de la réaction de greffage (Tableau 10). Deux
réactions ont été effectuées en parallele sur 0,1 g de résine a 40 °C dans le DMF avec 0,5 équiv.
de [Fe(DFO)H]".

Tableau 10 : Impact de la durée de réaction de complexe [Fe(DFO)H]" sur le taux de greffage.

. [Fe(DFO)H]"*  Durée de réaction n(DFO)
Résine o % Fe (ICP) )
(équiv.) (h) (mmol/g de résine)
Seph5(Fe) 0,5 48 h 2,45 0,428
Seph6(Fe) 0,5 130 h 3,06 0,531

0,1 g de résine Sephadex, DMF, 40 °C, 48 h et 130 h.

Les analyses des deux résines Seph5(Fe) et Seph6(Fe) montrent clairement que le
temps de réaction est un parameétre majeur a considérer pour optimiser le taux de greffage. Ceci
est vraisemblablement dii au fait que la réaction a lieu en milieu hétérogene. Ainsi des
problémes d'accessibilité et de diffusion des réactifs dans le polymére doivent exister. Il ressort
de ces études qu'un taux de greffage satisfaisant (> 0,30 mmol/g) devrait étre atteint en
introduisant seulement 0,2 au liecu de 0,5 équivalents de complexe [Fe(DFO)H]" mais a

condition d'augmenter de maniére significative la durée de réaction (5 jours).

Fort de ces tests d’optimisations en termes d’agitation, d’équivalent de réactif et de
temps de réaction, les conditions de réaction des greffages a large échelle ont été choisies. La
résine a été mise a réagir avec le [Fe(DFO)] (0,25 eq.), ’EDC (1 eq.), le HOBt (1 eq.) dans le
DMF en présence de DIPEA. La température est fixée a 40° C et la résine est constamment
agitée par une pale en verre pendant 130 heures. Trois greffages a I’échelle de 6, 15 et 20 g ont

¢été ainsi effectués (Tableau 11).
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Tableau 11 : Résultats d’analyse de lots de résine Sephadex modifiée.

Résine Masse [Fe(DFO)H]"  Durée de % Fe n(DFO)
engagée (g) (équiv.) réaction (h) (ICP) (mmol/g de résine)
Seph2(Fe) 0,1 0,5 48 1,86 0,333
Seph7(Fe) 6 0,25 130 1,84 0,329
Seph8(Fe) 15 0,25 130 1,63 0,292
Seph9(Fe) 20 0,25 130 3,13 0,560
DMF, 40 °C.

Malgré I’important redimensionnement, les résultats obtenus pour les lots Seph7(Fe) et
Seph8(Fe) sont similaires a ceux du lot Seph2(Fe), notre greffage de référence. Le dernier lot
Seph9(Fe) affiche, quant a lui, un taux de greffage particuli¢rement ¢levé avec une
augmentation d’environ 70 %. Ceci est vraisemblablement di au type de réacteurs utilisés. En
effet, les quantités de réactif et de solvant requises pour préparer le lot Seph9(Fe) nous ont
contraint d’abandonner la verrerie de laboratoire classique (ballon et chauffe ballon) et
d’utiliser du matériel de production, dans ce cas, un réacteur a double enveloppe. La différence
de résultat est donc imputable a une meilleure homogénéité du milieu, en termes de température

(double enveloppe) et d’agitation (pale de grande taille).

- Démeétallation

L'approche synthétique que nous avons adoptée montre donc clairement que le greffage
de [Fe(DFO)H]" permet un meilleur contrdle de I'ancrage du complexe et de préparer des
matériaux avec une plus grande pureté et homogénéité. Cependant, la résine est inutilisable a
ce stade pour réaliser un capteur DGT car les sites de complexation sont tous engagés pour
chélater I’ion Fe*". Le complexe greffé doit donc étre dissocié afin de régénérer les fonctions
acides hydroxamiques de la DFO. Comme dans le cas de la résine Seph1(Fe), une solution du
sel disodique d'EDTA a été utilisée mais a une concentration 10 fois supérieure (0,1 M) afin
d'accélérer la réaction de démétallation. Contrairement au matériau Seph1(Fe), pour lequel
nous cherchions a décomplexer sélectivement les groupes carboxylate sans dissocier le
complexe [Fe(DFO)], notre objectif était cette fois-ci de démétaller totalement la résine. Un
premier essai de décomplexation a été réalisé sur Seph2(Fe) (40 mg) par une solution 0,1 M
d’EDTA. Un changement de couleur a été¢ rapidement observé. Aprés quatre jours dans des
conditions statiques, la résine a été analysée aprés lavages successifs par une solution diluée
d'acide acétique, de I'eau et du méthanol, puis séchage sous vide. La teneur résiduelle en fer de

la résine, déterminée par ICP-AES, est inférieure a 0,001 %, tandis que 1'analyse de la solution
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d'EDTA apres échange a montré que la libération du fer en solution était quantitative. La méme
procédure de démétallation a été utilisée avec succes sur des lots de résine modifiée a plus
grande échelle (Seph7(Fe), Seph8(Fe) et Seph9(Fe)).

=
|:=- ke + Fe f.‘
EDTA 0,1 M "y .
(25 €équiv.) Fe(NO;); sat. -
4 jours 1 minute v

Figure 53 : Démétallation d’un échantillon de résine Sephadex-DFO.

Apres une rapide remétallation par une solution concentrée de Fe(NOs3); dans I’eau, la
résine reprend sa couleur rouge-marron caractéristique du complexe Fe(DFO), ce qui montre
qu'elle est capable de chélater a nouveau le fer. Nous pouvons donc en conclure que le processus

de démétallation-métallation de la résine fonctionnalisée est réversible.

2.2.2. Etudes physico-chimiques
Les résines modifiées ont été caractérisées par différentes méthodes spectroscopiques

et d'imagerie a I'échelle micro- et macroscopique, afin d'obtenir des informations quant a la

répartition spatiale de la DFO dans les billes de polymere.

- Spectroscopie infra-rouge
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Figure 54 : Spectres IR de la résine Sephadex commerciale (noir) et Seph2 (bleu).
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Les spectres IR en mode ATR de la résine commerciale et de la résine fonctionnalisée
Seph2 par la DFO, présentent des similitudes dans la zone 500-1300 ¢m™, mais de fortes
disparités dans la région 15001750 cm™!, dans laquelle sont observés les modes de vibration
du groupe carbonyle appartenant aux fonctions amide et acide hydroxamique. Apres greffage,
la vibration a 1720 cm™ correspondant aux fonctions acide carboxylique est toujours observée
mais son intensité a fortement diminuée par rapport au spectre de la résine de départ. Cette
diminution d'intensité s'accompagne de l'apparition de deux pics intenses a 1541 et 1618 cm™,
correspondant respectivement a la vibration de la liaison C—N des fonctions amide de la DFO

et a la liaison C=0 des acides hydroxamiques.['*¢]

- Microscopie électronique a balayage

Les clichés MEB permettent de visualiser la morphologie des particules de résine a
I’échelle microscopique. Contrairement aux images MEB des deux résines Seph2(Fe) et
Seph3(Fe) présentées précédemment (Figure 52), 'objectif n'est pas ici de mettre en évidence
l'influence des conditions opératoires sur l'intégrité des particules, mais de montrer si la réaction
de décomplexation de [Fe(DFO)] a I'état solide conduit peu ou prou a une dégradation des

particules et de leur morphologie sphérique.

Figure 55 : Clichés MEB de la résine Seph7(Fe) avant (gauche) et apres (droite) démétallation par
PEDTA.
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Bien que les deux résines se distinguent aisément par leur différence de couleur, a
I’échelle microscopique, les billes ont un aspect treés similaire. Elles ne présentent aucun signe

d’altération apres I'étape de démétallation.

- Microscopie par excitation a deux photons

La microscopie biphotonique est fondée sur I’observation de

la fluorescence émise par un échantillon, a I'aide d'un microscope
optique. La particularité de cette technique est que 1’excitation de
I’échantillon est réalisée par une absorption simultanée de deux

photons. Dans ce cas, la longueur d’onde de la lumi¢re d’excitation

est plus grande que celle de la lumiére émise. Cette technique

d’imagerie est répandue en biochimie car une excitation dans le Figure 56 : Excitation a 1
et 2 photons et

proche infra-rouge (700—800 nm) permet de limiter 1’absorption du fluorescence.

rayonnement par les cellules des tissus et permet ainsi d’exciter des

molécules fluorescentes jusqu’a un millimetre de profondeur in vivo.

Au contraire de la microscopie électronique, qui permet de déterminer uniquement la
morphologie de micro- ou nanoparticules, la microscopie optique biphotonique est un outil de
choix pour sonder la présence de composés fluorescents au sein d'une matrice, et notamment
d'évaluer la répartition de ces espeéces moléculaires a I’intérieur de la bille. En effet, ici,
I'émission n'est observée qu'au niveau du point focal, contrairement a 1'émission classique a un
photon. Ceci permet de cartographier en profondeur la présence de I'émetteur simplement en
modifiant la mise au point du microscope. A 1'aide de cette technique, nous désirions savoir si
les billes de polymere sont fonctionnalisées uniquement en surface ou au contraire en
profondeur également.

La desferrioxamine B et le polysaccharide support n'étant pas fluorescents, nous avons
utilisé comme marqueur un lanthanide luminescent dans le domaine visible et qui présente une
bonne affinité vis-a-vis du sidérophore.['37:1381 Notre choix s'est porté sur le terbium(III) dont
I'émission de lumiere de couleur verte a 544 nm est bien connue. Les propriétés optiques de
lion Tb*" de configuration électronique 4/® résultent exclusivement de transitions f — £, les
niveaux 'Fe et °D4 (la levée de dégénérescence des termes 'F et °D est due au couplage spin-
orbite) correspondant respectivement a I'état fondamental et au premier état excité (Amax = 486
nm pour 'Fg — Ds). De ce fait, les transitions sont interdites par les régles de sélection de
Laporte ce qui se traduit dans le domaine UV—vis—PIR par des raies d'absorption de tres faibles
intensités (¢ <1 M~! cm™). Leur étroitesse résulte de la faible influence du champ du ligand sur

les électrons 4/ en raison de I'écrantage provoqué par les orbitales externes 5s et 5p. La Figure
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57 reproduit les spectres d'émission (Aex = 355 nm) en solution aqueuse du nitrate de terbium
(¢=0,015 M, pH ~ 2 HNOs) et du complexe formé en présence d'un équivalent de DFO*~ a pH
9,6. Quatre bandes structurées mais males résolues, attribuées aux transitions Ds — "F; (J =
3-6), sont observées entre 470 et 670 nm. L'extinction partielle de fluorescence induite par la
complexation et la nécessité d'exciter directement le terbium, justifient I'utilisation d'une source

laser pour I'étude de la chélation de ce lanthanide par nos résines.

544 nm (J=5)
490 nm (J = 6)
585 nm (J =4) 621 nm (J=3)
A M\ K A
f T I T
470 520 570 620 670

7 (nm)
Figure 57 : Spectres d'émission d'une solution de nitrate de terbium (0,015 M) dans I'eau a pH 2
(HNO:s) correspondant aux transitions D4 — "F; (ligne noire) et du mélange équimolaire avec
(DFO)H?" a pH 9,6 (ligne rouge). Aex = 355 nm.

Un échantillon de la résine Seph7 a été complexé par Tb(acac); dissous dans du

méthanol a température ambiante (Figure 58).

OH
HO Hw
OH 0 OH
%Om\ Th(acac), % 0
(@) —_— o
MeOH ;l\

lo) N—DFO (0] N—DFO(Th)
H H

Figure 58 : Métallation de la résine Seph7 par le terbium (III).

Apres lavage et séchage sous vide qui permettent d'éliminer l'acétylacétone volatil
(acacH) libéré au cours de la réaction, quelques billes déposées sur une lame de verre ont été
observées par un microscope bi-photonique équipé d’un laser (Chameleon Vision I1, Coherent)
d’excitation a 750 nm et d’un filtre de détection couvrant la plage 500—550 nm. En déplagant
pas a pas la platine motorisée du microscope biphotonique, le profil d'émission des billes a été

enregistré le long de leur diamétre sans avoir a modifier la mise au point (point focal fixe).
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Profile d'intensité

Figure 59 : a) Cliché au microscope bi-photonique, b) profile d’intensité lumineuse de Seph7(Tb).

Les clichés et profils ainsi enregistrés (Figure 59) révelent que I’intensité lumineuse est
sensiblement la méme, aussi bien sur les bords de la bille qu'en leur centre. Nous pouvons donc
conclure que la résine a été fonctionnalisée uniformément par le complexe [Fe(DFO)] lors du
greffage, ce dernier pénétre par diffusion au cceur des particules et se lie aux chaines

polymériques pour former un matériau dans lequel la DFO est dispersée de maniére homogene.

2.2.3. Limitations

Nous sommes parvenus a synthétiser des résines modifiées par la DFO, a 1'échelle de
plusieurs dizaines de grammes. Grace aux outils analytiques mis en ceuvre, la teneur en DFO,
sa localisation au sein de la matrice polymere et ses propriétés de chélation ont été décrites. Ces
résines présentent toutefois un inconvénient majeur puisqu'elles possedent des sites de
complexation de haute affinité (DFO?") mais aussi de faible affinité compte tenu de la présence
de groupes carboxylate résiduels. La présence de ces derniers est susceptible de nuire a la
sélectivité du matériau extractant. Pour tenter de résoudre ce probléme, un autre support
polymere a été envisagé pour le greffage de la DFO et la séquestration sélective des métaux

ciblés. Ces travaux font 1'objet du chapitre suivant.
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2.3. Résine Epoxy Methacrylate

2.3.1. Greffage

- Choix de la résine

Pour éviter la présence de différents sites de complexation en compétition vis-a-vis de la
complexation des cations métalliques, nous avons cherché une résine non fonctionnalisée qui
ne possede pas de fonctions chélatrices afin que seul le ligand immobilisé (DFO dans notre cas)
soit en mesure de présenter des propriétés de complexation. C'est l'approche que nous avons
adoptée afin d'augmenter la sélectivité¢ de la résine vis-a-vis des cations tétravalents. Apres
examen des offres proposées par les différents fournisseurs, une résine polyméthacrylate a
fonctions époxy (Lifetech™ ECR8209), Commercialisé sous la marque Purolite® avec une
granulométrie moyenne de 70 um a été sélectionnée (Figure 60). La taille et la morphologie
des billes ont été analysées par microscopie €lectronique a balayage, il s'avére que la taille des
particules est dispersée entre 50 et 100 um. Ce polyméthacrylate est fonctionnalisé par des
groupes époxy pendants avec une densité de fonctions de 1,5 mmol/g selon les indications du
fournisseur. Ces fonctions sont capables de réagir avec des agents nucléophiles comme des
amines par attaque nucléophile sur I'atome de carbone en position 3, le plus €lectrophile. Dans

la suite du mémoire, cette résine sera appelée EMC pour EpoxyMéthaCrylate

Figure 60 : a) Représentation schématique de la résine époxyméthacrylate ECR8209 de marque
Purolite® (EMC), b) Clich¢ MEB de la résine EMC.

- Greffage de la DFO
Le greffage est réalisé par réaction de la fonction amine terminale de la DFO sur la

résine qui conduit a l'ouverture du cycle époxy (Figure 61). Cette réaction de couplage est

simple et s'effectue dans des conditions douces, mais de nombreux parameétres doivent étre pris
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en compte, tels que la nature du solvant, de la base, du nombre d’équivalents, la durée et la
température de réaction. Nous avons réalis¢ de nombreux essais afin de déterminer les
conditions optimales de greffage. Aprés réaction, les résines ont été lavées abondamment a
I’eau, a I’acide acétique dilué (1 M) et au méthanol, puis séchées sous vide. Le pourcentage
d’azote déterminé par ’analyse élémentaire nous a permis de calculer les taux de greffage en
fonction des conditions opératoires utilisées. Dans les essais présentés ci-dessous, la quantité

de DFO mise en jeu est restée constante, égale a 1 équivalent par rapport au nombre de fonctions

€poxy.

Tableau 12 : Optimisation du greffage de la DFO sur la résine EMC dans 1’eau.

Résine Température Durée DIPEA NEt; %N

(°C) () (équiv.) (équiv.)
EMC?® 20 3 3 0 0,00
EMC1? 20 3 3 0 0,69
EMC2? 20 3 0 3 0,63
EMC3*? 60 3 5 0 1,79
EMC4* 60 5 5 0 1,78

a) 50 mg de résine EMC dans 2,5 mL d’eau ; b) témoin sans ajout de DFO.

L'ajout d'un exces de base est nécessaire car la DFO mise en jeu est commercialisée
sous sa forme (DFO)H4" et la fonction amine terminale qui sert de point d'ancrage est protonée.
Ces greffages ont montré que la température et le nombre d’équivalents de base jouent un role
primordial lors du greffage. La réaction est terminée aprés trois jours et la DIPEA est tres
légérement plus efficace que la triéthylamine. La DIPEA est tout de méme préférée dans ces
réactions car elle est moins nucléophile.

Des tests de stabilité ont montré que dans 1’eau, en présence de 5 équivalents de DIPEA
pendant 5 jours a 60 °C, la DFO subissait une dégradation par hydrolyse des fonctions
hydroxamate. Cette dégradation n’est cependant pas observée dans le méthanol. C'est pourquoi
nous avons par la suite réalisé les réactions de greffage dans le méthanol en présence de cinq

équivalents de base.
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Tableau 13 : Optimisation du greffage de la DFO sur la résine EMC dans le méthanol.

Résine Masse de Température Durée DIPEA %N
résine (g) (°O) () (équiv.)

EMCS 0,05 60 3 5 1,38

EMCo 2 60 3 5 1,61

Les résultats présentés dans le Tableau 13 montrent que la réaction optimisée opére dans
le méthanol a 60 °C pendant trois jours sans agitation en présence d'un équivalent de DFO et

de cinq équivalents de DIPEA par rapport a la quantité de fonctions époxy présente.

i/zLx DFOH* E/IL
— >
DIPEA, MeOH

§>O 07 o\

0 HO DFO

Figure 61 : Fonctionnalisation de la résine Praesto époxy.

Fort des optimisations a petite échelle (50 mg), EMC6 est le premier lot de résine époxy
modifiée a I’échelle du gramme. Les résultats des analyses conduites sur ce lot font référence
pour les suivantes a I’échelle de la dizaine de grammes. Le Tableau 14 présente les résultats

d’analyses élémentaires de EMC6.

Tableau 14 : Résultats d’analyses élémentaires de EMC6.

% N % C % H (DFO) /g de résine
107,8 mg
EMC6 1,61 57,47 7,16
0,192 mmol

2 g de résine EMC, 100 mL de MeOH, 60 °C, DIPEA, 72 h.

Nous avons émis 1’hypothése que la totalité de I’azote observé par analyse élémentaire
centésimale CHN provenait de la DFO. Afin de vérifier cette hypothése et de montrer que la
résine époxy ne réagissait pas avec I'amine tertiaire de la DIPEA, des essais de greffage ont été
réalisés dans les mémes conditions mais en l'absence de sidérophore. L’analyse élémentaire
révele alors clairement un pourcentage d’azote nul, ce qui nous a permis de valider les
conditions de greffage utilisées. L’avantage de cette résine par rapport a la Sephadex réside

dans I'absence de fonction complexante en compétition avec la DFO.
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{

Résine EMC époxy EMCe6
+ Fe(NOs3); sat. + Fe(NO3); sat.
5 minutes 5 minutes

Figure 62 : Clichés d’échantillons de résines aprés métallation par du fer(I1I).

Aprés complexation de la résine modifiée par une solution aqueuse de Fe(NO3)s saturée,
l'analyse ICP-AES du fer a été réalisée (Tableau 15). Celle-ci révele que le ligand est complexé

a hauteur de 84 %, ce qui suggére qu'une faible fraction de chélateur n'est pas accessible au fer.

Tableau 15 : Analyse ICP du fer de EMC6 aprés complexation.

Résine % Fe (ICP) (DFO) /g de résine % métallation
90,41 mg
EMC6(Fe) 0,9 84
0,161 mmol

2 g de résine EMC, MeOH, 60 °C, DIPEA, 72 h.

Ce phénomeéne est probablement di a la conformation étendue de la DFO libre, qui doit
s’enrouler autour du cation pour le chélater. Ainsi, une fraction minoritaire de DFO greffée
dans la résine n'a sans doute pas un espace suffisant entre les chaines polymériques pour se
positionner le long des trois arrétes de I'octaédre de 1'ion Fe** et créer ainsi un arrangement
hélicoidale autour du centre métallique comme le montre la structure radiocristallographique
du complexe [Fe(DFO)H]" (Figure 63).1!3]
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Figure 63 : Structure radiocristallographique de [Fe(DFO)H"].['*"]

En nous appuyant sur les conditions mises au point pour la préparation du lot EMC6,
deux synthéses a plus grande échelle ont été réalisés. Pour EMC7 et EMCS8, 15 grammes de
résine ont été¢ mis a réagir avec la DFO (1 équiv.) en milieu basique dans le MeOH, a 60 °C
pendant 3 jours. Les conditions opératoires pour les deux fonctionnalisations sont similaires,
hormis la nature de la base utilisée, NEt3 (5 équiv.) pour EMC7 et DIPEA (5 équiv.) pour
EMCS. Les résultats des analyses des élémentaires sont compilés dans les Tableau 16 et

Tableau 17.

Tableau 16 : Résultats des analyses élémentaires des lots EMC6 — EMCS.

Masse de n(DFO)
) Base %N % C % H )
résine (g) (mmol/g de résine)
EMC6 2 DIPEA 1,61 57,47 7,16 0,192
EMC7 15 NEt; 1,41 56,73 17,57 0,168
EMCS 15 DIPEA 1,69 56,10 7,75 0,201

MeOH, 60 °C, 72 h.

Des échantillons des trois résines ont ¢t¢ métallées par une solution méthanolique de

Fe(NOs)3. Apres séchage sous vide et minéralisation, les résidus ont été analysés par I[CP-AES.

Tableau 17 : Résultats des analyses du fer par ICP-AES des lots EMC6 — EMCS.

% Fe (ICP) n(DFO) - % métallation
(mmol/g de résine)
EMC6(Fe) 0,90 0,161 84
EMC7(Fe) 0,58 0,104 62
EMCS(Fe) 1,19 0,213 105

Dans le cas du lot EMC7 obtenu par greffage en présence de triéthylamine, le taux de

métallation de la DFO est largement inférieur a celui déterminé pour le lot EMCS. Ce résultat
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ne peut s’expliquer que par une moindre accessibilité¢ de la DFO dans le cas de EMC7. Au
final, plus de 30 grammes de résine époxy méthacrylate ont été fonctionnalisés par la DFO et

les conditions utilisées pour préparer le lot EMCS8 semblent optimales.
2.3.2. Etudes physico-chimiques
- Spectrométrie infra-rouge

La spectroscopie infrarouge apporte des informations intéressantes sur la nature des

fonctions présentes dans la résine.
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Figure 64 : Spectres IR en mode ATR de la résine commerciale EMC (noir) et de la résine EMC-DFO
(bleu) (EMC6).

La présence de la bande de vibration 2 908 ¢m™ est un marqueur particuliérement
intéressant, car elle est attribué au cycle époxy.['*] Aprés ouverture de ce dernier lors de la
fonctionnalisation par la DFO, l'intensité de ce signal décroit drastiquement. Cette évolution
peut donc étre considérée comme la signature du greffage de la DFO sur la résine. Dans la
région de vibration des groupes carbonyle, une bande caractéristique de la DFO apparait a 1656
cm™!. La réactivité des fonctions époxy avec différentes bases azotées a également été évaluée
par spectroscopie infrarouge. Nous avons, en effet, clairement démontré que 1'ajout d'un exces
de DIPEA (5 équiv.) ne conduisait pas a I’ouverture des cycles époxy (Figure 65) puisque les

spectres avant et aprés réaction sont identiques.
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Résine EMC native Résine + DIPEA Résine + DFO + DIPEA Résine + PrNH> + DIPEA
T T T T T T T T
1000 900 800 1000 900 800 1000 900 800 1000 900 800
Nombre d’onde cm™ Nombre d’onde cm™! Nombre d’onde cm™! Nombre d’onde cm™

Figure 65 : Comparaison des pics signatures du cycle époxy sur les spectres IR.

L'utilisation d'une amine primaire comme la propylamine en large excés conduit a
l'ouverture du cycle époxy, tout comme la DFO, puisque l'intensité de la vibration a 908 ¢cm™
diminue fortement, bien que la bande ne disparait pas totalement. Cette étude montre donc que
la résine possede des fonctions époxy réactives vis-a-vis des amines primaires, mais une partie

est inaccessible pour réagir, méme avec des amines de petites tailles.

- Microscopie par excitation a deux photons

Afin de connaitre la répartition de la DFO dans la résine EMC modifiée, nous avons
réalisé une étude par microscopie optique biphotonique analogue a celle décrite précédemment
pour la résine Sephadex. La résine modifiée a été métallée par le complexe Tb(acac); afin de

conférer des propriétés de luminescence au matériau par excitation directe de I'ion Tb** & 750

. Tb(acac)s E/i\/
_—
le) o MeOH O

nm.

(6]

HO DFO HO  DFO(Th)

Figure 66 : Métallation de la résine EMC6 par le terbium(III).

L’échantillon a été analysé a I'aide du méme dispositif que celui décrit précédemment.

Le profil d’intensité de luminescence est reproduit a la Figure 67.
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Profile d'intensité
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Figure 67 : a) Cliché de microscope bi-photonique, b) profile d’intensité lumineuse de la résine
EMCG6(TDb).

Les images révelent que I’intensité lumineuse est sensiblement la méme sur les bords
de la bille qu'en leur centre. Nous pouvons donc conclure que la résine a été fonctionnalisée

uniformément par la DFO a la fois en surface et en profondeur.

2.2.3. Etudes complémentaires

Un lot de 15 grammes de résine EMCS8 a été envoyé au Pr. Raffaela Biesuz a
I’Université de Pavie (Italie). R. Biesuz et son équipe ont développé, depuis les années 2010,
une solide expérience sur les matériaux fonctionnalisés par la DFO pour des application
analytiques.[71-76-141.142] Ce Jaboratoire a accepté d’étudier les propriétés de complexation de Zr**
de cette résine EMC-DFO. Dans ce chapitre, nous allons présenter les méthodes analytiques
utilisées et les résultats obtenus, c’est-a-dire la cinétique et les profils de sorption du zirconium

sur la résine modifiée.
- Théorie

Pour décrire les équilibre de sorbtion mis en jeu dans le mécanisme d’extraction du
zirconium par la résine, I’équipe s’est appuyé sur le modele de Gibbs-Donnan qui décrit les
échanges ioniques entre deux solutions séparées par une interface a travers laquelle les ions et
molécules neutres peuvent diffuser. Dans le cas d’une résine complexante, celle-ci est
considérée comme une solution concentrée.l!4>144 La différence de mobilité entre les ions et
les groupements chélateurs de la résine crée un potentiel a I’interface de la résine, appelé
potentiel de Donnan.!'*31 Une fois le model établi et en se basant sur les échanges ioniques a

I’interface de la résine, les auteurs explicité la fraction /' de métal sorbé par la résine, c’est-a-
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dire la concentration de métal sorbé (M) sur la quantité totale de métal (M) selon 1’équation
8.

f _ [l\_/[] _ Z[MHan].W _ 1 avec: k* = ZﬁlnpelerL]n
[M] 0 [M].V.aM+Z[MHan].W 14 %M.V [H]9
w
Equation 8

Dans cette équation, w est la masse de résine seéche, V est le volume de la solution, am
est le coefficient de réaction secondairel!4®]] ici, celui des ions métalliques dans le solvant.

Finalement Sinpex €st le coefficient d’échange diphasique :

P _ [MH,L,].[H]9
e M) H L]
Equation 9

Pour ces équations et pour le reste de cette étude, les barres au-dessus des caractéres

indiques que ceux-ci font référence a des espéces ou des caractéristique de la phase solide.

- Meéthodes et résultats

Isotherme de sorption :

Dix tubes a essais contenant 50 mg de résine EMC8 dans 5 mL d’une solution de NaCl
(0,1 M), dont le pH est fixé a 2 par ajout de HCI, sont mis en contact avec différentes quantités
de Zr(IV) allant de 5x10~° a 5x10~* M. Les échantillons sont agités une nuit, puis le surnageant
est analysé par ICP-AES. La concentration d’ion métallique de la solution est noté Ce(M) et par
soustraction avec la quantité initiale, la quantité sorbée, notée g (mmol g'), est calculée.
L’isotherme de sorption est alors obtenu en représentant la quantité d’ion sorbé ¢ par rapport a

la concentration de zirconium dans le surnageant Ceq (Figure 68).
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Figure 68 : Isotherme de sorption de Zr(IV) par la résine EMCS8 a pH 2 (HCI) dans une solution de
NaCl 0,1 M maintenue a 25 °C.

L’isotherme de sorption représente une courbe de saturation qui peut étre ajustée en
appliquant un modéle de Langmuir 147 avec les paramétres : K1, = 2.5(9)x10° M™! and gmax =
0.20(3) mmol g'.

_ K1, Qmax Ceq
14+ K ceq
Equation 10

Profils cinétiques :

Trois séries de dix tubes contenant 50 mg de résine EMCS8 dans 5 mL d’une solution
de NaCl (0,1 M) dont le pH est fixé a 2 par ajout de HCI ont été préparées. Chaque série est mis
en contact avec une quantité connue de Zr(IV) (5,5 uM, 55 pM et 550 uM). A des temps précis,
un échantillon de surnageant est prélevé et analysé par ICP-AES afin de déterminer la
concentration résiduelle en ions métalliques. Les profils cinétiques des 3 séries ont été obtenus
en représentant la variable f(c/cior), ¢’ est-a-dire la fraction de métal sorbée, en fonction du temps
(Figure 69).
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Figure 69 : Profils cinétiques de sorption du Zr(IV) sur EMCS. Concentrations initiales en Zr(IV): 5.5
UM (bleu) ; 55 uM (jaunes) ; 550 uM (rouge).

Les courbes de saturation représentées sur le graphique de la Figure 69 ont été ajustées

en appliquant 1’équation de pseudo-premier-ordrel'4”] :

f=1—e* qvec k=g
15C

Equation 11

Les trois séries d’échantillons atteignent 1’équilibre (f = 1), c¢’est-a-dire une sorption
totale du zirconium sur la résine, en moins d’une heure. Ces profils cinétiques montrent que la

sorption est rapide méme dans des conditions diluées de sel métallique.

Profils de sorption en fonction du pH :

Deux séries d’une quinzaine de tubes contenant 50 mg de résine EMC8 dans une
solution de Zr(IV) (50 uM, 10 mL) ont été préparées. Les solutions des tubes de la premiere
série sont composées d’un mélange de HCI, NaOH et NaCl 1 M afin de couvrir une gamme de
pH allant de 1 a 11, tout en gardant une force ionique totale de 0,1 M. Les solutions des tubes
de la deuxieme série sont préparées suivant le méme protocole mais avec une force ionique
totale égale a 1 M. Ces séries d’échantillons ont été reproduites plusieurs fois en ajoutant un
ligand compétiteur vis-a-vis de EMCS, soit de la DFO libre soit de ’EDTA. Aprés une nuit, le
surnageant de chaque tube a été analysé par ICP-AES pour déterminer la concentration en ion
Zr(1V). Le profil de sorption de chaque série est alors obtenu en représentant la variable f(¢/ciot),

c’est-a-dire la fraction de métal sorbée, en fonction du pH (Figure 70).
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Figure 70 : Profils de sorption de Zr(IV) par la résine EMCS en fonction du pH en I’absence et en
présence d’un ligand compétiteur : a) DFO libre (0,1 mM et 1 mM) ; b) EDTA (0,5 mM et 5 mM)

Les courbes représentées sur les graphiques, pour les séries d’échantillon avec ligands
compétiteurs, ont été calculées en appliquant 1’Equation 8. L’ajustement des données de ce
modele a permis de déterminer les constantes de complexation du systéme Zr(IV)/EMCS. En

premier lieu, les différentes réactions de sorption observables ont été définies (Figure 71).

L o ) [[Zr(DFO)H]Z*]
Zr*" + DFO* +H' == [Zr(DFO)H]** Prn= [Zru]_[ﬁ ][H]
. [[Zr(DFO)]*]
Zr* + DFO* <2 [zr(DFO)]" 51“0:_[&“],[@]
i I:Zr(DFO)(OH):I

Zr*" + DFO* + OH~ &» [Zr(DFO)(OH) 11~ [zw].[ﬁ]-[cﬁ]

Figure 71 : Equilibre de sorption de Zr(IV) sur EMCS.

Pour chaque série d’échantillon, les constantes de complexation du zirconium sur la
résine modifiée ont été calculées. Elles sont regroupées dans le Tableau 18 et comparées aux

valeurs de constantes de complexation de Zr(IV)/DFO de Y. Toporivska et son équipe.l'48]
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Tableau 18 : Constantes de complexation du systéeme Zr(IV)/EMCS.

Milieux log S log B log Bt
I=0,1M 47,8 41,5 31,0
I=1M 47,8 41,7 31,0
I=1M+ DFO 0,1 mM 47,3 41,7 30,8
I=1M+ DFO 1 mM 47,8 41,9 30,8
I=0,1 M+EDTA 0,5 mM 47,8 41,9 31,0
1=0,1 M+ EDTA 5mM 48,1 41,9 31,0
Moyenne des six milieux 47,77 41,77 30,93
Données de la littérature '*% 47,83 41,88 30,99

Les valeurs obtenues pour les six séries d’échantillons sont trés cohérentes entres elles.
De plus, pour chaque constante, la moyenne des six valeurs est extrémement proche des
données de la littérature. Il est important de préciser que les données de Y. Toporivska et E.
Gumienna-Kontecka se référent a la complexation de Zr* par la DFO libre en solution. Ces
résultats montrent donc clairement que la DFO greffée sur résine posséde les mémes propriétés
de chélation que la DFO en solution. L’immobilisation du chélateur sur un support physique

semble donc avoir peu d’impact sur ses propriétés de complexation.

2.3.4. Limitations

Nous sommes parvenus a synthétiser une résine modifiée par la DFO en une étape a
1'échelle de quelques grammes (< 20 g). Les différentes analyses ont permis de déterminer la
teneur en DFO et leur localisation au sein de la résine EMC-DFO. Ce matériau présente
'avantage, par rapport a son analogue Sephadex-DFO, d'étre exempt de sites de complexation
susceptibles d'entrer en compétition avec les acides hydroxamiques de la DFO. Cette résine
possede toutefois un taux de fonctionnalisation moindre que celui de la Sephadex, en raison de
la plus faible densité de fonctions époxy dans la résine Praesto époxy (1,5 mmol/g) par rapport
a celle des groupes carboxylate de la Sephadex (4,27 mmol/g). L’assemblage de dispositifs
DGT a partir de ces polymeres nous renseignera sur la pertinence de ces deux résines pour la

détection de métaux toxiques et de radioéléments.
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2.4. Capteurs DGT incorporant une résine fonctionnalisée par de la DFO

2.4.1. Introduction

Des lots de résines modifiées (Sephadex et EMC) ont été envoyés a notre partenaire du
Projet ANR Pluton localisé au centre de 'IRSN a Fontenay-aux-Roses. L’équipe de chercheurs
a une solide expérience en assemblage de dispositifs DGT, ainsi qu’en leur déploiement en
laboratoire ou en milieux naturels.

La premiére étape du montage d’un capteur DGT consiste a incorporer la résine
chélatrice dans un gel hydrophile comme 1’agarose pour former le gel chélateur. Les différents
tests de gélification ont montré de bien meilleurs résultats avec la résine Sephadex qu’avec la
résine EMC, vraisemblablement dus au caractére plus hydrophile de la résine Sephadex. Les
premiers dispositifs DGT, fonctionnalisés par la DFO, ont donc été élaborés en utilisant la
résine Sephadex-DFO. Tous les résultats présentés dans ce chapitre ont été obtenus avec ces
dispositifs DGT.

Néanmoins, les travaux préliminaires ont rapidement montré que les solutions
faiblement acides de Zr(IV) et Th(IV), utilisées comme succédané du Pu(IV), étaient instables
dans le temps, donnant lieu a des phénoménes de sorption des cations ou plus
vraisemblablement des hydroxydes colloidaux sur les différents éléments du DGT et les parois
des récipients utilisés. L'ajout d'un agent complexant pour stabiliser les solutions a été envisagé
mais sans succes, car le chélateur était soit trop faible pour entraver la sorption, soit car il était
trop fort a pH 6 et entravait la diffusion du métal dans le gel diffusif et sa complexation par le
gel chélatant. Devant la difficulté et le cout d’obtention d’une quantité suffisante de plutonium
pour réaliser les premiers essais avec ces nouveau dispositifs DGT, nos partenaires ont réorienté
les recherches vers I'uranium(VI). L’ion a moins tendance a s’hydrolyser en milieu acide et est
stabilisé dans les eaux dures ou moyennement dures sous la formes de carbonates calciques ou
magnésiques solubles de forme [CaUO>(CO3)3]*, [Ca2UO2(CO3)3] et [MgUO2(CO3)3]*. Par
ailleurs, des dispositifs DGT existent déja pour I’'uranium(VI), ce qui permet de comparer les
performances de DGT préparés avec la résine Sephadex-DFO a celles d’autre dispositifs

contenant des résines commerciales (Chelex-100%®, Metsorb™ et Diphonix®).
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2.4.2. Meéthodes et réesultats

Etudes en laboratoire

Les résines commerciales recommandées pour assembler des dispositifs DGT pour
détecter ’uranium(VI) sont la Chelex-100®, la Metsorb™ et la Diphonix®.['?8] Le manque de
sélectivité des chélateur présents dans la Chelex-100® (acide iminodiacétique) et I’agent de
sorption de la résine Metsorb™ (TiO:) pour UO»** limite grandement leur champ d'application.
Les dispositifs DGT Diphonix® semblent étre les plus efficaces, mais leur mise en ceuvre reste
problématique en raison de I'utilisation d'acide étidronique comme agent d'élution (produit trés
couteux qui nécessite de diluer la solution d'élution en amont, incompatibilité avec les mesures
par ICP-MS). La résine Sephadex-DFO semble étre une bonne alternative a ces différents
matériaux.

Des dispositifs DGT utilisant la résine Sephadex-DFO, ainsi que les 3 résines
commerciales sus-citées, ont été assemblés. Les performances des quatre méthodes DGT ont
été évaluées, pendant 96 heures, dans deux eaux continentales commerciales (Volvic® et
Vittel®) et dans une eau de mer synthétique, dopées par ’ajout de 20 pg.L~! d’uranium(VI).
L’évolution de la masse d’uranium accumulée par les capteurs DGT au cours du temps pour les
différentes matrices est représentée sous formes de graphiques (Figure 72, Figure 73 et Figure
74). Pour qu'une méthode DGT soit validé en laboratoire, elle doit donner une réponse en masse
(mg) linéaire en fonction du temps et celle-ci doit étre proche de la valeur théorique, calculée a
partir du coefficient de diffusion des espéces uraniféres dans le gel et de la loi de Fick. Le
niveau de tolérance par rapport a la valeur théorique est de + 15 %,['*] représentée par les
droites pointillées sur les graphiques. De surcroit, la labilit¢ des complexes carbonato
uranium(VI) diffusant a travers le gel d’agarose est un paramétre crucial pour obtenir une
réponse linéaire de I’échantillonneur DGT en fonction du temps. En effet, ces derniers doivent
subir une réaction rapide de transmétallation de I’ion UO»** par le chélateur immobilisé sur la

résine du gel chélateur afin de créer le gradient de concentration au sein du gel diffusif.
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Figure 72 : Masse d’uranium accumulée dans les dispositifs DGT en fonction du temps dans I’eau de

Volvic dopée par 20 pg.L™ d’uranium(VI).

L’eau de Volvic est une eau minérale basaltique douce. L.’accumulation de I’uranium

est linéaire (R? > 0,96) pour les quatre méthodes. Dans le cas de la méthode Chelex-100®, le

point a 96 h est en-dessous de la limite basse de tolérance par rapport a la masse théorique, ce

qui indique un début de phénoméne de saturation.
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Figure 73 : Masse d’uranium accumulée dans les dispositifs DGT en fonction du temps dans I’eau de
Vittel dopée par 20 pg.L™" d’uranium(VI).

L’eau de Vittel est une eau minérale calcaire, plus dure que I’eau de Volvic. Bien que
cela n’affecte pas les résultats toujours cohérents des dispositifs Metsorb™, Sephadex-DFO et
Diphonix®, qui donnent toujours une réponse linéaire et proche de la valeur théorique, le DGT

Chelex-100® lui atteint la saturation aprés seulement 24 heures.
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Figure 74 : Masse d’uranium accumulée dans les dispositifs DGT en fonction du temps dans de I’eau
de mer synthétique dopée par 20 pg.L™" d’uranium(VI).

Dans de I’eau de mer synthétique, seules les méthodes DGT Sephadex-DFO et
Diphonix® donnent des résultats satisfaisants avec un R?> > 0,98 et des valeurs comprises dans
le seuil d’acceptabilité de + 15 % par rapport a la valeur théorique. La résine Chelex-100® est

instantanément saturée et la résine Metsorb™ atteint la saturation aprés 24 heures.

En conclusion, cette étude comparative montre que sur les trois résines commerciales
préconisées pour fabriquer des capteurs DGT d’uranyle, la Chelex-100® et la Metsorb™ ne
sont pas du tout performantes dans des milieux aqueux chargés en sels. En effet, le manque de
sélectivité de ces résines entraine une saturation rapide des sites actifs par des ions calcium,
sodium et magnésium, spécialement dans les eaux marines. Dans les eaux dures et marines, la
quasi-totalité de I'uranium est complexée par les ions carbonate sous la forme de deux espéces
majoritaires, [CaUO2(CO3)3]>~ et [Ca2UO2(CO3)s3]. Ils s'avérent qu'une fois incorporée dans des
capteurs DGT, la résine a base de DFO accumule I'ion UO»** tout aussi efficacement que la
résine Diphonix® et ce, quel que soit le type d'eau. La mesure fiable du taux d'uranium(VI)
présent aussi bien dans les eaux continentales que dans I'eau de mer s'explique par la trés forte
sélectivité pour I’uranyle vis-a-vis des ions alcalins (Na*, K*) et alcalino-terreux (Mg?*, Ca*")

omniprésents dans ces milieux et par la haute affinité¢ de la DFO pour UO»*" qui favorise la
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dissociation au contact de la résine des complexes ternaires carbonatés labiles ayant diffusé au
travers de la couche de gel diffusif. La résine Sephadex-DFO présente I’avantage par rapport a
la résine Diphonix® d’étre analysée plus aisément par ICP-MS puique I'élution quantitative de
I'uranium ne nécessite pas 1'utilisation problématique d'acide étidronique, un simple un lavage
par l'acide nitrique 1 M étant suffisant. Apres ces résultats trés encourageants en laboratoires,
nos partenaires de I’'IRSN ont vérifié I’efficacité de ces nouveaux dispositifs DGT Sephadex-
DFO in situ.

Etudes in situ

Les dispositifs DGT ont été déployés dans 1I’(Euf, un affluent de I’Essonne. Afin de
déterminer les trois sites de déploiement, un trongon de 30 km de la riviére a été analysé en 16
point différents afin de connaitre a chaque fois la concentration totale en uranium, le pH, la
température, la conductivité, et le courant. Ces prélévements ont permis de dresser un profil de

concentration en uranium de la riviére (4 — 18 pg.L™") (Figure 75).
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Figure 75 : Profil de concentration totale en uranium de la riviére (Euf.

Selon la Figure 75, trois zones de variation de la concentration en U se distinguent (I, 11
et IIT). Le but était de déployer les capteurs DGT dans chaque zone de concentration. Le point
précis a été choisi en considérant le courant le plus important dans chaque trongon afin de
limiter I’impact de la couche limite de diffusion (CLD) (8,1 km: 0,167 m s™!; 20,6 : 0,863 m
s! et 30,8 : 0,274 m s (fléches noires)).

Apres avoir identifié les sites de déploiement, les performances des quatre méthodes

DGT (Chelex-100%, Metsorb™, Sephadex-DFO et Diphonix®) ont été testées in situ. Chaque

type de capteurs ont été déployée en triplicat sur les trois sites. Les dispositifs DGT ont été
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immergés dans le lit de la riviere pendant 72 heures. Aprés récupération et analyses des
différents capteurs, les valeurs de concentration obtenues ont été¢ comparées a celles obtenues

par analyse ICP-MS de prélévements directes (Cpc1/Csolution). Les résultats sont présentés sur

la Figure 76.
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Figure 76 : Cpa1/Csor €n fonction du point de déploiement pour les quatre méthodes DGT déployées
dans la riviere de I’Euf.

L’eau de I’(Euf provenant d’un sol calcaire, ses propriétés physico-chimique se
rapprochent de I’eau de Vittel étudiée en laboratoire. Toutes deux possedent une concentration
en ion Ca*" similaire (3,2 et 3,5 mmol.L™") et donc une spéciation de 1’uranium proche :
[Ca2UO2(CO3)3] (~ 80 %) et [CaUO2(CO3)3]* (~ 20 %). Pourtant, les résultats de la méthode
Chelex-100® sont encore plus décevants qu’en laboratoire, et ceux de la méthode Metsorb™,
satisfaisants avec la Vittel, ne le sont plus in situ. Ces résultats sont sans doute imputables a la
présence d’ions tels que HCOs™ dans la riviere de I’(Euf, présents a des valeurs 4 a 5 fois
supérieures a celles observées dans I’eau de Vittel®!'28] ainsi que la présence de matiére
organique dissoute pouvant étre porteuse de métaux chélatés tel que du cuivre!’*’l. Le manque
de sélectivité des résines chélatrice Chelex-100® et Metsorb™ est donc encore plus évident
dans un milieu naturel complexe.

Dans I’(Euf, les méthodes Diphonix® et Sephadex-DFO donnent des résultats similaires
et satisfaisants, avec un Cpg1/Csolution cOmpris entre 90 et 110 % pour les sites de déploiement
a 20,6 km et a 30,8 km. Des résultats moins fiables ont été obtenus pour le site a 8,1 km,
probablement en raison de la faible vitesse de courant (0,167 m s™'), entrainant la formation

d’une CLD plus importante qui fausse en partie les résultats.
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Aprés avoir assemblé de nouveaux dispositifs DGT avec la résine chélatrice Sephadex-
DFO, nos partenaires de I’IRSN ont réalisé des études comparatives, ciblant ’'uranyle. Les
autres résines choisies pour ces études sont les résines commerciales recommandées pour
I’analyse de I’'uranium (Chelex-100®, Metsorb™, Diphonix®). Deux résultats principaux
peuvent étre déduits de ces études :
- La trop faible sélectivité des résines Chelex-100 et Metsorb les rend inefficaces dés que 1’ion
a analyser se trouve en présence de cations compétiteurs comme les ions alcalins et alcalino-
terreux. De ce fait, ces résines sont inutilisables en milieu naturel.
- Le DGT Sephadex-DFO a montré des résultats trés prometteurs et semble étre, a ce jour, la
seule alternative viable a la résine Diphonix. Nous estimons désormais que la technologie

développée a atteint le niveau de maturité TRL 7-8 (« Technology Readiness Level »).

2.5. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons décrit les travaux de synthése de nouveaux supports
polymeéres chélatants par le développement de méthodes de greffage fiable et efficace de la
DFO sur deux résines différentes, utilisant des fonctions d’ancrages différentes. Les
nombreuses analyses réalisées sur ces résines modifiées nous ont permis de déterminer leur
composition chimique et leurs propriétés de complexation de cations métalliques. Grace aux
collaborations développées par le laboratoire, les propriétés d’extraction de Zr*" par la résine
EMC-DFO ont ¢été déterminées et de nouveaux capteurs DGT avec la résine Sephadex-DFO
ont été mis au point pour la détection de I'uranyle.

De par sa grande affinité avec les actinides tétravalents et sa disponibilité commerciale,
le ligand DFO a été choisi pour mettre au point ces deux nouveaux matériaux chélatants. Mais
ne possédant que trois groupements chélateurs, la DFO n’atteint pas les caractéristiques
requises en terme du nombre d’atomes coordinant (huit au minimum) pour la chélation du Th**
et du Pu*". Les chapitres suivants retracent nos travaux sur la conception et la synthése de

ligands tétrahydroxamiques plus appropriés a la chélation de ces radio¢léments.
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III. Synthese de nouveaux ligands hydroxamiques

Comme nous 1’avons mentionné dans 1’introduction, les motifs hydroxamiques
cycliques PIPO et AZEPO (Figure 77) présentent un réel avantage par rapport a leurs analogues
linéaires en raison de la formation exclusive de la forme Z qui confére une stabilité accrue des
complexes formés ainsi qu’une basicité plus élevée. Dans ce chapitre, nous allons décrire les
synthéses des dérivés du PIPO réalisés au cours de ces travaux, puis nous explorerons leurs

propriétés physico-chimiques.

OH Ho ©

1-Hydroxypiperidine-2-one 1-Hydroxyazepan-2-one
PIPO AZEPO
Figure 77 : Structures des acides hydroxamiques cycliques PIPO et AZEPO.

3.1. Synthese de nouveaux ligands hydroxamiques cycliques

3.1.1 PIPO(Bn)CO:E!

- Présentation
Le motif hydroxamique cyclique que nous avons ciblé 7 @)
8 9
pour la synthése de nouveaux ligands hydroxamiques est le 5 5 07 10
PIPO(Bn)CO:Et (4). Ce composé est constitué d’une fonction SN0
hydroxamique protégée par un benzyle et d’un ester, précurseur » o

d’une fonction acide carboxylique qui servira de fonction
d’ancrage. La protection de la fonction hydroxamique inhibe

complétement le pouvoir de ligation de la molécule et va nous .
Figure 78 : Structure du

permettre de réaliser de nombreuses transformations chimiques PIPO(Bn)COSEE (4)

sans craindre la chélation parasite de traces de métaux.
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- Synthese

En faisant réagir le chloroformiate d’éthyle sur I’hydrochlorure de la O-
benzylhydroxylamine commerciale dans la pyridine nous avons formé le benzyloxycarbamate
d’éthyle (1).

Q
Z®
o
o
o
o/go
g
Y
Q
ZT
o~
¢

pyridine, 0 °C
85 %

1)
Schéma 9 : Synthese du benzyloxycarbamate d’éthyle (1).

Le carbamate (1) en présence du 5-bromovalerate d’éthyle et de K,COs dans
I’acétonitrile porté a reflux conduit au composé (2) par réaction de substitution nucléophile de

I’atome de brome par 1’azote.

_ N
© KCO3, MeCN, 85 °C @O jo( )
95 %

Schéma 10 : Synthése du composé (2).

Le composé (2) est alors cyclis¢ en milieu basique et anhydre pour former
I’hydroxamate cyclique PIPO (3). La réaction est réalisée a —78 °C par génération in situ de la

base bis(trimethylsilyl) amidure de lithium formé par 1’ajout de n-Buli sur

I’héxaméthyldisilazane. 34151
o] | nw | O 3
l/\/\”/ w _S|I_N_S|I_n-BULi (\/Cko,
Bn. __N 0 0] _

© \[( j THF, —=78 °C N (@)

O . 5

86 % .
(2) 3)

Schéma 11 : Synthése du composé (3).
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- Méthylation

Le proton porté par le carbone C3 (Figure 78) du cycle est labile en raison de 1’équilibre

céto-énolique de la molécule (Schéma 12).

H i Et i
/‘W
N (0] N OH
Bn/o Bn/o

Schéma 12 : Equilibre céto-énolique de (3).

Dans la suite de notre étude, nous synthétiserons sur des analogues énantiomériquement
purs de ces hydroxamates cycliques. Cependant, cet équilibre céto-énolique entraine
inéluctablement la racémisation du composé, car, d’une part le motif CO-C(3)-CO du cycle est
plan sous sa forme énolique et, d’autre part, le proton porté par ce carbone est acide. Afin de
bloquer la chiralit¢ du carbone en position 3, une réaction d’alkylation de cet atome a été
envisagée. Le proton porté par le carbone 3 étant acide, une base faible comme le KoCOs suffit
pour le substituer par un groupement méthyle apporté par le iodométhane. Ainsi le motif

hydroxamique cyclique (4) a été synthétisé.

o] O
E Mel, K,CO _Et
(o) t el RoMs > O
acetone
,}l © 82 % N ©
Bn/o Bn/o
3) 4)

Schéma 13 : Synthése du composé (4).

Nous avons alors envisagé d’effectuer de maniére concomitante les réactions de
cyclisation et de méthylation puisque ces deux réactions procédent en milieu basique. Les deux
étapes ont été réalisées en « one pot » et un rendement tres satisfaisant de 70 % a été obtenu

aprés purification.
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(0]
0 1. n-BuLi, HMDS Et
. m 7 _2.Mel - (fj\ o
"o j(oj © THF, -78°C N0
o) 70 % o
Bn~
(2) 4)
Schéma 14 : Synthése « one pot » du composé (4).
3.1.2 PIPO(Bn)CO:H et PIPO(Bn)COCI
- PIPO(Bn)CO>H
Comme présenté précédemment, le but de cette étude 7 O
8
est de préparer de nouveaux ligands polyhydroxamates en 5 5 “OH
utilisant le motif cyclique PIPO. L’introduction d’une eSS0
fonction acide carboxylique sur le cycle va servir de fonction 9 0

d’ancrage, par couplage peptidique sur une plateforme

polyamine.

Figure 79 : Structure du
PIPO(Bn)CO,H (5).

La saponification du composé (4) a été réalisée en présence de soude dans un mélange

¢thanol/eau (4/1). Apres hydrolyse acide, I’acide carboxylique (5) est obtenu quantitativement.

O O
(fj\oft 1. NaOH, EtOH/H,0 (\‘/:kOH
2. H*, H,0
’}‘ o Quant. g N ¢
Bn/O Bn/o
4 ©)

Schéma 15 : Synthése du composé (5).

La présence de liaisons hydrogene intra-intermoléculaires favorise la cristallisation du
composé 5. Nous avons ainsi obtenu des cristaux de qualité suffisante pour une analyse

radiocristallographique sur monocristal du PIPO acide (5). Nous décrirons plus en détail, par la
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suite, cette structure en la comparant a celles d’autres dérivés du PIPO. La structure présentée
a la Figure 80 montre que la molécule a bien été obtenue sous forme racémique car les deux
énantiomeres coexistent dans le cristal. Sur la Figure 80 est représentée uniquement

I’énantiomére S.

C11\ Lc5 /
ce L1 fm C4\C3

\ \cg / [\
CBA 7 C6C2Vr o

\c14 C8\ SR

02\

Figure 80 : Représentation radiocristallographique ORTEP de (5) (seuil de probabilité 50 %).

L'attribution univoque des signaux de spectres RMN 'H et '*C est indispensable, car ce
motif est la brique élémentaire de nos systemes polycycliques. Hormis les signaux attribués au
benzyle, le signal le plus déblindé (2H, 3,5 ppm) correspond aux deux protons portés par
I’atome de carbone 6, car ils sont au voisinage direct de [’atome d’azote de 1’acide
hydroxamique. De proche en proche et grace a la carte de corrélation COSY, nous avons
attribué les signaux des protons voisins. Ainsi, le signal qui résonne a 1,9 ppm (2H) est
imputable aux protons portés par I’atome de carbone 5. Sur la carte COSY, nous observons que
ce signal est corrélé a deux signaux (1H) a 1,7 et 2,2 ppm. Le diagramme de corrélation 'H-!3C
HSQC (Figure 84) permet d’affirmer que, malgré la différence de déplacement chimique de 0,5
ppm entre ces signaux, ces deux protons sont portés par un seul atome de carbone du cycle, le
carbone 4. La diastéréotopie des protons géminés du cycle est une conséquence directe de la
chiralité de la molécule car les deux faces du cycle PIPO sont diastéréotopes du fait de la
dissymétrie induite par les groupes méthyle et éthylester. Ce phénomene est particulierement
marqué pour C-4 en raison de sa proximité avec le centre de chiralité. Le dernier signal (s, 3H,
1,5 ppm) correspond au groupement méthyl 7 porté par le carbone 3 du cycle. Une fois
Pattribution de chaque signal du spectre RMN 'H terminé, nous avons effectué I’attribution des
signaux du spectre RMN !3C a I’aide des cartes de corrélation HSQC et HMBC. Le spectre
HSQC permet d’attribuer sans ambiguité les atomes de carbones primaires et secondaires. La
tache est plus complexe pour les atomes carbone quaternaires C-2, C-3 et C-8. Les atomes C-2
et C-8 appartiennent a des groupes carbonyles et ils résonnent entre 170 et 180 ppm. La carte
de corrélation HMBC (zone encadrée) (Figure 85) permet de les identifier de maniere univoque
car seul le signal de I’atome C-2 correle avec celui des protons H-6, I’atome C-8 étant trop
¢loigné. Finalement, le dernier signal est attribué a 1’atome carbone quaternaire C-3.

L’utilisation concertée des trois diagrammes de corrélation a deux dimensions (COSY, HMBC
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et HSQC) nous ont permis d’attribuer chaque signal RMN proton et carbone (Figure 81 et
Figure 82).

5 < “OH 3.5 3.4 22 20 18 1.6
6 MeOD

9
A 7

9 /f e

6a 6b 4a 5 4b

M AL

T T

[“\;

o = s
)

202-T
1.00-J
4101

T T T T T T T T T T T T T T T T T LB e e T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
1 (ppm)

Figure 81 : Spectre '"H RMN de (5) (500 MHz, MeOD).
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MeOD
7 0
4 8
5 3 OH
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9 (0]
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Figure 82 : Spectre RMN “C de (5) (126 MHz, MeOD).
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Figure 83 : Diagramme de corrélation 'H-"H COSY de (5) (500 MHz, MeOD).
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Figure 84 : Diagramme de corrélation "H-">C HSQC de (5) (500 MHz 126 MHz, MeOD).
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Figure 85 : Diagramme de corrélation "H-"C HMBC de (5) (500 MHz 126 MHz, MeOD).
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_ PIPO(Bn)COCI

Le PIPO acide (5) permet, par liaison peptidique, d’étre couplé a une plateforme
polyazotée. Cependant, dans les conditions de couplage peptidique usuels (EDC, HOBt), la
réaction donne lieu a un mélange d’espéces, vraisemblablement en raison de I’encombrement
des amines secondaires et de leur moindre réactivité. Pour remédier a ce probléme, nous avons
synthétisé le chlorure d’acide correspondant (6). La réaction du chlorure d'oxalyle sur (5),
catalysée par le DMF dans le DCM, permet d’isoler le chlorure d'acyle (6) avec un excellent

rendement de 95 %.

o) 0 o)
(\L/U\OH C,0,5Clp, DMF (\‘:J\m (\/\EKOH
e i >
N0 DCM N0 N0
(') 95 % 6 (I)
Bn/ Bn/ Bn/
() (6) )

Schéma 16 : Synthése du composé (6).

Bien que la synthése du chlorure d’acide (6) s’effectue avec un excellent rendement,
nous avons observé que celui-ci est instable et qu’en présence de traces d’eau dans le solvant,
il s’hydrolyse en quelques heures pour reformer 1’acide carboxylique de départ (5). Nous avons

suivi son évolution par spectroscopie RMN du proton (Figure 86).

JL,|

— — R . S
1.00 1.00 0.23 1.00 247
2.50 2.40 2.30 2.20 210 2.50 2.40 2.30 2.20 210 2.50 2.40 2.30 2.20 2.10
1 (ppm) 1 (ppm) 1 (ppm)
Fin de réaction aprés 6 h aprés 30 h

Figure 86 : Etude RMN 'H (CDCl;) de ’hydrolyse de (6) en (5).

Pour observer cette dégradation, nous nous sommes focalisés sur le signal du proton 4a
(Figure 81). Celui-ci possede un déplacement chimique nettement différent entre le chlorure
d’acide (6) et I’acide carboxylique (5), ce qui permet d’observer aisément I’évolution de la

réaction. A ¢ = 0, nous pouvons considérer que (6) est pur. Aprés 6 heures dans le CDCIs la
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proportion d’acide carboxylique est déja importante (19 %) et aprés 30 h celui-ci est largement

majoritaire (71 %). Etant donné la forte sensibilité du chlorure d’acide a I’humidité, celui-ci

sera opposé a des polyamines directement aprés sa synthése en utilisant des solvants

préalablement séchés. Dans ces conditions et aux vues de la forte réactivité du chlorure d’acide,

alors I’hydrolyse restera négligeable.

3.1.3 PIPO amides modeéles

- Présentation

Pour ¢élaborer des ligands polyhydroxamiques,
le motif chélatant cyclique PIPO est ancré sur une
plateforme azotée par une liaison peptidique. Nous
avons, dans un premier temps, synthétisé deux ligands
modeles porteurs d’une fonction amide : le PIPOMAH
(9) et le PIPODMA (10). Ces deux molécules nous ont
permis d’étudier les propriétés de complexation de ce
chélateur, la fonction amide mimant I’environnement
directe du motif PIPO dans les ligands
polyhydroxamates.

- Synthese

4 8 9 4 8 9
5 N~ 5 N~
6 N 0o 6 N 0 10
OH OH
Figure 87 : Structures du PIPOMAH

(9) et du PIPODMA (10).

La liaison peptidique a été formée par réaction du chlorhydrate de méthylamine sur (5)
en présence d’EDC, d’HOBt et de DIPEA dans le THF. L’intermédiaire benzylé formé (7) a

été déprotégé pour donner le PIPOMAH (9).

@)

o) ° 98 % :
Bn”~ Bn/O

S (7

o)
MeNH*Cr,
(kaH EDC, HOB &H
—_ =
N DIPEA, THF

0
Hy, Pd/C (f( N7
MeOH H
Quant. N~ 0
OH
9

Schéma 17 : Synthése en deux étapes du composé (9).
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L'hydroxylamine a ¢été déprotégée par hydrogénation catalysée au palladium sur

charbon dans le méthanol.

Le PIPODMA (10), porteur d’une fonction amide tertiaire, a été synthétisé¢ dans les
mémes conditions que son analogue PIPOMAH, en utilisant le chlorhydrate de diméthylamine
(Schéma 18).

0 0 o
MezNH2+CI-, ~
—_———
N™ ™0 DIPEA, THF N~ ™0 Quant. N0
(I) 92 % (') |
Bn/ Bn/ OH
(5) 8) (10)

Schéma 18 : Synthése en deux étapes du composé (10).

Le composé¢ PIPOMAH (9) étant solide, il a été possible de le cristalliser dans 1’éthanol
par évaporation contrdlée. Des monocristaux de qualité suffisante pour effectuer une étude
radiocristallographique ont été obtenus, les résultats ainsi qu’une étude comparatives avec les

autres cristaux obtenus sera présenté ultérieurement.

Contrairement a son analogue monométhyle, le PIPODMA (10) ne cristallise pas et
reste sous forme d’huile. Cette différence est due a la présence de liaisons hydrogéne intra-
intermoléculaires dans le composé (9) entre le proton NH de I’amide et carboxyle de I’acide

hydroxamique. Ces interactions ne peuvent pas exister pour le composé (10).

3.2. Séparation et étude énantiomérique

3.2.1 Problématique

Contrairement au cycle PIPO non fonctionnalisé, nos cycles hydroxamiques sont
porteur d’une fonction acide carboxylique et d’un groupe méthyle sur I’atome de carbone 3,
celui-ci est donc asymétrique. Le caractére racémique de nos molécules n’impact pas la
complexation de cation métallique , mais il induit des problémes de chiralité. En effet un
mélange statistique de complexes constitués de ligands [R] et [S] sera obtenu lorsque ces
ligands racémiques seront mis a réagir avec un métal tétravalent. Les différents complexes

obtenus seront des diastéréoisomeres.
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[R,R,R,RI-M(L)s; [R,R,R,S]-M(L)s; [R,R,S,R]-M(L)s ;
M(L)s [R,S,R,R]-M(L)s; [S,R.R,R]-M(L)s ; [R,R,S,S]-M(L)s;
[R,S,S,R]-M(L)s; [R,S,R,S]-M(L)a

Figure 88 : différents diastéréoisomeéres d’un complexe M(L)4.

Le but de ces travaux étant de synthétiser des complexes a partir de ligands
tétrahydroxamiques, la mise en jeu de motifs hydroxamiques racémiques, conduira donc
inévitablement a un mélange de ligands et complexes diastéréoisoméres. En présence d’un
mélange d’especes, nous ne serons pas en mesure d’étudier en détails les caractéristiques et les
propriétés de coordination de nos ligands. Afin d’éviter la formation de mélange inextricables,

nous avons donc cherché a préparer des motifs PIPO énantiomériquement purs.

3.2.2. Syntheses énantioséléctives

Afin de contrdler la chiralité de 1’atome de carbone C-3, une premiére voie de synthése
envisagée ¢tait une méthylation énantioséléctive du cycle PIPO, grace a 1’ajout d’un agent

auxiliaire chirale comme la (+)-spartéine.['*?]

N HMDS BuLi J
+ Mel

H Toluene

Bn/

Schéma 19 : Méthylation énantioséléctive de (3) en présence de la (+)-spartéine.

Aprés plusieurs essais, nous avons observé une légere énantiosélectivité par analyse
HPLC chirale, mais 1’exceés énantiomérique n’a pas dépassé 12 %. En continuant sur cette voie
nous aurions pu augmenter cet exces énantiomérique et nous approcher de ceux décrits dans la
littérature (ee = 80%).['°2] Malheureusement cette technique ne permet pas d’obtenir un

énantiomere complétement pur, nous 1’avons donc écarté.
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Suite a cet échec, une deuxiéme voie de synthése a été envisagée. Elle consiste a revoir
en intégralité la synthése du PIPO ester (4) en partant de I’ester méthylique de 1’acide lactique,

molécule naturelle, énantiomériquement pure (Schéma 20).

0 0
D O A S

HO O— TTO O— --.

' (0]
i o KJYO\ o
BnO~ N s > o T >
\[( ] BnO’N\”/O N~ ~0
° M (0] 6Bn

Schéma 20 : Voie de synthése énantioséléctive d’un PIPO ester.

Aprés activation de la fonction alcool par un triflate, nous envisagions de synthétiser un
bromovalerate similaire a celui mis en jeu dans la synthése du PIPO, mais porteur d’un groupe
méthyle en alpha de I’ester. Lors de la synthése, la chiralité de 1’atome de carbone porteur de
ce méthyle devrait étre conservée. La seconde partie de la synthése envisagée est similaire a
celle du PIPO (4). En effet, I’ajout du benzyloxycarbamate d’éthyle (1) devrait produire un
diester cyclisable dans les mémes conditions que (4).

Bien que nous ayons commencé a explorer cette voie de synthése qui semblait
prometteuse, nous avons rencontré des difficulté avec la réaction de Grignard permettant de
d’assemblé les deux intermédiaires de synthése. De plus, nous étudions en paralléle des
méthodes de séparation chirale du composé (4) racémique qui ont donné rapidement de tres
bons résultats. Cette synthése énantioséléctive n’a donc pas été poursuivie au-dela des deux

premieéres étapes, et la séparation chirale a été privilégiée.
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3.2.3 Séparation chirale

La premiére méthode envisagée pour séparer les deux énantioméres de notre cycle
substitué¢ consistait a préparer un ester a partir de 1’acide PIPO(Bn)COzH (5) et d’un alcool
chiral.l3*154] Les deux esters résultants étant diastéréoisomeéres, il est a priori possible de les
séparer par purification sur gel de silice. Aprés avoir séparés les deux diastéréoisomeres, une
réaction de saponification permet alors d’obtenir les deux acides énantiomériquement purs.

L’alcool chiral choisi pour effectuer I’estérification fut le (L)-menthol.

O ) ) 0 '
> +
N ~O NS0 N"So
O : O \

| Esterification

Bn Bn~ B~ .
(5)
/ Séparation et .
e saponification A o)
N™ =0 N™ ~O
Bn/o Bn/O
[RI-(5) [S]-(5)

Schéma 21 : Voie de séparation des énantiomeres de (5) par I’intermédiaire du (L)-menthol.

Bien que 1’on observe deux taches distinctes en chromatographie sur couche mince
(CCM) correspondant aux deux diastéréoisomeéres, il n’a pas été possible de les séparer sur
colonne, les rapports frontaux des deux espéces étant trop proches. Une séparation par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) est possible, mais cette
technique ne permet de purifier que de petites quantités et une purification de plusieurs dizaines
de grammes de composé est inenvisageable par cette méthode. Nous avons donc abandonné

cette méthode.

La séparation chirale sur colonne a finalement été effectuée en utilisant une phase
chirale et un appareil de chromatographie flash afin d’automatiser la procédure de séparation.
La phase stationnaire de ces colonnes de séparation chirale, tout comme les colonnes de HPLC
chirale, est composée d’un sucre chiral greffé sur silice. Parmi la variété de colonnes HPLC
chirale disponible au laboratoire, ce sont les colonnes d’amylose qui présentaient les meilleurs

résultats de séparation avec nos molécules. Nous avons donc réalisé nos séparations sur une
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colonne garnie initialement de 24 g puis de 60 g d’amylose ChiralpaklA. Nous avons choisi
d’effectuer la résolution chirale des deux énantioméres du PIPO ester (4) car il est facilement
soluble dans un grand nombre de solvants organiques et est beaucoup moins polaire que le
PIPO acide carboxylique (5). Les premiers tests de séparation, réalisés sur une colonne de 4
grammes de phase chirale, nous ont permis de cribler différents mélanges d’éluants (Figure §9).
Des conditions optimales d’¢lution et de gradient ont finalement été trouvées (THF/Heptane :
15/85 = 40/60). Ces conditions ont été transportées sur les colonnes de plus gros volumes avec
la méme efficacité de séparation. Une des limitations de cette technique de chromatographie
est la faible quantité d’échantillon pouvant étre introduite en téte de colonne. Avec une colonne
de 60 grammes de phase stationnaire, pour une séparation parfaite des énantioméres, nous ne
pouvons pas dépasser 300 mg de mélange racémique (4) introduit. Dans ces conditions, nous

avons purifié plus de dix grammes de (4) apres une trentaine d’injection successives.

ELSD (mV) SoIvanEs {?())
Heptane El L2
L 75
L 50
THF F 25
RN O

0 2 4 6 8 10 12
Volume de colonne

Figure 89 : Chromatogramme de la séparation énantiomérique de (4).

Apres séparation des deux énantiomeres de (4), il nous restait a les identifier, c’est a
dire a assigner la configuration absolue de chacun. Pour ce faire, chaque énantiomere a été
saponifié puis cristallisé. Comme présenté précédemment, le PIPO(Bn)COOH (5) cristallise
facilement. Ainsi, les structures radiocristallographiques des deux énantiomeres ont été
résolues, ce qui nous a permis de déterminer leur configuration absolue. Nous avons ainsi
montré que le premier pic d’élution (E1, Figure 89) correspond a I’énantiomere S. De plus nous

avons mesuré leur pouvoir rotatoire [o]p respectifs dans le méthanol a 20 °C (Figure 90).
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Figure 90 : Identification des deux énantiomeéres de (4).

A la suite de cette séparation, tous les motifs hydroxamiques 5, 6, 9 et 10 ont été
synthétisés sous leurs formes énantiomériquement pures. Dans la suite de nos travaux, les
syntheses ont été, dans un premier temps, mises au point en utilisant la version racémique des

cycles PIPO, puis elles ont été reproduites avec les motifs énantiomériquement purs.

Précédemment, nous avons annoncé que [’utilisation de motifs hydroxamiques
racémiques pour la complexation d’un centre métallique conduisait a un mélange de complexes
diastéréoisomeres. Pour vérifier la théorie , des réactions de complexation ont été réalisée a
partir de PIPOMAH (9) racémique et énantiomériquement purs [S]. Les complexation ont été
réaliser avec une quantité steechiométrique de Zr(acac)s dans le méthanol. L’acétylacétone
produit et le méthanol ont été éliminés sous vide. La comparaison des spectres RMN 'H obtenus

est présentée sur la Figure 91.
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Figure 91: a) Spectre RMN 'H de (9) (500 MHz, MeOD); b) Spectre RMN 'H de Zr([rac]-9)s dans la
région du méthyle de ’amide ; ¢) Spectre RMN 'H de Zr([S]-9)s dans la région du méthyle de 1’amide.

Nous présentons le signal singulet du méthylamide car d’une part son environnement
direct est peu impacté par la complexation et d’autre part il est situé a proximité du centre de
chiralité. Le complexe de zirconium formé avec le PIPOMAH racémique montre une
superposition d’au minimum quatre singulet est observée, attestant de la présence d’un mélange
de diastéréoisomeres. Dans le cas du complexe formé a partir du S-PIPOMAH, le signal
correspondant au méthyle de I’amide résonne sous la forme d’un singulet prouvant qu’un seul
complexe est formé. Nous pouvons conclure que, bien qu’elle soit chronophage, la technique
de séparation des énantiomeéres sur phase chirale, s’avere indispensable pour I’étude de
complexes a base de PIPO. De méme, la syntheése de nouveaux ligands constitués de quatre
motifs hydroxamiques cycliques ancrés sur une plateforme polyazotée requiert des chélates

optiquement purs.
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3.3. Propriétés physico-chimiques

3.3.1 Propriétés optiques

- Pouvoir rotatoire sur la lumiere polarisée
Nous avons mesur¢ le pouvoir rotatoire de chélateurs PIPO sur la lumiére polarisée (raie
D du sodium A = 589 nm) grace a un polarimétre. Les mesures ont été effectuées dans le

méthanol a 20 °C. Le pouvoir rotatoire spécifique [a]p est calculé selon la loi de Biot.

exprimé en °dm~' g cm’

o (04
[a] %0 ¢ = T >iu c : concentration (g cm™)
¢ [ : longueur de la cuve (dm)
Tableau 19 : [a]p des différents hydroxamates cycliques.
Configuration (o] 20°C
Absolue b
[R] +51,7
PIPO(Bn)COQEt (4)
[S] -523
[R] + 72,2
PIPO(Bn)COOH (5)
[S] -72,1
[R] +9,0
PIPO(Bn)MAH (7)
[S] -9,1
[R] +20,8
PIPOMAH (9)
[S] N.D

Lors de la réaction d’amidation du PIPO carboxylique (5), nous observons une inversion
de la configuration absolue de la molécule. En effet, selon les reégles de priorité de Cahn, Ingold

et Prelog, la fonction hydroxamate devient prioritaire devant 1I’amide.
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Amidation

[R]-(5) [S]-(9)
[]p2°C = + 72,2° []pXC=—-9,1°

Figure 92 : Inversion de la configuration absolue et du signe de [o]p.

Les mesures de [oa]p montrent que I’inversion de la configuration absolue

s’accompagne, ici, d’une inversion du signe de I’angle du pouvoir rotatoire.

- Spectroscopie UV-Visible et Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire est une spectroscopie d’absorption qui consiste a mesurer la
différence d’absorbance entre la lumicre polarisée circulairement vers la droite et vers la
gauche. Contrairement a la spectroscopie UV-Visible, pour laquelle les spectres de deux
énantiomeres seront identiques et superposables, les spectres de dichroisme circulaire
¢lectronique (ECD) de deux énantioméres sont des images miroirs 1’'une de 1’autre. Cette
méthode est principalement utilisée en biologie afin de déterminer les structures de
macromolécules telles que I’ADN. Dans le cadre de nos travaux, cette méthode s’est avérée
utile afin de mettre en évidence les propriétés optiques des chélateurs chiraux. Le
fonctionnement de I’appareil est schématis¢ sur la Figure 93. Une lumiére blanche,
généralement générée par une lampe a Xe, traverse un monochromateur et un polariseur afin
de créer une lumiére polarisée linéaire. Cette derniére traverse ensuite un modulateur
photoélastique (PEM) qui la transforme en lumiére polarisée circulaire. En passant a travers
I’échantillon, la lumiére polarisée circulairement a droite (RCP) et celle polarisée
circulairement a gauche (LCP) seront absorbé par I’échantillon mais dans des proportions
différentes suivant la chiralité de la molécule. Ainsi, les coefficients d’extinction molaire droite

et gauche (respectivement &r et &) sont différent lorsque la molécule est chirale.
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45°
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Figure 93 : fonctionnement d'un spectrometre de dichroisme circulaire.

Tout comme les spectres UV-Vis, les spectres ECD ont été enregistés en fonction de la
longueur d’onde. L’ordonnée correspond a la différence des coefficients d’extinction molaires

(Ae= & — &r ), apres la conversion de I’ellipticité en Ae grace a la formule ci-dessous :

0 0 : ellipticité (mdeg)
~ ¢ x 1 x 32982

Ae

¢ : concentration (M)

[ : longueur de la cuve (cm)

Les Figure 94 et Figure 95 représentent les mesures des spectres d’absorption et de
dichroisme circulaire pour le ligand PIPOMAH (9) dans trois milieux différents. En dessous de
200 nm, la fonction hydroxyde du KOH et du MeOH absorbe, donc les spectres ont été

enregistrés jusqu’a cette longueur d’onde uniquement.

1]

Spectre UV du ligand PIPOMAH

= 10000

o —S eau

:T —R eau

= 8000 \ SKOH ||
o \ —R KOH
] S MeOH
2 6000 R MeOH
 —

S

£ 4000} .
x

Q

=

£ 2000} .
Q

©

5 ~

o 0 == = .

o 200 250 300 350

Longueur d'onde [nm]

Figure 94 : Spectres d’absorption UV-Visible du ligand PIPOMAH (9) dans I’eau et le méthanol et de la
base conjugué PIPOH™ dans une solution aqueuse de KOH 1072 M.
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Il est possible d’observer une légere différence entre I’espece R et S dans les trois
milieux. Ceci est dii aux erreurs expérimentales et notamment celles lors de la dilution des
échantillons. Nous avons observé que les ligands déprotonés se comportent différemment. En
effet, I’ajout de base conduit a un effet hypochrome et bathochrome de 1’absorption. Aucun
effet de solvant notable a été mise en évidence si I’on compare les spectres enregistrés dans

I’eau et ceux dans le méthanol.

g 6 Spectre CD du ligand PIPOMAH

T T
2 —R Eau
=3 R KOH
@ 4+ R MeOH[]
z —S Eau
£ 5 S KOH ||
~§ S MeOH
£
50 —
o
s
g-2 7
24} :
8
&
:’q_, _6 | |
5 200 250 300 350

Longueur d'onde [nm]

Figure 95 : Spectres de dichroisme circulaire du ligand PIPOMAH (9)

En revanche, la nature du solvant a un impact plus important sur les spectres de
dichroisme circulaire. Lorsque les ligands sont déprotonés, la bande est plus intense et subit un
déplacement bathochrome. Les absorbances observées a 230 nm sont sensibles aux effets de
solvants et de pH puisqu’ils modifient a la fois leur amplitude et leur position. Il est a noter que

la bande a 260 nm est uniquement observée apres déprotonation de la fonction hydroxamique.

3.3.2 Propriétés structurales

Comme nous ’avons décrit précédemment, les structures radiocristallographiques du
PIPO(Bn)COOH (5) et du PIPOMAH (9) sous leur forme racémique ont été résolues. Pour
pouvoir analyser ces structures et les comparer, nous utiliserons une numérotation des atomes

identiques pour les deux molécules.
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Figure 96 : Représentations cristallographiques ORTEP de (5) et (9) (seuil de probabilité de 50 %).

Le PIPO(Bn)CO:H (5) cristallise selon le systeme orthorhombique, les cristaux
racémique sont du groupe d’espace Pbca, alors que les cristaux énantiomériquement purs ([S]-
(5) et [R]-(5)) sont tous deux du groupe d’espace P212:2121. Le cristal du PIPO amide [rac]-(9)
est de systéme triclinique et du groupe d’espace P1. Les données radiocristallographiques

permettent de comparer les structures de nos dérivés de PIPO (5) et (9)

Tableau 20 : longueur de liaisons de la fonction hydroxamique de (5) et (9).

Longueur de liaisons PIPO(Bn)CO:H (5) PIPOMAH (9)
N1-C2 1.3465(15) 1.3385(16)
N1-01 1.4045(12) 1.3965(12)
C2-02 1.2314(14) 1.2414(15)

L’étude des longueurs de liaison des fonctions hydroxamiques de (5) et (9), nous permet

de vérifier que la double liaison C2—-O2 est bien la plus courte des trois.

Pour étudier la conformation du cycle des chélates, il faut définir I’angle de torsion t;

C6—N1-C2—-C3 et donc la séquence 11 a 16 en suivant le cycle, ainsi que I’angle de torsion 1’

O1-N1-C2-02.

Tableau 21 : Angles de torsion du cycle de (5) et (9).

Angle de torsion PIPO(Bn)CO:H (5) (°) PIPOMAH (9) (°)
71 (C6-N1-C2-C3) +16.12(16) +1.61(18)
T2 (N1-C2-C3-C4) —27.99(13) —22.72(14)
73 (C2-C3-C4-C5) +52.33(12) +51.75(12)
14(C3-C4-C5-C6) ~62.97(13) ~ 60.05(13)
5 (C4-C5-C6-N1) +47.35(13) +37.20(13)
16(C5-C6-N1-C2) —26.16(16) ~9.05(17)
7’ (01-N1-C2-02) ~6.97(15) +4.34(16)
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L’alternance des signes des angles de torsion le long du cycle indique une conformation
chaise. La conformation demi-chaise maintient cette méme alternance de signe des T, mais elle

implique aussi que quatre atomes du cycle soient dans un méme plan et donc une valeur de t

proche de 0.

[T I -~/

Conformation chaise Conformation demi-chaise Conformation bateau

Figure 97 : Conformation de cycle a 6 atomes.

Avec I’enchainement d’un atome d’azote et d’un groupe carboxyle, les chélates
posseédent théoriquement ce plan C6-N1-C2—-C3, marqué 11 = 0 et sont donc dans une
conformation demi-chaise. PIPOMAH (9) est tres proche de cette conformation de demi-chaise
parfaite avec une valeur de 1’angle 11 de 1,61 °. PIPO(Bn)CO2H (5), bien que présentant des
valeurs de longueur de liaisons et d’angles tres proche de (9), présente une conformation demi-
chaise légerement distordue, certainement a cause de la présence du groupe benzyle, les atomes

C6—N1-C2—C3 ne sont pas parfaitement plan (11 = 16,12 °).

Nous avons voulus comparer les structures radiocristallographique des molécules (5) et
(9) avec celle du cycle PIPO non substitué décrite dans la littérature.[>’] Afin d’analyser les
différences conformationnelles entre ces structures, des calculs RMSD (Root-Mean-Square
Deviation) ont été effectués. Ces derniers permettent de déterminer une distance moyenne

atome-a-atome lorsque 1’on superpose deux structures.

- 125 -



II1. Synthese de nouveaux ligands hydroxamiques

N

OH

&,

//r—\

RMSD = 0.0674 A ! f RMSD = 0.0652 A

c /
/\ «f7

RMSD = 0.0626 A

(ko

Figure 98 : Superposition deux-a-deux des structures cristallographiques du PIPO avec les composés
(5) et (9) et valeurs du parametre RMSD.

Les valeurs des RMSD ont été calculées en prenant en compte les six atomes du cycle
et les deux atomes d’oxygenes de la fonction acide hydroxamique. Les faibles valeurs des
RMSD (< 0,01 A) et la superposition des structures, montrent clairement que, malgré les
différentes modifications que nous avons apportées au cycle PIPO, la conformation du cycle
reste identique et n’est pas affectée par I’ajout d’un groupement méthyle et des fonctions acide
carboxylique ou amide.

Des monocristaux de qualité suffisante pour effectuer une étude radiocristallographique
ont été obtenus avec les formes énantiomériquement purs de (5) et (9) et aucune différence

structurale n’a été observée entre celle-ci et la forme racémique.
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3.3.3 Propriétés acido-basique

- Constantes de protonation

Les constantes de protonation des ligands hydroxamiques cycliques modeles (9) et (10)
ont été mesurées a 25 °C et les sels de fond utilisés étaient le KNOs3 (0,1 M) et le NaClO4 (2,0
M).

[LH]

L~ +H* s LH Ko11 = ———
’ o1 = T

Tableau 22 : Constantes de protonation des ligands hydroxamates.

(0] (6]
o L CLY o ChY
/N% ’gl)@ ? é@ é@
log Kot NMA- PIPO- (9) PIPOMAH-  (10) PIPODMA-
Milieu
0.1 M KNO; 8,68(3) 8,85(2) 8,39(1) 8,35(2)
2.0 M NaClO4 n.d. 9,03(1) 8,62(1) 8,55(2)
A - 0,18 0,23 0,20

Dans le Tableau 22 sont rassemblées nos mesures en comparaison avec celles du NMA~
et du cycle PIPO~.[22 Méme si les valeurs de constantes de protonation de (9) et (10) sont de
méme ordre de grandeur que celle du PIPO-, il est clair que la présence d’une fonction
¢lectroattractive comme un groupe amide situé¢ a proximité du site de protonation impacte
sensiblement la constante de protonation de ce dernier, les rendant plus acide d’environ 0,5

ordre de grandeur, et ce, quel que soit le sel de fond utilisé.

- Stabilite de la fonction hydroxamique en milieu acide

La cinétique de dégradation de différents acides hydroxamiques, dans des conditions
acides, a été étudiée en fonction de la concentration en acide chlorhydrique. L’objectif de ces
expériences étaient de déterminer la stabilité de la fonction hydroxamique en fonction du pH et
de mettre en évidence des comportements singuliers en fonction de la présence de substituants
¢lectroattracteurs a proximité de la fonction hydroxamique ou de la taille du cycle. L’intérét de

cette étude était de définir les conditions optimales de pH pour complexer ces chélates par des
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métaux tétravalents, qui possedent une forte propension a s’hydrolyser méme en acide (> 1).

La loi de vitesse utilisée pour tracer le graphique est la suivante :

K (k) k K [HCI]
(Kops) = 7 + K [HC]
k(min™) KM
0,012 (INIO PIPO 0,0199(4) 0,73(3)
- OH
v ! O
- " NY ® nvA 0.017(1)  0.37(3)
’ < "OH
- v e
€ o00s | ‘ " ¥ pro 0.0067(4)  0.34(2)
4 1 | - o
0,003 - i N/
Y a . " H  PIPOMAH  0,00122)  0,30(1)
L e o
0,000 /3% . —— OH
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
[HCI] (M)
N W AZEPO  0,00094(6)  0,60(6)
Ho ©

Figure 99 : Stabilité en milieu acide des acides hydroxamiques.

I1 est important de noter que le PIPO non fonctionnalisé est la molécule la moins stable
en milieu acide des cinq étudiées. Si I’on compare sa vitesse a celle d’un analogue acyclique
comme le NMA ou trihydroxamique comme la DFO, la plus faible stabilit¢ du PIPO peut
s’expliquer par de plus forte tension du cycle a 6 atomes du PIPO. Ceci est clairement démontré
si on compare la stabilité¢ bien supérieure de I’AZEPO par rapport au PIPO. Cependant, la
fonctionnalisation sur I’atome C-3 par une fonction amide apporte un gain de stabilité important
au PIPO. L’excellente stabilité de la molécule modele PIPOMAH (9) nous a donc conforté dans

notre choix initial.

Nous avons développé une méthode efficace de synthese et de purification de nouveaux
motifs hydroxamiques cycliques énantiomériquement purs. La fonction acide carboxylique
présente sur les cycles va nous permettre par la suite de synthétiser de nouveaux ligands
tétrahydroxamiques. La synthese et I’étude des PIPO amides (9) et (10) nous a permis de valider

le choix de I’acide hydroxamique cyclique pour la complexation de métaux tétravalents.
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IV. Synthése de nouveaux ligands tétrahydroxamiques

Dans [D’introduction, nous avons dressé un état de I’art exhaustif des ligands
tétrahydroxamiques, en décrivant les différentes approches et les molécules majeurs de ce
champs de recherche telle que la DFO* 41 ou le 3,4,3-LI(1,2-HOPO) 741 (Figure 100).

) OH O

0 0 OH
a. | H |
)J\N/\/\/\N)J\/\’(N\/\/\/N\H/\)J\N/\/\/\NJWN\/\/\/NH2
| H ! H
0] O O

CH OH
HN NH
/\/\NM\N/\/\
N 7
NS °© 9 | o N
HO Nigh o) 07N OH
OH OH
Figure 100 : a) Structure de la DFO*, b) Structure du 3.4,3-LI(1,2-HOPO).

Forts des données de la littératures ainsi que des connaissances développées
précédemment par notre €quipe, notamment sur le groupement PIPO et sur la synthése du
Calix[4]aréne-PIPO (Figure 101),[?] nous avons commencé la synthése de nouveaux ligands

tétrahydroxamiques.

et
Gy

Figure 101 : Structure du ligand Calix[4 ]aréne-PIPO.
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4.1 Ligand DFO-PIPO

Comme nous I’avons présenté dans le chapitre I, un des atouts principaux de la DFO est
la présence d’une fonction amine terminal, qui ne participe pas a la chélation. Ce groupement
peut étre mis a profit pour introduire différentes fonctions sur la DFO pour le greffage ou pour
améliorer ses propriétés de complexation avec les métaux de degrés de coordination supérieurs
a 6. C’est avec cette objectif que I’équipe de Raymond a synthétisé¢ la DFO-HOPO a partir de
la DFO en y ajoutant un groupement hydroxy pyridinone.*”! De méme, la DFO* a été préparée

par hémisynthése par 1’équipe de Mindt a partir de la DFO (Figure 102). [4041]

O

N/\/\/\NJ\
{ o o
NN/\/\/\NHZ N J\/ﬁ('\‘\/\/\/'\“*z
o)
DFO DFO*

Figure 102 : Structure de la DFO et de son dérivé tétrahydroxamiques DFO*.

L’introduction du quatriéme groupement chélateur est réalisée par la formation d’une
liaison peptidique entre 1’amine terminale de la DFO et une chaine porteuse d’un acide
carboxylique et d’une fonction acide hydroxamique. Nous nous sommes inspirés de cette

approche pour synthétiser notre premier ligand tétrahydroxamique, la DFO-PIPO.

0 0 y OH 0 0
SR A Rt e
NG H OH o) 0 H OH

OH
Figure 103 : Structure de la DFO-PIPO.

4.1.1. Synthese

Lors des premiers essais de synthése du ligand DFO-PIPO a partir de la DFO et du
précurseur (5), il nous est rapidement apparu que le caractére amphiphile de la molécule formée

posait de gros problémes pour sa purification sur colonne de silice. En effet, la chaine DFO est
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hydrosoluble et fortement polaire, alors que la fonction PIPO protégée par un groupement

benzyle est hydrophobe.

0 o) 0 H OH 0 )Ok
N\/(/\IQ/NN
N N)W N N
(fj\OH +DFO ——— H/\(\/)g\u H/\(\/Ys\'
OH o) o) OH

N"~o N
Bn© ©-gn

)

Schéma 22 : Synthése de la DFO-PIPOBn.

Nous avons donc choisi de mettre au point un chemin réactionnel plus long, mais pour
lequel nous pouvions contrdler a chaque étape la pureté des composés. Notre objectif était
d’augmenter fortement la lipophilie de la DFO en diminuant sa polarité. Ainsi, nous avons
procédé a la protection préalable de tous les groupements hydroxamate de la DFO avec une
fonction benzyle. Cependant, I’amine terminale a été protégée dans un premier temps par un
groupement Boc, par I’action du Boc2O en milieu basique, afin d’éviter sa benzylation. En effet,
I’ancrage du PIPO sur la fonction amine terminale requiert la discrimination des fonctions
hydroxamiques et amine et leur protection sélective. Apres obtention de la DFO(NBoc) les
fonctions acides hydroxamique ont été benzylées par le bromure de benzyle en milieu basique.
Finalement, I’amine terminale est déprotégée de maniére sélective en utilisant du TFA dans le
DCM.

(IDH (6] i QH (0] i
N AN 2 9 NN AN
NH ’Tj 7LO)J\OJ\OJT N [I\l
(0] OH @) o HO o
H o NEtz, Dioxane, eau H I J<
AN
N\H/\)LN/\/\/\NHZ 100 % NN H o
|
(6] OH (0] OH
5, | KeCOs
MeCN
_Bn B 60 %
0 0 o o o)
(6] (6] TFA
H (0] Bn~ - H © o] Bn/O o
NNN/\/\/\(;\?H DCM NNN/\/\/\NJ\ J<
o) o i 95 % o) o O
Bn~ Bn~

Schéma 23 : Protection des fonctions hydroxamique de la DFO.

Nous avons fait réagir le PIPO acide (5) avec la DFO protégée et désormais hydrophobe,
dans le DCM avec les agents de couplage EDC et HOBt (Schéma 24). Apreés purification, ce
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tétrahydroxamate a été entiérement déprotégé sous 1’action de dihydrogeéne catalysée par du
palladium sur charbon. Cette approche réactionnelle bien que longue et avec un rendement
global assez faible (35 %) nous a permis de controler chaque étape et d’obtenir notre premier

tétrahydroxamate pur.

Bn.
o Q’B" o) o) "o 0 o)
NNN/\/\/\NJ\ NNN/\/\/\NJ\
OH H . EDC, HOBt H .
O _0 P —— O _0
+ (0] Bn DIPEA, DCM O Bn (0]
N~ o s 76 % N
| 0,
O\Bn NNWNHZ ° NNWH%
© Bn/O © O\Bn 0" "N
H,, Pd/C n-°
MeOH
80 %
(I)H (0]
(0] OH
H (0] @]
H
(0] (0] 0 '}‘
OH

Schéma 24 : Synthése de la DFO-PIPO a partir de la DFO protégée.

La deuxiéme voie de synthése explorée consista a faire réagir directement le PIPOH et
la DFO, suivie de la benzylation des fonctions hydroxamiques dans le brut réactionnel (Schéma
25).
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Bn” 0 0 H
“Bn 0™ 'N
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Hy, Pd/C Bn
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CI)H O O
NNN/\/\/\NJK
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IS SRS ®
H
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OH

Schéma 25 : Synthése de la DFO-PIPO par couplage et benzylation « one pot ».
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Comme précédemment, la réaction de benzylation rend la molécule protégée plus
lipophile. En effet, la présence d’un seul groupe benzyle sur le groupement PIPOH ne rend pas
la molécule suffisamment lipophile pour étre extraite par un solvant organique, ce qui empéche
les lavages aqueux nécessaires pour ¢liminer les résidus des agents de couplage (EDC, HOBt,
DIPEA). La protection de chaque groupements hydroxamate se révele étre une réaction lente
et il est difficile d’obtenir une conversion compléte. Cependant, tous les groupements
hydroxamate n’ont pas besoin d’étre protégés car a partir de deux groupements benzyle, la
molécule devient insoluble dans 1’eau. Nous avons pu isoler ce mélange de molécules di, tri et
tétra-benzylées, puis par le biais d’une hydrogénation, obtenir la DFO-PIPO ciblée. Suivant ce
chemin réactionnel en trois étapes, dont deux en « one pot », un rendement global de 47 % a

¢été obtenu sans avoir a isoler d’intermédiaire.

Comme nous I’avons évoqué précédemment, la difficulté de cette synthése réside dans
le caractére amphiphile et la polarit¢ de la molécule intermédiaire le, PIPO(Bn)DFO (11),
rendant impossible sa purification sur gel de silice. Cependant, I’acquisition d’une colonne
chromatographique en phase inverse (C18) de taille suffisante a permis la purification du

mélange réactionnel avec comme éluent un mélange eau/MeCN (95/5 > 0/100).

OH o) o)
o NN”/\/\/\NJ\
(0] HO (11)
o) 0
(ﬁOH + DFO _EDC, HOBt .
N0 DIPEA, DMF, Nw/\/\/\m%
|
e 79 % o) OH 07N
0
Hy, Pd/C Bn
MeOH
quant
OH o) 0
NNH/\/\/\NJ\ (12)
o) HO
H o) o)
o) OH 07N
OH

Schéma 26 : Synthése de la DFO-PIPO (12) avec purification sur silice en phase inverse C18.

Grace a une purification en phase inverse a I’aide de notre appareil de chromatographie
flash, nous avons pu isoler I’intermédiaire de synthése PIPO(Bn)DFO (11) pur a 1’échelle du
gramme. La DFO-PIPO (12) est alors obtenue aprés débenzylation sous hydrogeéne catalysée
par Pd/C. Cette approche de synthése est la plus efficace puisque seulement deux étapes

réactionnelles sont nécessaires avec un rendement global atteignant 79 %.
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4.1.2. Propriétés physico-chimiques
Complexation

A ce stade, le ligand doit étre utilisé en prenant garde a toute contamination métallique.
En effet, son pouvoir de complexation est tel qu’il complexe tous les métaux présents, méme a
I’état de trace, notamment les acides forts de Lewis (Fe**, ...). Pour éviter toute contamination,
la verrerie utilisée a ét¢ systématiquement lavée a 1’acide chlorhydrique. La complexation du
ligand par Zr*" a été effectuée en faisant réagir du Zr(acac)s (1 équiv.) avec le ligand dissous
dans le MeOH. L’acétylacétone produit et le méthanol ont été éliminés sous vide pour obtenir

le complexe pur.

{waj \/ .
HM’T‘WH weoH % /\\
o OH )Oj/g? % WN;

Schéma 27 : Complexation de la DFO-PIPO par Zr(acac)s.

La méthode d’analyse la plus simple et la plus efficace & mettre en ceuvre pour identifier
les complexes formés est la spectrométrie de masse haute résolution en mode éléctrospray (HR-
ESI-MS). Outre la mise en évidence de la nucléarité des complexes, cette technique permet
¢galement d’observer s’il reste du ligand libre dans le milieu. Avant complexation, le ligand
libre DFO-PIPO a été analysé a un m/z de 716,4170 pour un m/z calculé de 716,4189 pour 1’ion

moléculaire [C32HssN7O11]".

- 134 -



IV. Synthése de nouveaux ligands tétrahydroxamiques
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Figure 104 : Spectre de masse haute résolution en mode éléctrospray de [Zr(DFO-PIPO)] (MeOH).

Les espéces principales sur le spectre correspondent a des complexes mononucléaires
de zirconium monochargés par un proton ou du potassium. Il est a noter qu’aucune trace de
ligand libre n’est observable. De plus, les massifs isotopiques observés pour [ML+H]" et
[ML+K]" correspondent a leur massif théorique. L’ionisation du complexe a également produit
une espéce dichargée correspondant a I’ion [MLA+H+K]*" a m/z = 420,62227.

Les spectres de RMN 'H et *C du complexe enregistrés dans le MeOD sont
difficilement interprétables compte tenu de la multitude de signaux qu’ils présentent. Méme si
leur dépouillement se révele compliqué, nous pouvons tirer des informations intéressantes sur
la complexation en nous focalisant sur certaines zones du spectre RMN du carbone et
notamment la région comprise entre 180 et 160 ppm qui correspond a la zone d’observation des
carbonyles. Dans le cas de figure de la DFO-PIPO, nous observons comme attendu sept signaux
attribués aux groupes carbonyle, quatre dues aux acides hydroxamiques et trois aux fonctions

amides.
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I DFO-PIPO libre

T T T T T

176 174 172 170 168 166 164 ppm

Figure 105 : Evolution des signaux RMN C des groupes carbonyle aprés la formation de [Zr(DFO-
PIPO)].

Apres complexation, les sept atomes de carbone C=0 résonnent dans cette méme fenétre
spectrale. Les trois signaux qui n’ont subi qu’un faible blindage (173 - 175 ppm) correspondent
aux amides, puisqu’ils ne participent pas a la complexation. En revanche, les quatre signaux
des carbonyles des fonctions hydroxamate subissent un blindage important suite a la
complexation (164 - 166 ppm). Nous pouvons en conclure que le zirconium est totalement

complexé par la DFO-PIPO et qu’une seule espece et formée.

Propriétés optiques

Une fois la syntheése mise au point avec un acide hydroxamique cyclique racémique,
nous avons synthétisé le DFO-PIPO sous ses deux formes énantiomériquement pures en mettant

en jeu les précurseur optiquement actif [R]-(5) et [S]-(5).

OH OH o o}
H .
(@] /\/\/\ N\/\/\/N NN JJ\
[R] [a]p®C=+72.2° [S]-DFOPIPO [a]p®*C=-11.5°

OH o o} OH o}

H ; Q
(ﬁo &HWNMNMNNHWNJ\
N o : Yo OH (0] (e} OH
OH

[S] [a]p®c=-721° [R]-DFOPIPO [a]p*®C=+11.7°
Figure 106 : Valeur des [a]p des deux énantiomeres de DFO-PIPO.
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Comme nous I’avons précédemment décrit dans le chapitre III pour la synthése de PIPO
modeles porteurs d’une fonction amide (9) et (10), la formation de la liaison peptidique sur le
PIPOCOOH s’accompagne d’une inversion de la configuration du centre asymétrique de la

molécule et d’une inversion du signe du pouvoir rotatoire (Figure 106).

Nous avons alors enregistré les spectres de dichroisme circulaire électroniques (ECD)
des deux énantioméres dans 1’eau afin de comparer les données a celles obtenues pour le
PIPOMAH (9).

34
—— (R)-(DFO-PIPO)H,
24 —— (S)-(DFO-PIPO)H,
_ -~~~ (R}-(PIPOMA)H
T -~~~ (S)-(PIPOMA)H
§
T 0]
2
g 19,
-2
-3 T T T 1
210 235 260 285 310

A (nm)

Figure 107 : Spectres de dichroisme circulaire des ligands DFO-PIPO et PIPOMAH.

Bien que les spectres présentent un bruit de fond non négligeable, nous pouvons
observer que le profil ECD de la DFO-PIPO et du PIPOMAH modéle sont trés similaires avec

un maximum/minimum a 225 nm.

Les mesures des spectres de dichroisme circulaire peuvent nous révéler des informations
sur les propriétés des complexes formés. Le thorium au degré d’oxydation IV est le meilleur
substitut du plutonium(I'V), les deux étant des actinides tétravalents qui possedent des acidités
de Lewis et des géométries de coordination similaires. C’est pourquoi les complexes
hydroxamique du Th(IV), tout comme du Zr(IV), présentent un grand intérét dans le cadre de
notre étude. Nous avons donc mesuré les spectres de dichroisme circulaire de mélanges
équimolaires de Th*" et de [S]-DFO-PIPO en fonction du pH dans I’eau (Figure 108).
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Figure 108 : Titrage suivi par dichroisme circulaire d’un mélange équimolaires de Th*" et de [S]-DFO-
PIPO en fonction du pH dans I’eau.

Au pH le plus faible, le spectre du mélange est extrémement proche de la signature ECD
du ligand libre (Figure 107 et Figure 108). Cette technique semble donc montrer que la
complexation n’a pas lieu a pH < 2. L’étude des spectres d’absorption UV-Vis réfutent ce
résultat car le spectre du ligand acide n’est pas superposable a ceux enregistrés en présence de

thorium(IV) (Figure 109).

1.0 0.8
_— |

p[H] 2.961  p[H] 11.254 0.6 p[H] 1.683  p[H] 11.822
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A (nm) A (nm)
DFO-PIPO (S)-[Th(DFO-PIPO)]

Figure 109 : Titrages spectrophotométriques de la DFO-PIPO et de [Th(DFO-PIPO)].

La complexation semble donc bien opérer a des faibles valeur de pH. Afin d’expliquer
cette contradiction, nous devons déterminer la nature du complexe formé a pH <2. L’un de nos
partenaires de I’ANR Pluton (V.Sladkov, [JCLab UMR9012, Orsay) a réalis¢ des mesures
d’électrophorése capillaire du systtme Th*/DFO-PIPO en fonction du pH. Cette technique
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permet de connaitre la charge de I’espéce observée et de déterminer le nombre d’espéce
chargées en solution a un pH donné. Il a été clairement établi qu’a pH 2, le thorium n’est chélaté
que par un seul hydroxamate, les autres restant protonés. Un complexe de formule [Th(DFO-
PIPO)H3]*" est formé. Nous pouvons donc en conclure que I’ion Th** est chélaté par un motif
hydroxamate acyclique du fragment DFO et non par le groupe hydroxamate PIPO. Celui-ci
étant le seul centre de chiralité de la molécule, il semble cohérent que les signatures ECD du
complexe [Th(DFO-PIPO)H;3]** et du ligand libre soient similaires.

En augmentant le pH, toutes les fonctions hydroxamate incluant le PIPO, sont
impliquées dans la complexation. Au-dela de pH 4, plus aucun changement spectral n’est
observé (Figure 108). Il apparait donc qu’a partir de ce pH, le thorium est complétement
complexé par la (S)-DFO-PIPO. De plus, une chiralité est induite par I’enroulement du ligand
autour du centre métallique, certainement orienté par le centre de chiralité. Ceci explique le fait
que la signature CD du (S)-[Th(DFO-PIPO)] est exacerbé par rapport a celle du ligand.

Le dichroisme circulaire est aussi un bon outil pour comparer des complexes formés
pour un méme ligand, mais avec des cations métalliques différents. Des mesures de ECD ont
été réalisées sur des complexes de thorium et de zirconium, en mettant en jeu I’énantiomére R
du ligand (Figure 110).

8,00
pH~1
6,00
— (R)~([Th(DFO-PIPO)]
4,00 — (R)-([Zr(DFO-PIPO)]
— (R)-(DFO-PIPO) libre
_ 2,00
£
[&]
‘TE 0,00 +
= 210
<
-2,00
-4,00

Figure 110 : Spectres de dichroisme circulaire du (R)-DFO-PIPO et de ses complexes de zirconium et
thorium a pH ~ 1.

A pH faible (~ 1), pour les raisons que nous avons évoquées ci-dessus, le spectre du
complexe de thorium est trés similaire a celui du ligand libre. Le spectre ECD du complexe de
zirconium présente un minimum local de forte intensité a ~255 nm (Ag = -3,5). Cette signature

spectrale témoigne du fait que le groupement PIPO est probablement déja engagé dans la

- 139 -



IV. Synthése de nouveaux ligands tétrahydroxamiques

complexation du centre métallique. Cette différence de chélation s’explique par la plus forte

acidité de Lewis de I’ion Zr*" (log K(OH) = 14.32) par rapport au Th*" (log K(OH) = 11.5).
Au-dessus de pH 4, pH a partir duquel toutes les fonctions hydroxamates sont impliqués

dans la complexation de Th*" et Zr**, les deux spectres bien qu’ayant un profil similaire ne sont

pas superposable (Figure 111).
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8,00

6.00 | — (R)-([Th(DFO-PIPO)]

— (R)-([Zr(DFO-PIPO)]

4,00 -
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-4,00

-6,00 -

-8,00 -
Figure 111 : Dichroisme circulaire de (R)-[Th(DFO-PIPO)] et de (R)-[Zr(DFO-PIPO)] a pH ~ 5.

Pour le complexe de thorium, un maximum est observé a 220 nm (Ag=4) et celui du
complexe de zirconium est a 245 nm (Ag = 1,6). Il en est de méme pour les minimas a 245
(Ag=-06) et 265 nm (Ag =-5). Ce résultat peut paraitre surprenant car les deux complexes sont
formés a partir du méme ligand possédant le méme centre de chiralité. La différence entre les
deux spectres ECD repose donc uniquement sur la chiralité induite par I’enroulement du ligand
autour du centre métallique. Ainsi, les deux complexes doivent présenter des géométries de
coordination différentes.

En accord avec le modele de répulsion électrostatique développé par Kepert,['>] nos
complexes (octacoordinés par quatre groupements bidentes) peuvent adopter deux géométries
idéales différentes dont le polyedre de coordination est soit un dodécaeédre ou un antiprisme a

base carrée.
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Dodécaedre Antiprisme a base carrée déformé

Figure 112 : Polyedres de coordination de complexes octacoordinés par quatre groupements bidentes.

Sur ces représentations, les quatre arrétes rouges des polyedres représentent les
groupements bidentes hydroxamate. Pour définir les polyedres de coordination et rationnaliser
leur formation, Kepert a défini un paramétre clé permettant la caractérisation du complexe et
I’identification de sa géométrie. Cette variable est I’angle normalisé (normalized bite) défini
par b = d(O---O)/d(M---0), c’est-a-dire le ratio entre la distance entre les deux atomes
d’oxygenes du groupement bidente et la distance métal-oxygene. Cette variable prend donc en
compte la nature du ligand ainsi que celle du métal.

Dans notre cas, d(O---O) est une constante pour les deux complexes. En revanche, étant
donné que le rayon atomique du thorium est supérieur a celui du zirconium, nous pouvons
affirmer que d(Th---O) > d(Zr---O) et donc que bzx1)] > b[Th(L))-

Le modele de répulsion électrostatique de Kepert permet de définir la nature du polyedre
de coordination privilégié en fonction de 5. Pour des complexes [M(L)4], la géométrie tend vers
un dodécaedre si b < 1,15 et un antiprisme a base carrée si b > 1,15. Dans la littérature, on
trouve des exemples?¥l de complexes tétrahydroxamate de zirconium (b = 1,15) de géométrie

antiprisme carr¢.

a. C58 C4B b.

Figure 113 : Représentation radiocristallographique du complexe[Zr(PIPO)s] ; a) Vue ORTEP (seuil
de probabilité de 50% ) ; b) Polyédre de coordination antiprisme a base carrée.!**!
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Le dichroisme circulaire nous a permis de montrer que nos deux complexes étaient de
géométries différentes. En admettant que notre complexe de Zr se comporte comme d’autre
complexes hydroxamates qui présentent une géométrie de type antiprisme a base carrée, et en
considérant que byzxw)] > b)), alors nous pouvons affirmer que le complexe de thorium

possede trés vraisemblablement une géométrie dodécaédrique.

4.2. Synthese et caractérisation des ligands tétra-PIPO

La molécule de DFO-PIPO est un ligand prometteur pour la complexation de Zr**,[%3] et
constitue une alternative pour une utilisation in vivo de la DFO*. Cependant, nous avons
essentiellement synthétis€ ce chélate tétrahydroxamique comme preuve de concept de
I’utilisation d’un groupement PIPO dans une molécule préparée par hémisynthese. Cette étude
a permis de valider notre concept et de déterminer les propriétés et les conditions de
complexation d’un ligand tétrahydroxamique dont la synthése est réalisable en un nombre
restreint d’étapes réactionnelles. Le but final de notre projet de recherche était de mettre au
point la synthése de nouveaux ligands tétrahydroxamiques abiotique porteurs de quatre
groupements PIPO et d’en étudier les propriétés de complexation avec des métaux tétravalents

comme Zr*" et Th*'. La structure générale des ligands ciblés est la suivante :

R
Fonction de greffage
Plateforme d’ancrage
NH NH
N™~0 OH OH 0“ >N
OH OH

Figure 114 : Structure générale de nos ligands tétra-PIPO.

Les ligands se composent de quatre groupements PIPO ancrés sur une plateforme
tétraamine par des liaisons peptidiques. Cette plateforme posséde elle-méme une fonction de
greffage afin d’ancrer la molécule sur un support solide (résine) ou de la bioconjuguer a une
molécule vectrice. Nous décrirons ultérieurement la nature de cette fonction de greffage et les
voies de synthése envisagées pour préparer ces ligands bifonctionnels. Dans un premier temps,
nous nous sommes attachés a synthétiser la plateforme d’ancrage tétraazotée la plus pertinente
sans fonction de greffage. En effet, la structure du squelette de cette plateforme tétraamine est

capitale car elle impacte directement les propriétés de complexation du ligand. Si I’on se référe
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aux données de la littérature, la structure de la plateforme d’ancrage doit étre flexible et doit
séparer deux chélateurs adjacents d’au minimum neuf atomes pour que le ligand s’enroule
autour du métal et qu’il puisse compléter, avec le moins de contrainte et de tension possible, la

sphére de coordination.

4.3.3,4,3 LI-PIPO

4.3.1. Introduction

Le premier chélateur incorporant quatre groupes PIPO que nous avons synthétisé est
inspiré du ligand 3,4,3-LI(1,2-HOPO).1*°1 Cette molécule, présentée dans le chapitre I, a été trés

largement étudiée et présente des propriétés remarquables.
HN NH HN NH
N Nt 7 NI
/ 0 _ PN \ o 0 o 0
0
NS0 |l ] o N N0 o’ N
HO N 0 1) N OH HO N ) 1) N OH
OH OH OH OH

3,4,3-L1(1,2-HOPO) 3,4,3-LI-PIPO

Figure 115 : Structure des ligands 3,4,3-L1(1,2-HOPO) et 3,4,3-LI-PIPO.

Notre approche était de synthétiser un ligand analogue a celui de Raymond et coll. mais
portant quatre groupements PIPO. Ce cycle hydroxamique est moins rigide que le HOPO et
possede a priori des propriétés de chélation supérieures en raison de sa basicité plus importante.
Ce nouveau ligand 3,4,3-LI-PIPO, bien que trés proches du 3,4,3-LI(1,2-HOPO), est une preuve
de principe que le groupement PIPO peut étre utilisé en lieu et place du groupement HOPO et
que nous pouvons donc nous appuyer sur les recherches du groupe de Raymond afin d’avancer

dans nos propres travaux.

4.3.2. Synthese

Le squelette carboné de ce ligand est la spermine, une tétraamine linéaire commerciale.
Comme nous I’avons évoqué précédemment, la formation de liaison peptidique entre un acide
carboxylique et une amine secondaire s’effectue tres difficilement, dans ce cas précis, la

réaction n’est pas compléte en utilisant les agents de couplage usuels (EDC, HOBt). En effet,
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méme en augmentant le temps et la température de réaction, nous avons isolé 1’espece porteuse
de trois PIPO et avec un rendement trés faible. Afin d’activer la fonction acide carboxylique,
nous avons donc utilisé le PIPO sous sa forme chlorure d’acide (Schéma 28). La réaction de

couplage sur la tétraamine a été effectuée en présence de DMAP et de DIPEA.

H2N C,0,Cl,
/\/\/NH <M
HN

DCM
NH, 90 %
DIPEA | DCM
DMAP | 710,
HN NH
N T\
H2 Pd/C
MeOH
quant.
(13) (14)

Schéma 28 : Synthése du chélateur 3,4,3-LI-PIPO (14).

Une fois les quatre PIPO liés a la spermine, les acides hydroxamiques ont été déprotégés
par hydro-génolyse pour obtenir le ligand tétra-PTIPO : 3,4,3 LI-PIPO (14).

Nous avons donc validé le greffage du groupement PIPO sur une molécule naturelle
pour obtenir la DFO-PIPO par hémisynthése, puis nous avons préparé un premier ligand
tétraPIPO totalement synthétique en adaptant une téte de pont tétraazoté et un chemin de
synthése connu. Apreés validation de ces preuves de concept, nous avons synthétisé une nouvelle

famille de ligands plus prometteuse en mettant en jeu des plateformes d’ancrage ramifiées.

4.4. HA-2,2-PIPO et HA-2,3-PIPO

4.4.1. Introduction

Les deux cibles principales de cette étude sont les ligands HA-2,2-PIPO et HA-2,3-
PIPO (HA = Hexa-Amine) (Figure 116). Ces deux ligands se différencient uniquement par la

longueur de la chaine carbonée centrale.
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N
EIHN!\/ % HN/\/N] [N\/\NH
OH
HA-2,2-PIPO HA-2,3-PIPO

Figure 116 : Structures des ligands tétra-PIPO cibles, HA-2,2-PIPO et HA-2,3-PIPO.

Les principaux avantages de ces ligands, par rapport au 3,4,3-LI-PIPO, sont d’une part
une plus grande flexibilité due a la ramification du squelette et d’autre part un nombre plus
important d’atome séparant deux fonctions acide hydroxamique adjacentes (Tableau 23). Des
architectures similaires ont déja été explorées par le groupe de Raymond et celui de
Cuthbertsonl®-136:157] afin d’élaborer des chélateurs plus performants que le 3,4,3-LI(1,2-
HOPO).

Tableau 23 : Distance entre deux fonctions chélatantes adjacente pour trois ligands hydroxamiques.

Distance minimale

Ligands
entre deux chélateurs
2 4 H 6 8 QH 0 )J\
H2N/\/\/\N)W’Z‘\5/\7/\9/NN”/\/\/\N
OH o o OH DFO 9 atomes
HN /\/\
3 ,4,3-Li(1,2-HOPO) 9 atomes
HA-2,2-PIPO 11 atomes

Comme observé dans la structure de la DFO, la présence de 9 atomes entre deux
groupements hydroxamiques adjacents semble parfaitement convenir a une molécule linéaire
afin qu’elle puisse s’enrouler autour du noyau métallique. Garder cette méme distance de 9
atomes avec des groupements cycliques tels que des HOPO ou nos PIPO semble insuffisant,

car ces cycles vont apporter de larigidité et de I’encombrement. Pour vérifier cette théorie, nous
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avons représenté, Figure 117, les deux seules structures radiocristallographiques de complexes
de DFO!3%T et de 3,4,3-LI(1,2-HOPO)?! disponibles dans la littérature.

Complexe Fe-DFO Complexe Zr-3,4,3-LI(1,2-HOPO)

Figure 117 : Structure radiocristallographiques des complexes [Fe(DFO)H]" 1 et [Zr(3.4,3-LI(1,2-
HOPO))].

Bien que les deux noyaux métalliques soient différents et donc de rayons ioniques
différents (#(Fe) = 140 pm et »(Zr) = 155 pm), une différence drastique de tension est tout de
méme facilement observable entre les deux complexes. En effet, les chainons de la DFO
séparant deux hydroxamates semble laches, contrairement a ceux du complexe de 3,4,3-LI(1,2-
HOPO) dont le chainon central a quatre atomes de carbones adopte une conformation anti
totalement étandue. Pour cette raison, nous avons choisi des squelettes carbonés plus grands et

offrant une meilleure flexibilité.

4.4.2. Téte de pont Hexaamine

Les tétes de ponts des ligands HA-2,2-PIPO et HA-2,3-PIPO sont respectivement les

hexaamines suivantes :

HQN/\ H2N\/\N/\/\N/\/NH2
NSNS SN N LN
L NH, 2 2
HA-2,2 HA-2,3

Figure 118 : Structures des tétes de pont hexaamines cibles.

Les structures ramifiées de ces hexaamines sont intéressantes car les amines tertiaires
centrales assurent une flexibilité¢ importante de la molécule et les amines primaires terminales

vont servir de site d’ancrage des motifs PIPO. Nous avons développé deux voies de synthese
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différentes de ces tétes de pont, chacune présentant des avantages et des inconvénients que nous

décrirons. Les deux voies envisagées sont présentées sur le Schéma 29.

'BuOH

RN .y N

H Déprotection
R. N N. N NH,

KoCOj : K/N\R K/NHz

MeCN Avec n = (1,2)

Schéma 29 : Synthése des tétes de pont hexaamines.

Voie aziridine

La premiére voie de synthése, que I’on intitulera « voie aziridine », consiste a faire
réagir quatre équivalents d’une aziridine protégée sur une diamine. Une aziridine est un
hétérocycle composé d’une amine et deux groupe méthyléne. Cette molécule réagit avec des
nucléophiles par ouverture de cycle, produisant un chainon de deux carbones et une amine
terminale. Pour éviter toute réaction de polymérisation, I’amine doit étre protégée. Nous avons

synthétisé plusieurs aziridines portant différents groupements protecteurs.

La premiére aziridine que nous avons synthétisée était protégée par un groupement
Cbz!!381,

Cbz
CbzCl
Nl Cbz..\ ~_-OH MsCl Cbz.\ o O-ys _ NaH |
? NEts, DCM H NEts DCM H THE /\
80 % 90 % 20-63 %
(15) (16) 17)

Schéma 30 : Synthése de 1’aziridine-Cbz (17).

En milieu basique dans le dichlorométhane, 1’atome d’azote de 1’éthanolamine est
protégé par le chloroformiate de benzyle, puis 1’alcool est activé avec le chlorure de
méthanesulfonyle ou le chlorure de 4-toluénesulfonyle. La déprotonation du carbamate conduit

alors a la cyclisation de la molécule donnant ainsi I’aziridine-Cbz (Az-Cbz (17)). Contrairement
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aux deux premicres étapes, la cyclisation est peu reproductible et son rendement varie

énormément. Nous avons exploré la synthése d’autres aziridines (Schéma 31).

Boc
LN~ ~OH (Bo%O _ Boc. o~ OH _TSCl _ Bocoy A~ Owpp NaH 1
2 DCM H NEt;, DCM H THE /\
quant. 83 %

Schéma 31 : Synthése de ’aziridine-Boc.

Pour I’aziridine-Boc, nous avons appliqué la méme procédure que précédemment. Selon
les analyses de produit brut, la cyclisation semble s’effectuer avec un bon rendement mais
malheureusement le produit formé est trop réactif pour étre purifié puisque 1’aziridine s’ouvre

sur le gel de silice. Cette méthode de synthese a donc été abandonnée.

La troisiéme aziridine que nous avons synthétisé est 1’aziridine tosyle (Az-Ts (18)) pour

laquelle le groupement protecteur et le groupement partant sont tous deux des groupes

tosyles.[18:15]

Ts
TsCl \
~_OH B 1s O, R
H2N 15 équiv. KOH [ H Ts VAN
25 %
(18)

Schéma 32 : Synthése de 1’aziridine tosyle (18).

En milieu aqueux fortement basique, les deux extrémités de I’éthanolamine réagissent
avec le chlorure de 4-toluénesulfonyl, puis la cyclisation s’effectue in situ. Le rendement global
est de 25 %. Malgré ce faible rendement, compte tenu de la simplicité de cette synthése en une
seule étape et qui n’utilise que des réactifs trés bon marché, ¢’est la voie de synthése que nous
avons privilégiée. Ainsi, nous avons donc pu produire facilement 1I’Az-Ts (18) a I’échelle de la

dizaine de gramme.

Nous avons alors mis en jeu les deux aziridines synthétisées pour péparer 1’hexaamine
HA-2,2 (Schéma 33).

- 148 -



IV. Synthése de nouveaux ligands tétrahydroxamiques

Cbz
Woan
4 / \ Cbz\H y
t
+ BuOH Cbz AN~ Ny,
70 % H H H, Pd/C
HZN\/\NH2 “Cbz quant
19)
HoN™™Y
Ts H N/\/N\/\N/\/NH2
L as) ?
4 N ( TS\N/\ I\/NHZ
— 'BuOH . H N N HBr, AcOH @1
+ — NN T ’
HoN 96 % H K/H 86 %
2ZIN"ONH, 20) “Ts

Schéma 33 : Synthése de HA-2,2 avec ’Az-Cbz (17) et I’Az-Ts (18).

Les deux aziridines sont mises a réagir avec I’éthylénediamine dans les mémes
conditions,[%!'l ¢’est-a-dire dans le fert-butanol a 80 °C. Dans les deux cas, la diamine conduit a
I’ouverture de 4 équivalents d’aziridine, pour former I’hexaamine protégée avec de bons
rendements. La déprotection des groupes tosyle est réalisée a 110 °C dans de 1’acide
bromhydrique concentré dans 1’acide acétique. Apres isolement du produit, I’hexaamine est
déprotonés sur une résine échangeuse d’ions, afin d’obtenir HA-2,2 exempt de sels
inorganiques. La facilit¢ de synthése de Az-Ts et son excellente réactivité avec la diamine
semble étre suffisante pour considérer cette voie de synthése comme optimale. Cependant, les
conditions drastiques de déprotection pourrait se révéler trop violentes pour des hexaamines
portants un groupe fonctionnel additionnel, comme pour le greffage sur support solide (Figure
114). C’est pourquoi nous avons continué de développer la voie Az-Cbz pour laquelle la
déprotection des atomes d’azote se fait en condition douce. En effet, bien que Az-Cbz soit plus
difficile d’obtention, la déprotection de 1’hexaamine Cbz est réalisée quantitativement par
hydrogénation catalysée par du palladium sur charbon. Les synthéses de ces deux aziridines
présentent donc chacune des points forts et des points faibles et nous avons par la suite utilisé

la méthode la mieux adaptée a chaque situation.

Voie triamine

La « voie triamine » de synthése d’hexaamines consiste en une double substitution
nucléophile entre un dihalogéno propane ou éthane et deux diéthylénetriamines. Les amines
primaires de la diéthylénetriamine doivent étre protégées afin que la substitution nucléophile
s’effectue uniquement sur I’amine secondaire centrale.!'6"]

Différents groupements protecteurs ont été sélectionnés, en ne considérant que ceux

susceptibles de réagir sélectivement avec les amines primaires. Lorsque le groupe protecteur a
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été choisi, la triamine diprotégée a été opposée au 1,3 diiodopropane pour synthétiser le HA-
2,3.

Le premier groupement protecteur que nous avons utilisé etait le trifluoroacétate
d’éthyle.

F F
N MeOH F H H F
H E o—/ quant. H

Schéma 34 : Protection des amines primaires de la diéthylénetriamine par des groupements
trifluoroacétate.

La protection de la triamine par deux équivalents de trifluoroacétate d’éthyle est simple
et quantitative. Malheureusement, le produit résultant n’a aucune réactivité avec le

diiodopropane. Cette méthode de protection a donc été abandonnée.

Le deuxiéme groupement protecteur utilisé était le triphénylméthane.[160:161]

: H H
Ph Cl DIPEA, 'PrOH
H 61 % Ph H Ph
Ph Ph
(22)

Schéma 35 : Protection des amines primaires de la diéthylénetriamine par des groupements
triphénylméthane.

La réaction de protection a été réalisée par le chlorotriphénylméthane en milieux
basique dans I’isopropanol. Grace a cette triamine, I’hexaamine HA-2,3 a pu étre synthéisée.
La premiere étape est la double substitution nucléophile, réalisée en milieux basique dans
I’acétonitrile avec un rendement de 70 %. La déprotection des amines terminales a été réalisée

dans une solution d’acide chlorhydrique 4 M.

(22)
2 H H ; i
N~ ~UN_ Tl’lt\N N/Tl’lt
Trit N Tt ,co, H/\N ,\r\ H HCI 4 M HaNTY " NH,
> ~N
+ MeCN _ J/ I o 80% NSNS N
|\/\/| 70 % Trlt\N Trit

H
(23) (24)
Schéma 36 : Synthése de HA-2,3 (24) par la triamine bis(triphénylméthane) (22).
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Le troisiéme groupement protecteur utilisé était le zert-butoxycarbonyle (Boc).['37]

+
N
iDCM
/12 (25)
PN
> | N“°N /% + H N A~~~ NH2 Toluéne § §
N N
=/ © N e B¢ \/\H/\/ “Boc
(]

Schéma 37 : Protection des amines primaires de la diethylénetriamine par des groupes Boc.

Utiliser 1’anhydride BocoO directement sur le diethylénetriamine entrainerait la
protection non sélective des trois amines. Nous avons donc utilisé un composé moins réactif,
I’intermédiaire imidazole-Boc, généré in situ. Cet intermédiaire est capable de transférer le
groupement Boc mais uniquement sur une amine primaire.!'>’! Cette triamine diprotégée nous

a permis de synthétiser I’hexaamine HA-2,3.

(25)

2

/H\/\ /\/H Boc\N K\N’BOC
Boc N S H/\ H TFA HNT™Y (" NH,
KoCOg N N —_—
J/ Y I DCM N >SN SNy
+ MeCN  goc N-BoC 85% 2 2
! | 55 % N N

Schéma 38 : Synthése de HA-2,3 (24) par les triamines diBoc (25).

La formation de 1’hexaamine procéde suivant le méme protocole que celui décrit pour
la triamine bis(triphenylméthane), mais la déprotection est réaliser dans des conditions plus
douces dans le cas du Boc (TFA). L’hexaamine HA-2,3 a donc pu étre synthétisée avec des

rendements satisfaisant grace aux triamines protégées Boc et triphényleméthane.

Nous avons montré la « voie aziridine » pour la synthése de HA-2,2 et la « voie
triamine » pour la synthése de HA-2,3 car c’est avec ces méthodes que nous avons synthétisé
respectivement ces deux molécules avec le meilleur rendement. Nous nous sommes assurés que
chacune des deux hexaamines pouvait tre synthétisée en empruntant les deux voies de
synthése. Pourtant aucune des deux méthodes n’a été abandonnée au profit de 1’autre, car les
deux voies de synthése sont viables et présentent des atouts différents. Les aziridines ont une
bien meilleure réactivité que les triamines pour former I’hexaamine, mais leur synthése est plus

compliquée a mettre en place que la simple protection du diéthylénetriamine.
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4.4.3. HA-2,2-PIPO
Synthese
Une fois la téte de pont hexaamine obtenue, la synthése du ligand HA-2,2-PIPO consiste

au couplage de quatre groupes PIPO porteurs d’une fonction acide carboxylique, suivie de la
déprotection des acides hydroxamiques benzylés (Schéma 39).

N N
4 oH HN/\/ V\NH
e,
EDC HOBt
N o + HQN/\/N\/\N/\/NHZ
) DIPEA, THF, DCM
o) NH» o
Bn” 52 %
[S1-(5)
n Bn
Ha | MeOH 27)
Pd/C | quant.
N N
(iAN o $N£@

(28)
Schéma 39 : Synthése du chélateur [R,R,R,R]-HA-2,2-PIPO (28).

Le couplage pour former les liaisons peptidiques a été réalisé dans les mémes conditions
que celles décrites pour les ligands précédents, c’est a dire en présence d’EDC et d’HOBt en
milieu basique dans un mélange THF/dichlorométhane. Le rendement de seulement 52 %
s’explique par la formation de quatre liaisons peptidiques. La déprotection des acides

hydroxamiques est réalisée quantitativement par hydrogénation catalysée par Pd/C pour obtenir
le ligand [R,R,R,R]-HA-2,2-PIPO (28).

Propriétés physico-chimiques
- Propriétés optiques

Seul un énantiomere de ce ligand a été synthétisé, le [R,R,R,R]-HA-2,2-PIPO (28). Seuls

les propriétés optiques de cet énantiomere seront présentées.
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n Bn
[RR R R]-HA-2,2-PIPO:
(oo™ = + 14,9°

Figure 119 : Pouvoir rotatoire [a.]p de [R,R,R,R]-HA-2,2-PIPO (28).

[S]-(5) : [a]p?0°C = — 72.1°

Comme nous I’avons décrit dans le chapitre I1I pour les ligands modéles porteur d’une
fonction amide, le greffage des PIPO par couplage peptidique s’accompagne d’un changement
de configuration absolue de I’atome C-3 et d’une inversion du signe du pouvoir rotatoire. La
chiralit¢ de la molécule est également révélée par 1’existence d’un spectre de dichroisme
circulaire ¢électronique dont I’amplitude et la position des bandes d’absorption (220 et 235 nm)
dépendent a la fois du solvant et du pH. En milieu basique (pH = 12), I’intensité de 1’absorption
augmente tandis que les bandes subissent un effet bathochrome avec I’apparition de deux

extremats a 215 et 260 nm.

18
12 — MeOH
~ 7 —H,0
IE 6—\\ ----KOH0.01 M
[&] \
o 07 /
4 N\ 1
124
'18 T T T 1
210 235 260 285 310

A(nm)

Figure 120 : Spectre de dichroisme circulaire du ligand (+)-[R,R,R,R]-HA-2,2-PIPO.

- Etude par spectroscopie RMN 'H et 3C

La caractérisation par spectroscopiecRMN et I’attribution des signaux pour la molécule
cible HA-2,2-PIPO sont trés importantes pour valider la pureté de ce ligand. L’attribution des
signaux protons est aisée, tout du moins pour les groupements PIPO de HA-2,2-PIPO, car ils
présentent la méme signature spectrale que celle du ligand modele PIPOMAH. La partie
centrale de la téte de pont est identifiable car elle ne posséde que quatre protons qui résonnent
sous la forme d’un singulet a 3,4 ppm. En utilisant le diagramme de corrélation 'H-'"H COSY

et 'H->C HSQC et les attributions de PIPOMAH, nous avons pu identifier la majeure partie
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des signaux du spectre RMN 3C. Une ambiguité subsite pour les protons portés par les atomes
de carbones C-9 et C-10 qui résonnent a 3,6 ppm (8H) et 3,2 ppm (8H). En utilisant le
diagramme de corrélation '"H-'*C HMBC, nous observons une corrélation entre le signal C-8 et
celui a 3,6 ppm et aucune avec le signale a 3,2 ppm. Ceci permet d’attribuer sans ambiguité les
deux signaux, correspondants respectivement au carbones C-9 (3,2 ppm) et C-10 (3,6 ppm). Il
est a noter que les protons méthyléniques 9 couplent avec le proton NH de I’amide en 3J, ce qui
conduit 2 un multiplet plus complexe que le triplet di aux protons H-10. Une fois cette
ambiguité levée, nous avons pu assigner tous les signaux des spectres RMN de la molécule HA-
2,2-PIPO.

190f0_292.10.fid o089 <2959 QDRSO MDD
C6D6 0000 SOOmonmonmnnnnonn o

RN R R RN RN RN RN RN IR RN RN NRNENPNPNIPNPNPNIPNIPN ek e e S s s

J S

[ e A Hﬁ WWW I
414 4‘.3 4‘.2 4‘.1 410 319 318 3‘.7 316 3‘.5 314 313 3‘.2 3‘.1 310 219 218 f12‘.(7 2}6 215 2.‘4 2,3 2‘.2 2.1 2.0 1.‘9 1.8 1}7 1.‘6 1.‘5 1.‘4 1.‘3 1,‘2 1‘.1 ’I.‘O
ppm
Figure 121 : Spectre RMN 'H de HA-2,2-PIPO (500 MHz, D>O avec un insert de C¢Ds en
référence).
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Figure 122 : Spectre RMN "C de HA-2,2-PIPO (126 MHz, D,O avec un insert de CsDs en référence).
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Figure 123 : Diagramme de corrélation "H-"H COSY de HA-2,2-PIPO (500 MHz, DO avec insert
CeDe).
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Figure 124 : Diagramme de corrélation 'H-">C HSQC de HA-2,2-PIPO (500 et 126 MHz, D,0 avec
insert C¢Dg).
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Figure 125 : Diagramme de corrélation 'H-">C HMBC de HA-2,2-PIPO (500 et 126 MHz, D,O avec
insert CsDg).
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- Complexation par des métaux tétravalents

Suivant le protocole décrit pour la complexation de DFO-PIPO, des complexes de
cérium(IV), d’hafnium(IV) et de zirconium(IV) ont été préparés dans le méthanol par
transchélation avec des complexes d’acétylacétonate des différents métaux. Finalement, le
solvant et I’acétylacétone libérée ont été évaporés sous vides pour obtenir les complexes purs
(Schéma 40).

N/_\
(@)
HN/\/N N\/\NH //FNH HN/\\
(ig MeOH O O
(i& )’Ij M {Zr, Hf ou Ce} %/ = - \5
N\o_,,—"' \\\‘O/N

Schéma 40 : Complexation de HA-2,2-PIPO.

Dans un premier temps, le ligand libre HA-2,2-PIPO a été analysé par spectrométrie de
masse haute résolution en mode électrospray. L’analyse montre la présence d’un seul pic a un
m/z de 851,4617, correspondant a I’ion [L-H]™ de formule [C3sHs3N10O12]” & m/z calculé de
851,4632. Les spectres du complexe [Zr(HA-2,2-PIPO)], sont présentés a la Figure 126 et
Figure 127.
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Figure 126 : Spectre de masse HR-ESI-MS de [Zr(HA-2,2-PIPO)] (MeOH).
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Sur ce spectre de masse, ’amas isotopique majoritaire correspond au complexe
mononucléaire de Zr*". La position et I’intensité respective des signaux de cet amas isotopique
correspondent a celles attendues. Aucune trace de ligand libre n’a été détectée. Dans des
conditions diluées, seul le complexe ZrL se forme. Cependant, nous avons réalisé des analyses
sur des échantillons plus concentrés qui ont mis en évidence [’existence de complexes
dinucléaire Zrrlo. Le spectre suivant (Figure 127) correspond a une analyse faite sur un

échantillon de complexe ayant subi apres une concentration in vacuo rapide.
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Figure 127 : Spectre de masse HR-ESI-MS de [Zr(HA-2,2PIPO)] (MeOH).

Dans ces conditions, ’espéce majoritaire est un complexe dinucléaire ZrLo
dicationique (Figure 127). Etant donné la charge +2 de ce complexe, la valeur de m/z reste
identique a celle observée pour le complexe ZrL. Ces deux complexes se différencient grace a
leur massif isotopique. En effet, celui de I’espéce [Zr2Lo+2H]*" posséde une incrémentation de
0,5 unité de masse entre chaque signal, alors que cet incrément est de 1 pour [ZrL+H]". Le fait
que le massif isotopique calculé ne corresponde pas exactement en intensité a I’amas isotopique
expérimentale, montre qu’il existe dans ces conditions un mélange d’espéces mono- et
dinucléaires. Ces analyses par spectrométrie de masse montrent que des espéces différentes
peuvent étre formées en fonction de la concentration du milieu et révelent I’existence d’un
S Znlb).

Ces analyses semblent montrer qu’un ligand plus flexible possédant une chaine

équilibre entre les complexes (2[ZrL]

carbonée centrale plus longue devrait favoriser la formation du complexe ZrL. uniquement.

C’est pourquoi nous avons synthétisé le ligand HA-2,3-PIPO.
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4.4.3 HA-2,3-PIPO

Synthese

La synthése de ce ligand est identique a celle décrite pour HA-2,2-PIPO et repose sur le
couplage de quatre groupes PIPO(Bn)COOH sur la téte de pont hexaamine HA-2,3.

N N
; OH HN/\/ ~"NH
"0
(f . HoaN Sy S NHe _EDC, HOBt (ﬁ )j;j
N0 HzN\) K/NHz DIPEA THF, DCM
Bn,O 24 %
[R]-(5) (24)
Bn Bn/ (29)
Ha, | MeOH
Pd/C | quant.
N
O}N ; ww%
OH (30)

Schéma 41 : Synthése du chélateur [S,S,S,S]-HA-2,3-PIPO (30).

Bien que le couplage ait été réalisé dans les mémes conditions que celles employés pour
préparer le ligand HA-2,2-PIPO, le rendement fut deux fois moins important (24 %). Cette
synthése n’a été toutefois pas été¢ optimisée puisqu’elle n’a été réalisée qu’a une seule reprise.
Le rendement faible obtenu pourra sans aucun doute étre amélioré lors de synthéses ultérieures

de ce ligand.

Complexation par des métaux tétravalents

Comme précédemment, les complexes de zirconium(IV) et thorium(I'V) formés ont été
caractérisés par spectrométric de masse haute résolution en mode électrospray. La
complexation a été effectuée en présence de chlorure de zirconium(IV) en quantité
steechiométrique par rapport au ligand dissous dans I’eau (C = 2,5 x 107> mol.L™"). Le pH de

cette solution a été mesuré a 4,9 et un échantillon a été prélevé pour la spectrométrie de masse.
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Figure 128 : Spectre de masse HR-ESI-MS de [Zr(HA-2,3PIPO)] (H-0, pH = 4,9).
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La seule espéce observée est le complexe mononucléaire dont I’amas isotopique
correspond a celui calculé avec la formule brute [C3oHs2N19O12Zr+H]". Pourtant, ce massif
isotopique révele également la présence de signaux a intervalle régulier entre les signaux de
charge z=1, qui correspondent a des traces de complexe [ZrL>+2H]?*", bien que le complexe
[ZrL+H]" soit largement majoritaire. Nous avons alors étudié I’influence du pH sur ce systéme
pour vérifier le domaine de stabilité de 1’espéce mononucléaire. Le pH de la solution de
complexe a alors été fixé a 2 par ajout d’une solution de HCI et a 9 pour par ajout d’une solution

de KOH. Ces deux solutions ont été analysées par spectroscopie de masse (Figure 129).

g
o g 8 §E § - o
- ©o = < o [\ [v]
538188, L
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[Zr(HA-2,3PIPO)]| pH = 2,2 [Zr(HA-2,3PIPO)]| pH = 4,9 [Zr(HA-2,3PIPO)]| pH = 9.2

Figure 129 : Massifs isotopiques de [Zr(HA-2,3PIPO)] en fonction du pH.

Bien que le complexe [ZrL+H]" soit dans tous les cas majoritaires, les massifs isotopiques des
trois solutions révelent, en milieu acide ou basique, une proportion plus importante de

complexes dinucléaire [Zr:L,+2H]*" voire trinucléaire [Zr;L3+3H]3".
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Pour la complexation au thorium, nous avons utilis€¢ du nitrate de thorium en quantité
stoechiométrique par rapport au ligand dissous dans I’eau. Le pH de cette solution mere a été
mesuré a 4,5. A partir de celle-ci deux solution ont été préparés : une a pH 2,2 en acidifiant le
milieu par HNO; et la seconde a pH 10 en utilisant une solution de KOH. Les trois solutions

ont été analysées par spectroscopie de masse.
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Figure 130 : Spectre de masse HR-ESI-MS de [Th(HA-2,3-PIPO)] (H,O, pH = 4.,5).
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Selon le spectre de la solution a pH 4,5, la seule espece observable est le complexe
[Th(HA-2,3-PIPO)] une ou deux fois protonée. Les massifs isotopiques de [ML+H]" et de
[ML+2H]** correspondent parfaitement aux amas théoriques et aucun complexe dinucléaire
dicationique n’a été observé. Les spectres enregistrés pour les solutions acide et basique
donnent des résultats similaires. Ce ligand HA-2,3-PIPO semble donc étre un excellent

chélateurs de métaux tétravalents comme Zr*" et Th*".

En résumé, nous avons synthétisé deux nouveaux ligands tetrahydroxamate
extrémement pertinents et prometteurs pour la complexation d’actinides tétravalents. Ces
ligands ne possedent pas de fonction d’accroche qui nous permettrait de les coupler avec une
résine ou une autre molécule active. Cette modification structurale fait I’objet du paragraphe

suivant.
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4.5 Ligand tétrahydroxamique greffable : HA-2,3B-PIPO

4.5.1. Cible envisagée

La structure du ligand cible est basée sur celle du HA-2,3-PIPO qui a montré les
meilleurs résultats de complexation de Zr*" et Th*". De plus, la présence d’une fonction de
greffage sur le carbone central de la té€te de pont hexa-amines ne devrait pas modifier

sensiblement les propriétés de complexation de la molécule.

ZT

/ZI

HN/\/N N\/\NH

o T T e
f“ﬁ tm o L
HA-2,3BPIPO HA-2,3B

Schéma 42 : Structures des molécules cibles HA-2,3B-PIPO et HA-2,3B.

Il n’est pas possible de faire réagir le ligand HA-2,3-PIPO. Le schéma de synthése a
donc été entierement modifié afin de synthétiser une nouvelle téte de pont hexaamine branchée
appelée HA-2,3B. Celle-ci doit posséder un fonction amine protégée en position terminale et
un espaceur suffisamment long pour que le greffage ne soit pas perturbé par I’encombrement
stérique du ligand. Contrairement a des exemples de la littérature,!'>’l nous avons écarté
I’utilisation d’un bras d’ancrage aromatique afin de ne pas augmenter I’hydrophobie du ligand
final. Il est nécessaire que la fonction de greffage soit une amine afin de mettre a profit les
méthodes d’immobilisation sur résine développées avec la DFO. Le groupement protecteur de
cette amine terminale doit étre suffisamment stable pour ne pas étre éliminé lors des étapes
intermédiaires de synthése et étre ¢liminé dans des conditions différentes des benzyles qui
protégent les fonctions hydroxamate des PIPO afin d’avoir un réel controle du greffage et de la

complexation de la molécule.
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4.5.2. Synthese de HA-2,3B

De nombreuses tentatives infructueuses ont été réalisées avant de pouvoir obtenir la
molécule souhaitée. Dans cette partie nous allons décrire la majorité de ces tentatives en
expliquant les problémes rencontrés. Pour plus de clarté, ces tentatives seront présentées en

fonction des précurseurs commerciaux utilisés.

Malonate de diéthyle

Le premier chemin de synthése imaginé pour préparer HA-2,3B (Schéma 43),
commengait par une substitution nucléophile du 4-bromobutyronitrile sur le malonate de
diéthyle, suivie d’une réduction conduisant a une amine diol.['*”1 Aprés protection de I’amine
terminale et activation des fonctions alcool sous forme de mésylates, ces derniers sont
substitués par I’amine secondaire d’une triamineBoc, comme pour la synthése de HA-2,3
(Schéma 38). Finalement, aprés déprotection, 1’hexaamine HA-2,3B protégée par un groupe

Cbz sur la fonction d’encrage aurait di étre obtenu.

-
N B Subtltutlon

.Cbz
- N
Protection TriamineBoc H
+ nucléophile L Reductlon et mesylat|on et déprotection
HoN_ -~

N N/\/NHZ

SN S

Schéma 43 : Plan de synthése de HA-2,3B envisagé a partir du malonate de diéthyle.

Le premier probléme rencontré concerne 1’étape de réduction. Nous n’avons en effet
pas trouvé de conditions optimales pour réduire a la fois les esters et le nitrile sans dégrader la
molécule. Nous avons modifié cette voie de synthése en faisant réagir la 3-bromopropylamine,

préalablement protégée, sur le malonate (Schéma 44).

/’iB;\ CbzCLNaOH ()
N N
HoN Br DCM, H,0 H Br
quant.

Schéma 44 : Synthése du N-Cbz-3-bromo-propylamine.

La substitution nucléophile opére en milieu basique dans le THF (Schéma 45). La

molécule obtenue a été réduite par du LiBH4 pour donner le diol correspondant.
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Cbz\N/\/\Br L O O J Cb:'\N
. NaH Oki‘\ﬁo LiBH,
—_— —_—
THF THF
L o Q J 70 % ’T‘E 53 % OH
z

Schéma 45 : Synthése du 2-(N-Cbz-aminopropyle)-1,3-propanediol.

Aprées transformation des fonctions alcool en groupe partant sous 1’action du chlorure
de mésyle, le diol activé a été mis au contact de la di¢thylénetriamine protégée par deux Boc

(25) dans I’acétonitrile en présence de carbonate de potassium.

(25)
N .B
H H Cbz H (\H ocC
CbZ‘ CbZ\ BOC/N\/\N/\/N\BOC N\/\ _Boc
HN Mscl  HN H N
— >\ e > N
NEt3’ DCM K2CO3, MeCN J/ j
OH 4% OMs 0% HN~ HN
OH OMs éOC éOC

Schéma 46 : Tentative de synthése de HA-2,3B(Boc, Cbz).

Malgré un chauffage a reflux pendant 3 jours, aucun produit de couplage n’a été
observé. Nous avons donc choisi d’utiliser le triflate comme agent d’activation puisqu’il est un

meilleur groupe partant que le mésylate (Schéma 47).

(25)
o H H Cbz\H (\H,Boc
Z, Cbz NN
HN THO  HN Boc N Boc N\/\H'BOC
—_—» | temeeeeeeeeeeeeeeee---- E N
Lutidine DCM DCM J/ ]
OH ot HN" HN
OH ot éOC éOC
N
“Cbz
,Boc
N
Boc’N\ /N\/\H

Schéma 47 : Tentative de synthése de HA-2,3B-(Boc, Cbz).

La réaction a été réalisé en « one pot ». Dés que les triflates sont formés, sous 1’action
d’anhydride triflique, ils ont été mis au contact de la triamineBoc (25). Une réaction a eu lieu
mais le produit formé résultait d’une cyclisation intramoléculaire. En effet, dés qu’un triflate a
réagi avec ’amine centrale de la triamine, I’autre triflate a réagi sur une amine terminal

protégée, pour former majoritairement un diazamacrocycle. Aucune trace du produit désiré n’a
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¢été observé. La voie de synthése utilisant le malonate comme précurseur synthétique a donc été

abandonnée.
Acide 3-bromo-2-(bromométhyl)propionique
25
¥ * y oK §
Oy_OH o N N Boc” NN goc T Coz
;/H 2\/\/ “Cbz H
N N
. HN/\/ \/\NH
Br Br

BOC
Schéma 48 : Plan de synthése de HA-2,3B envisagé a partir de ’acide 3-br0mo-(2-

bromométhyl)propionique.

A TI’image de la synthése de HA-2,3, nous avions envisagé d’utiliser un dérivé
dihalogéné, la fonction acide carboxylique additionnelle permettant alors le greffage par
couplage peptidique. Nous avons choisi comme précurseur 1’acide 3-bromo-(2-
bromométhyl)propionique. L’acide carboxylique doit réagir en premier car dans les conditions
basiques utilisées pour la substitution nucléophile, I’acide est sous sa forme carboxylate et
conduirait a la formation d’un polymeére par couplage intermoléculaire. Nous avons donc
synthétisé au préalable une chaine diamine mono protégée par un Cbz pour la faire réagir sur

notre précurseur dihalogéné (Schéma 49).

CbzCl
HN "ONH, — > HZN/\/\N
DIPEA, DCM

.Cbz

Schéma 49 : Synthése du diaminopropane monoprotégée par un Cbz.

La diamine monoprotégée a été mis avec contact du chlorure d’acide préalablement

formé, pour donner I’amide correspondant (Schéma 50).

H H
H .Cbz
080 0s_Cl HN"T>>"N O NNy, o N
SOCl, H
- = _— - >
DCM DIPEA, THF
Br Br 90% Br Br Br Br

Schéma 50 : Greffage du bras d’ancrage sur 1’acide 3-bromo-(2-bromométhyl)propionique.

L’amide a bien été formé mais il subit une réaction de cyclisation intramoléculaire pour
former un diazamacrocycle, malgré la faible réactivité de 1’azote du carbamate. Cet échec et

cette réactivité inattendue nous ont contraint & modifier le schéma réactionnel et nous avons
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alors décidé de protéger la fonction aide carboxylique sous la forme d’ester méthylique
(Schéma 51).

(25)
H H (ONG Oy
Oy_OH 0. _O_  Boc” > "N""Boc
,S0, ;/H H
— e > ~_-N N _~
MeOH KoCO3 MeCN HIN ] [ NH
Br Br 91 % Br Br Boc HN NH Boc
Boc Boc
Oy O
K\l\/\ Boc
NH
Boc—N N_/_
e

Schéma 51 : Tentative de synthése de HA-2,3B-(Boc).

Une fois de plus, la réactivité du précurseur dibromé a conduit & une rection de
cyclisation non désirée. Apres la premicre substitution nucléophile entre I’ester et une
diéthylénetriamineBoc (25), I’atome de carbone qui porte le brome subit I’attaque nucléophile
de I’atome d’azote terminal du carbamate pour donner une espéce cyclique comme produit
majoritaire. Afin d’éviter cette réaction parasite, nous avons envisagé de synthétiser de
nouveaux bras amines protégées dont les atomes d’azote terminaux ne porteraient aucun

hydrogéne, évitant ainsi une substitution nucléophile intramoléculaire (Schéma 52).

O
(31) (32)

NaNj H
H2N\/\N/\/NH2 |/\/ \/\C| 4>H20 NS/\/N\/\N3
H T AcOH \/\N/\/ 95 %

24 %

Schéma 52 : Synthéses du 2-phtalate-N—(Z-phtalatéthyl)éthanamine (31) et 2-azido-N-(2-azidoéthyl)
éthanamine (32).

La protection des amines par des phtalimides nous sembla étre une approche
intéressante car ils peuvent étre éliminés en fin de synthése en milieu acide ou avec de
I’hydrazine. Le dérivé diazoture 2-azido-N-(2-azidoéthyl) éthanamine est également intéressant
car les amines masquées par les azotures peuvent étre générées par hydrogénation sur Pd/C.
Ces deux chaines amine ont été¢ mise au contact de 1’ester dibromé dans les mémes conditions

pour donner le méme résultat (Schéma 53).
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Schéma 53 : Tentative de synthése de HA-2,3B.

Aprés la premiére substitution nucléophile, le dérivé monobromé intermédiaire s’est
déprotoné au niveau de 1’atome de carbone porteur de la fonction ester ce qui conduisit a la
formation quantitative d’une fonction acrylate. L’utilisation d’une base plus forte telle que le
n-BuLi pour essayer de faire réagir la deuxiéme chaine amine avec 1’alcéne n’a donné aucun
résultat.

Face a ces échecs pour synthétiser 1’hexaamine HA-2,3B par la « voie triamine », nous
avons envisagé de la synthétiser par la « voie aziridine ». Le plan de synthése envisagé est décrit
sur le Schéma 54. La premicre étape consista a substituer les atomes de brome par des fonctions

azoture, puis a introduire la chaine d’ancrage sur la fonction acide carboxylique.

H H H H
OO OH Liaison 0 N\/\/N‘Boc 0 N\/\/N\Boc
;/H Azidation Saponmcahon g\/\ peptldlque gy\ Hydrogénation
—_—
Br Br N3 N3 N3 N3 NH, NH,

j Az-Cbz (17)

H H
N N

0 “Boc

~ N

N N
HN™ ] ~"NH
Cbz Cbz
Cbz Cbz

Schéma 54 : Plan de synthése de HA-2,3B avec ’acide 3-bromo-(2-bromométhyl)propionique et 1’ Az-
Cbz.

L’utilisation de I’Az-Ts n’est pas envisageable car les conditions de déprotection des
tosyles sont trop drastiques et conduiraient a I’hydrolyse de la fonction amide. Nous avons donc
utilisé I’aziridine protégé par un groupe Cbz, ce dernier étant déprotégé par hydrolyse. Le bras
d’ancrage a été monoprotégé par un Boc afin de pouvoir 1’éliminer dans des conditions

différentes (TFA) de celles employées pour les groupes protecteurs Cbz.
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Boc,O

HN SNONH, o NN B
CHClj4 H
73 % (33)

Schéma 55 : Synthése du diaminopropane monoprotégé par un Boc (33).

Nous sommes parvenus avec difficulté a la derniére étape de cette synthése du HA-
2,3B, en observant presque a chaque étape la dégradation partiel des composés obtenues et/ou
des rendements anormalement faibles. Ces mauvais résultats ont été attribués aux
réarrangements possibles en alcéne comme observé précédemment. Nous avons repris le méme
schéma de synthése mais en mettant en jeu un précurseur de départ plus stable et susceptible de

ne pas subir de réarrangement conduisant a des composés indésirables.
Acide 3-hydroxy-(2-hydroxyméthyl)-2-méthylpropionique

Le précurseur choisie est présenté a la Figure 131. Le groupe

0.0
méthyle présent sur 1’atome de carbone central est un atout >

majeur par rapport au dérivé dibromé mis en jeu
OH OH
Figure 131 : Acide 3-hydroxy-

(2-hydroxyméthyle)-2-
dibromé de cette molécule n’étant pas commercial, métylpropanoique.

précédemment, car la quaternisation empéche Ia

déprotonation et la formation d’une fonction alcéne. Le dérivé

I’activation des deux fonctions alcool est nécessaire.

O_OH Ox O Oy O Ox O
H,SO, MsCI, NEt, NaNg, Bu,NI
—_— JE— R — .

OH OH 97% OH OH 97%  OMs OMs 66 % Ny Ng

(34) (35) (36)
Schéma 56 : Synthése du diazoture (36).

Comme précédemment, la premicre réaction consiste a estérifier par un groupement
méthyle la fonction acide carboxylique. Les fonctions alcool du diol (34) sont activées en
groupes partants sous 1’action de chlorure de mésyle en conditions basiques dans le DCM. Le
diazoture (36) est alors formé a partir du dimésylate (35) en présence d’azoture de sodium et
d’iodure de tétra-n-butylammonium en quantité catalytique. Ce dernier sert a remplacer in situ
les mésylates par des iodures, meilleurs groupes partants, afin de favoriser la substitution
nucléophile. Les azotures ne sont pas réduits a ce stade en amine. Il est en effet impératif

d’introduire dans un premier temps le bras d’ancrage par couplage peptidique (Schéma 57).
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(33)
H2N/\/\N Boc H IT%oc
Os__OH \/\/NH N._~_NH
NaOH EDC HOBt, DIPEA Pd/C, H2
MeOH H,O MeOH
N3 quant. N; N 90 % quant. NHy NH,
(36) (37) (38) (39)

Schéma 57 : Synthése de la diamine greffable (39).

Le diazoture ester (36) a été saponifi¢ pour donner quantitativement I’acide
carboxylique (37). La deuxiéme étape consista a effectuer le couplage peptidique en faisant
réagir (37) avec I’amine primaire du diaminopropane monoprotégé (33). Les agents de couplage
utilisés sont I’EDC et le HOBt en milieu basique dans le THF. Dans ces conditions, le
rendement apres purification fut de 90 %. Une fois le bras d’ancrage introduit, les azotures ont
été réduits en amines par hydrogénation catalysée par le palladium sur charbon, pour obtenir
quantitativement la diamine (39). Sous 1’action de 1’Az-Cbz (17), I’hexaamine branchée HA-

2,3B (40) protégée par un Boc et quatre Cbz a été obtenue (Schéma 58).

H H
(@] N e N. H H
Boc O.__N N.
H Boc Cbz ~">"Boc

O N._~_NH I

/\ HN/\/N N\/\NH Pd/C, H, N

' N
t4> ] [ —— > H.N N ~ NH,

NH, NH, BuOH Cbz Cbz MeOH

7% Cbz Cbz quant. HeN NH;

(39) (40) HA-2,3B(Boc) (41)

Schéma 58 : Synthése de I’hexaamine greffable HA-2,3B(Boc) (41).

L’ouverture de I’aziridine et 1’ancrage de chaines éthyléneamine opére dans les mémes
conditions que celles décrites pour la synthése de HA-2,2, a savoir dans le tert-butanol a 50
°C. Ces conditions permettaient d’avoir une bonne conversion sur 1’éthylénediamine (Schéma
33), mais le rendement ne fut que de 7 % au départ de la diamine (39). En effet, la conversion
n’est pas totale et la majorité des molécules arrétent de réagir aprés 1’ajout de trois aziridines.
L’hexaamine et la pentaamine majoritaire sont proches, ce qui rend la purification
chromatographique compliquée. A ce jour, cette étape est fortement limitante pour préparer
I’hexaamine HA-2,3B en quantité pondérale et devra é&tre optimisée. Finalement, les
groupements protecteurs Cbz de 1’hexaamine (40) ont été retirés par hydrogénation catalysée

par du palladium sur charbon, pour obtenir quantitativement le composé HA-2,3B(Boc) (41).
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4.5.3 HA-2,3B-PIPO

Synthese

La synthése de HA-2,3B-PIPO a été effectuée dans les mémes conditions que les deux
ligands tétrahydroxamiques HA-2,2-PIPO (28) et HA-2,3-PIPO (30).

ow_N N
~ N \BOC
H H @2)
L m\/\/’\l e N/\/N N\/\NH
(6]
g o HzN/\/ [ ~" NH, DIPEA, THF, DCM (ﬁ )j/\/j

Bn’ 24 %
[S1-(5) (41) Bn
Pd/C, H,
MeoH  duant
0N §
N NS Boc
(43)
N
HNT > N ~ NH_

Schéma 59 : Synthése de [R,R,R,R]-HA-2,3B-PIPO.

Le rendement de formation des quatre liaisons peptidiques est le méme que celui
observé pour HA-2,3-PIPO. Ce rendement assez faible peut s’expliquer par 1’encombrement
stérique important de la molécule. La conversion non compléte rend la purification par

chromatographie délicate.
Propriétés physico-chimiques
- Etude RMN 'H et 13C
La molécule cible finale ainsi obtenue, elle a été caractérisée par spectroscopie RMN

mono- et bidimensionnelle afin de valider sa pureté, son identité en attribuant chaque signal.

En mettant a profit les données spectroscopiques déja recueillies pour les précédents ligands
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tétraPIPO, la majorité des signaux (C-2 a C-10) ont été clairement attribués (Figure 133). Pour
I’attribution des signaux du bras d’ancrage (C-15 a C-17), le diagramme de corrélation 2D
COSY nous a permis d’identifier la position de C-16 car ce signal est corrélé aux deux autres
signaux. La levée de I’ambiguité entre les signaux C-15 et C-17 a été possible par comparaison
avec le spectre RMN du diaminopropane monoBoc avant greffage. Cette attribution a été
confirmée par le diagramme de correlation 'H-'*C HMBC qui révéle la proximité des atome
C-14 et C-15 (Figure 137). L’atome de carbone quaternaire C-14 (carboxyle d’un amide)
résonne a 178,8 ppm, sa position a été déterminée par déduction puisque les signaux de C-2, C-
8 et celui du Boc sont clairement identifiables. A ce stade, tous les signaux du spectre 'H ont
été attribués, hormis ceux situés a 2,5 et 2,95 ppm. L’observation du diagramme de corrélation
2D HSQC révele que les deux signaux correspondent a deux atomes d’hydrogene portés par le
méme carbone. Le diagramme de corrélation 2D HMBC indique que les seuls voisins de cet
atome de carbone sont C-10 et C-14 (carboxyle). Ces deux signaux ont donc été attribués sans
ambiguité aux protons portés par ’atome C-11. La diastéréotopie des protons H-11a et H-11b
s’explique par leur environnement différent, comme 1’illustre la projection Newman selon 1’axe

de la liaison C-11-C-12.

NHR
cO

H,C CHa

| NR
R 2

Figure 132 : Projection de Newman de HA-2,3B-PIPO (43) selon I’axe de la liaison C-11-C-12.
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Figure 133 : Spectre RMN "H de HA-2,3B-PIPO (500 MHz, DO avec un insert de CsDs en
référence).
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Figure 134 : Spectre RMN "C de HA-2,3B-PIPO (126 MHz, D,O avec un insert de CsDs en
référence).
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Figure 135 : Diagramme de corrélation '"H-"H COSY de HA-2,3B-PIPO (500 MHz, D,O avec insert

CsDs).
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Figure 136 : Diagramme de corrélation "H-">C HSQC de HA-2,3B-PIPO (500 et 126 MHz, D,O avec
insert CéDé).
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Figure 137 : Diagramme de corrélation 'H-">C HMBC de HA-2,3BPIPO (500 et 126 MHz, D,O avec
insert CéDé).

- Complexation
Le ligand libre HA-2,3B-PIPO a été analys¢ par spectrométrie de masse haute résolution

en mode électrospray. Un pic a m/z 1103.6069 est observé, qui correspond a 1’adduit [L+Na]".

En effet, la valeur de m/z calculée pour le fragment [Ca9HgaN12015Na]" est égale a 1103.6071.
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Figure 138 : Spectre de masse HR-ESI-MS de HA-2,3B-PIPO (MeOH).

Malheureusement, la complexation de ce ligand greffable n’a pu étre réalisée. Dans le
cadre de la poursuite du projet ANR Pluton, ce ligand sera synthétisé a plus grande échelle et
ses propriétés de complexation seront étudiées ultérieurement pour 1’élaboration de capteur
DGT sélectif aux métaux tétravalents ou pour des applications en imagerie médicale. Un
échantillon de ce ligand a été envoyé au Dr J.C.Chambron (Université de Strasbourg,
UMR7177) et au Dr A.Ouadi (Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien de Strasbourg,
UMR7178), partenaires du projet ZRpNET financé par le CNRS. Ils ont couplé le ligand a un
anticorps monoclonal, le ramucirumab. Ce bioconjugué a été radiométallé par de I’oxalate de
zirconium-89 en vue d’aquerir les premicres images TEP de souris porteuse d’une tumeur

neuroendocrine du pancréas. L’analyse des images est en cours.
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Conclusion générale

Le but principal de mon sujet de thése était est de développer une nouvelle méthode
d’échantillonnage in situ de cation tétravalents tel que le plutonium. De par sa capacité de
préconcentration et a sa praticité de mise en ceuvre sur le terrain, c’est la technique de captation
passive DGT qui fut choisie. Le fonctionnement de ces dispositifs repose sur leur cceur : le gel
chélateur, constitu¢ de ligands spécifiques a 1’analyte ciblé, greffés sur une résine, elle-méme
emprisonnée dans un hydrogel. De 13, se dessine les deux grands axes de ces travaux de thése :
d’une part développer une méthodologie de greffage de ligands sur résine et d’autre part,

concevoir de nouveaux ligands octadentes de haute affinité vis-a-vis des actinides tétravalents.

Afin de mettre au point une méthode de greffage fiable de ligands sur résine, nous avons
choisi la dans un premier temps la DFO. Cette molécule est un sidérophore, c’est-a-dire un
ligand naturel de I’ion ferrique. La DFO est particuliérement intéressante car malgré le fait
qu’elle ne porte que trois groupements chélateurs acide hydroxamique, elle posséde une
excellente affinité avec les actinides tétravalents (Th*" et Pu*") ainsi qu’avec I’ion uranyle. De
plus, elle possede une amine qui n’intervient pas dans le schéma de coordination de cations
métalliques et constitue de ce fait le point d’ancrage de choix de la molécule.

Deux résines organiques commerciales ont été sélectionnées afin d’explorer deux voies
de greffage différentes. La premiére résine, la CM Sephadex C25® est un polysaccharide
carboxymethylé. Le greffage a été réalisé par formation d’une liaison peptidique entre I’amine
terminale de la DFO et une fonction acide carboxylique pendante de la résine. La réaction a
lieu en milieu basique (DIPEA) sous I’action des agents de couplage EDC et HOBt. La seconde
résine, la Purolite époxy® est un polyméthacrylate fonctionnalisé par des groupes époxy
pendants. Le greffage a été effectué par I’ouverture des cycles époxy en milieu basique
(DIPEA). Avant de produire ces deux résines modifiées a 1’échelle de plusieurs dizaines de
grammes, de nombreux tests a plus petite échelle ont été réalisés afin de trouver les conditions
optimales de réaction. La caractérisation détaillée des résines modifiées a mis en ceuvre
I’analyse ¢lémentaire C,H,N, la spectroscopie d’émission atomique a plasma a couplage
inductif (ICP-AES) pour le dosage du fer piégé par la résine, la microscopie €lectronique a
balayage (MEB), la spectroscopie infra-rouge, 1’analyse thermogravimétrique (ATG), et la
microscopie biphotonique. Des études de cinétique et de coordination du zirconium(IV),

¢lément fantome du plutonium(IV), ont été réalisées en partenariat avec le groupe du Pr. R.
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Biesuz a 'université de Pavie. Les résultats suggérent un comportement similaire de la DFO
immobilisée et libre en solution vis-a-vis de la chélation de I’ion Zr**.

Les premiers dispositifs DGT issus de nos travaux ont été assemblés a partir de la résine
Sephadex-DFO. En raisons de la dangerosité et de ’acces trés limité du plutonium, ces
dispositifs DGT ont été validés pour la quantification de 1’uranium(VI) au laboratoire, en
utilisant des eaux minérales et de 1’eau de mer synthétique dopées. Une campagne de terrain
dans la riviere (Euf (affluent de I’Essonne) a permis de comparer les performances des DGT
Sephadex-DFO a celles de dispositifs commerciaux préconisés pour 1’uranyle. Les résultats
sont trés encourageants, bien meilleurs que ceux obtenus avec des dispositif DGT équipés de

bTM

résines peu sélectives Chelex® et Metsor et équivalents a ceux obtenus par la résine

commerciale Diphonix®.

Afin de concevoir de nouveaux ligands spécifiques aux actinides tétravalents, cation
oxophiles dures au sens de Pearson, nous nous sommes intéressés a la 1-hydroxypiperidine-2-
one (PIPO), groupement chélateur responsable de I’efficacité de plusieurs sidérophores mixtes,
tel que I’Exochelin MN. Le motif PIPO est un acide hydroxamique cyclique a 6 atomes
préorganisé car bloqué en conformation Z ce qui accroit la stabilité des complexes. En effet, la
majorité des acides hydroxamiques acycliques prédominent en solution aqueuse sous la forme
E, impropre a la chélation, et nécessitent une rotation selon la liaison centrale C—N dont le
surcout énergétique est d’environ 5 kJ.mol ™.

Dans ce contexte, il nous a paru intéressant de synthétiser des groupements PIPO avec
des fonctions d’ancrage acide carboxylique, ainsi que des PIPO amides mod¢les, pour réaliser
les premiers tests de chélation avec du zirconium.

Le bras d’ancrage du groupement PIPO introduit un centre de chiralité. Ainsi, un
mélange statistique de diastéréoisomeéres est escompté pour tous ligand incorporant plusieurs
motifs PIPO, synthétiser a partir du mélange racémique. Pour éviter ce probléme, une
séparation énantiomérique entre les formes R et S du groupement PIPO a été réalisée a 1’aide

d’une colonne d’amylose ChiralpaklA.

Afin de compléter la sphére de coordination d’un actinide tétravalent, typiquement huit
fois coordiné, par un seul ligand celui-ci doit posséder 4 groupements bidentes comme 1’acide
hydroxamique. Avant de concevoir de nouveaux ligands tétrahydroxamiques nous avons

commencé par synthétiser la DFO-PIPO en utilisant un nouveau chemin réactionnel,
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augmentant ainsi le rendement et la répétabilité de cette hémisynthése. A la maniére de la DFO*
et la DFO-HOPO, cette molécule est une DFO prolongée par un quatriéme hydroxamate.

Le premier ligand a quatre sites PIPO synthétisé¢ fut le 3,4,3 LI-PIPO, directement
inspiré du ligand 3,4,3-LI-(1,2-HOPO) décrit par I’équipe de K. N. Raymond. Cette synthése a
permis de bien maitriser le couplage simultané de quatre groupements PIPO sur une plateforme
tétraazotée.

Dans un second temps, nous avons propos¢ la synthése de plateformes azotées ramifiées
de tailles différentes. Ces hexaamines (HA) ont été obtenues par deux chemins de synthése
différents.

A partir des plateformes hexaamines, les deux ligands tétrahydroxamique HA-2,2-PIPO
et HA-2,3-PIPO ont ét¢ obtenus en ajoutant un groupement PIPO sur chaque amine terminale
par création d’une liaison peptidique. Ces deux ligands forment des complexes de zirconium et
de thorium de stoechiométrie 1 :1 selon les études par spectrométric de masse en mode
¢lectrospray.

Les excellents résultats obtenus avec le ligand HA-2,3-PIPO, nous ont incité a
développer la synthése d’un analogue qui posséde une chaine sur 1’atome de carbone centrale
de I’hexaamine permettant I’immobilisation du chélateur a la surface d’un support solide ou sa
bioconjugaison a un vecteur biologique. La synthése de la plateforme hexaamine branché a
donc été totalement repensée afin que la molécule posséde un bras d’ancrage terminé par une
amine protégée. A partir de cette plateforme branchée, isolée aprés de moultes tentatives

infructueuse, le ligand final HA-2,3B-PIPO a été synthétisé.

En résumé, nous avons développé une méthodologie fiable de greffage de ligands sur
résine afin d’assembler des dispositifs DGT innovants et nous avons congu et synthétisé de
nouveaux ligands tétrahydroxamiques destiné a la chélation de cations tétravalents, notamment
des actinides. Les objectifs fixés pour ces travaux de thése ont donc tous été atteints, pourtant
le projet n’est pas terminé. Les travaux se poursuivront par la synthése a plus grande échelle de
HA-2,3-PIPO et de HA-2,3B-PIPO, afin de réaliser des études de coordination complétes. Fort
de I’expérience avec la DFO, le ligand branché pourra étre greffé sur une résine organique pour
assembler de nouveaux dispositifs DGT ciblant le plutonium. Les applications de ces ligands
tétraPIPO en imagerie médicale seront explorées en paralléle dans le cadre du projet ZRpNET
(financé par le CNRS). En effet, HA-2,3B-PIPO est potentiellement un excellent ligand du

zirconium et pourrait &tre utilisé pour 1’imagerie TEP.
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Experimental part

Experimental part

Equipment

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR)

Measurements were performed on:

- RMN 600 MHz Bruker Avance III HD, at 600 MHz (‘H) and 150 MHz ('*C)

- RMN 500 MHz Bruker Avance NEO at 500 MHz ('H) and 125 MHz (3C)

- RMN 400 MHz Bruker Avance NEO at 400 MHz ('H) and 100 MHz ('*C)

The spectra were recorded in various deuterated solvents (CDClsz, DO, MeOD, C¢Des...), with
the chemical shifts reported as 6 in ppm relative to TMS (residual chloroform from deuterated
chloroform chemical shift was set at 7.26 ppm, residual benzene 7.16 ppm, residual methanol
from deuterated methanol at 3.31 ppm...) and coupling constants expressed in Hz. The
following abbreviations were used to describe spin multiplicity: s = singlet, d = doublet, t =

triplet, m = multiplet.

Preparative chromatographic separation

Normal and inverse phase were performed using an Interchim™ Puriflash 4125 system
equipped with of an injector (10 mL loop or in solid state using 2-fold of Celite), a fraction
collector and a UV or ELSD detector. Separations were performed using this flash
chromatography apparatus with Interchim™ silica normal phase prepacked columns (spherical
particle size: 30 um diameter, 4 to 120 g) or C18-AQ reverse phased prepacked columns
(particle size: 15 pm, 24 g) at flow rate of 15 mL min~! for 25 g column and 26 mL min™' for
40 g column.

Chiral phase CHIRALPAK® IA (Chiral Technologies, Daicel) composed with amylose
tris(3,5-dimethyl)phenylcarbamate immobilized on 20 um silica-gel, was packed in a flash
plastic column connected to the Interchim™ Puriflash 4125 system for preparative chiral

resolution with THF/heptane gradients, starting from 15/85 composition to a 40/60 mixture.

High Pressure Liquid Chromatography

- Organic compounds were characterized by RP-HPLC-MS analyses performed on an UltiMate
3000 system Dionex (Thermo Scientific) equipped with a DAD detector and coupled to a low-
resolution mass spectrometry detector MSQ Plus (Thermo Scientific), equipped with an ESI
source. Separations were achieved using a RP Kinetex™ column (Phenomenex) (2.6 pm, 100
A, 50 x 2.1 mm) with ultrapure water and HPLC-grade MeCN, using composition A: H,O 0.1%
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formic acid and composition B: MeCN 0.1% formic acid. Analyses were performed with the
following gradient program: 5% to 100% of B in 5 min, 100% B for 1.5 min, 100% to 5% B in

0.1 min and 5% B for 1.9 min, at a flow rate of 0.5 mL/min.
- Chiral compounds were characterized by HPLC analyses performed on a Shimadzu

chromatograph equipped with a UV detector at A =254 nm, using a Phenomenex Lux Amylose

column (5 um), a flow rate of 1.0 mL min~!, and Hexane/i-PrOH: 80/20 as eluent

Mass Spectrometry

High-resolution mass spectrometry analyses were recorded on a LTQ Orbitrap XL mass
spectrometer (Thermo Scientific) equipped with an electrospray ionization source (HESI 2).
The following source parameters were used if no further specification is mentioned:

Heater Temperature: 50°C ; Gas Flow: Sheath 15/ Aux 10 / Sweep 0 ; Spray Voltage: 4 kV ;
Capillary Temperature: 275°C ; Capillary Voltage: 22 V ; Resolution (m/z = 400): 60 000
Typical conditioning: A stock solution of the analyte was prepared by dissolving c.a. 1 mg of
the analyte in 1 mL of a HPLC-grade solvent chosen from the following list: CH>Cl>, MeOH,
CH3CN, H-O0, or in RPE-grade DMSO. For small molecules (MW < 1000 Da) a 1/100 dilution
was performed using 10.0 puL of the stock solution completed to 1.0 mL by a HPLC-grade
solvent of the following list sorted by order of preference: MeOH, H,O, CH3CN, CH>Cl,. The
1073 M resulting solution of the analyte was then directly injected into the spectrometer using a
500 pL syringe. The system was rinsed three times between two consecutive analysis with 500
pL of HPLC grade water and/or MeOH. Mass calibration in the 100-2000 Da mass range was
operated using the commercially available Pierce LTQ ESI Positive/Negative ion Calibration
solutions (Thermofisher Scientific ref 88322/88324).

Elemental analysis

The centesimal composition of carbon, azote and hydrogen of organic compounds was
measured using a CHNS/O Thermo Electron Flash EA 1112 Series instrument.

Inductively coupled plasma (ICP)

The centesimal composition of iron was measured by ICP on a ICP-AES iCAP 7400 instrument

with axial and radial aiming. Beforehand all the resins samples were mineralized in nitric acid.

InfraRed Spectroscopy

Measurements were performed on a IR FR (BRUKER) Vertex 70v ATR, with a RockSold
Interferometer. Measurements are carried out under vacuum and the detector was DLaTGS
MIR.
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Thermogravimetric

Thermogravimetric (TGA) analyses were recorded using a Netzsch STA 409 PC thermal
analyzer. The samples were heated from 298 to 1273 K with a heating rate of 5 K min™' in the
298-873 K range and 10 K.min! in the 873-1273 K range under a flow of nitrogen (30 mL.min"
1 and oxygen (10 mL.min™").

Scanning electron microscope

Scanning Electron Microscopy (SEM) pictures were taken on a JEOL JSM 7600F microscope.
Transmission Electron Microscopy (TEM) measurements were performed using a JEOL JEM
2100F microscope operating at 200 kV (point to point resolution of 0.19 nm). The samples were
dispersed in ethanol and one drop of this suspension was casted on a carbon-coated copper grid.
These microscopes are available at the ARCEN platform belonging to the “Laboratoire

Interdisciplinaire Carnot de Bourgogne” (ICB).

Two-photon excitation microscopy

Two-photon imaging microscopy was performed on a Nikon A1-MP scanning microscope
(Nikon, Japan) with a x60 Apo IR objective (NA: 1.27, Water Immersion, Nikon, Japan). Two-
photon excitation was provided at 750 nm by an infrared laser (Chameleon Vision II,
Coherent). Fluorescence emission was collected on four detection channels (FF01-492/SP;
FF03-525/50; FF01-575/255; FF01-629/56 filters, Semrock).

X-Ray diffraction

X-ray diffraction (XRD) data were collected using a Siemens D5000 automatic powder

diffractometer, operating at 35 mA and 50 kV. The lattice parameters and the crystallite size

(Dxrp) calculations were obtained using the Topas software from Bruker.

Specific rotation

The optical rotations were measured at 20 °C, using a Anton Paar MCP100 polarimeter with a
stainless steel cell (2.4 mL, 1 dm (1)) on the D line of sodium (589 nm). The optical rotation (in
degree) is calculated, knowing the concentration (c) expressed in g/100 mL and the length (1)

in dm.
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Circular Dichroism

CD measurements were performed on a JASCO J-815 CD spectrometer in MeOH, water or a
KOH solution.

UV-Visible Spectroscopyv

UV-Vis measurements were performed on a Agilent cary60 and a Agilent cary5000

spectrophotometers using glass cuvettes of 1 cm path.

Melting points

Melting points were determined on a Biichi Melting Point B-545 apparatus.
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Synthetic procedures
Grafting of [Fe(DFQO)] on carboxymethyl polysaccharide resin (CM Sephadex C25 ®)

OH
HO
OH
%Oﬂ?
.

o} N—DFO(Fe)
H

A solution of [Fe(acac)s] (2.12 g, 6 mmol) in methanol (20 mL) was added to a solution of
DFO (3.94 g, 6 mmol) in methanol (20 mL). The reaction mixture was stirred at 40°C for one
hour. The solvent and acetylacetone were evaporated, to afford the complex [Fe(DFO)] as a
dark red solid.

In a round bottom flask, the reactants were introduced in this order: Sephadex (6.00 g, 24 mmol
of CO2H fuction), [Fe(DFO)] (4.26 g, 6 mmol), HOBt (4.60 g, 24 mmol), EDC (3.67 g, 24
mmol), the solvent DMF (375 mL) and finally the base DIPEA (3.72 g, 28.8 mmol). The
mixture was mechanically stirred, 4 days, at 40°C with a glass blade. The dark red resin was
washed several times with successively: water, MeOH, water, acetic acid (1 M in water), water

and MeOH. The resin was dried (7.1 g).

IR Vertex (ATR): vinax 3307 (UOH), b), 2926 (CH), w), 1733 (C=0 carboxylic acid), m),
1637 ((C=0 amide, hydroxamate), s), 1571, 1466, 1354, 1259, 1104 ((C=0 ethers), s), 1008,
758, 552

Elemental analysis: Anal. found (%): C 46.18, H 5.79, N 3.53, corresponding to 235.86 mg g~
1(0.420 mmol g™) of grafted DFO.

Inductively coupled plasma of Iron: The sample is mineralized (4 mL HNO3 conc.) and the

iron content was determined by ICP-AES (1.84 % of bound Fe), allowing to estimate the
amount of grafted DFO (184.8 mg g™! or 0.329 mol g~!' of DFO), assuming the formation of a
1:1 Fe/DFO complex.
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Experimental part

DFO-Sephadex demetallation

The DFO-Sephadex resin (7.1 g) was introduced in an EDTA-Na> solution (0.2 M) for four
days and the flask was stirred manually two times a day. The resin was filtered and the EDTA
solution was put aside to control its iron concentration. Then the off-white resin was washed

several times by water and MeOH and finally dried in vacuo.

IR Vertex (ATR): Vimax 3290 ((OH), b), 2934 (CH), w), 1730 ((C=0 carboxylic acid), m),
1618 (C=0 amide, hydroxamate), s), 1551, 1433, 1353, 1218, 1105 (C=O ether), s), 1010,
736, 675, 545.

Inductively coupled plasma of Iron:

- The sample was mineralized (4 mL HNO3 conc.), the iron content of the resin was determined
by ICP-AES (0.001 % of bound Fe), showing that all the DFO was demetallated.

- A sample of the EDTA solution was also analyzed. The iron content was determined by ICP-
AES (702.13 mg.L"! on a 197 mL solution so m(Fe) = 138.32 mg). Before demetallation the
resin was 1.84 % iron that correspond to m(Fe) = 130.6 mg for 7.1 g.

Inductively coupled plasma of Sodium: The sample is mineralized (4 mL HNO3 conc.), the

sodium content was determined by ICP-AES (1.709 % of bound Na), allowing to estimate the

amount of carboxyl groups under sodic form (0.74 mol g~! of Na so 17% of carboxyl groups).
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Experimental part

Grafting of DFO on epoxy methacrylate resin (Praesto Purolite®)

0] O 0 0o o]

NN
) HO DFO

In a round bottom flask, EMC resin (14.80 g, 22.2 mmol of epoxy group) was suspended in 800
mL of methanol (800 mL) containing Desferal® (14.58 g, 22.2 mmol) and DIPEA (14.87 g,
115.0 mmol). The reactor was sealed with a glass stopper and placed in an oven for four days
at 60 °C. The flask was stirred manually at least twice a day. The resin was recovered by
filtration, washed several times successively with water, methanol, water, acetic acid (1 M in
water), water, and methanol before drying in vacuo (16.9 g).

IR Vertex (ATR): Vmax 2903 (UCH), w), 1727 (UC=0 esters), s), 1656 (UC=0O amide,
hydroxamate), w), 1452, 1389, 1256, 1145, 963, 908 ((C-O epoxy), w), 858, 753.

Elemental analysis: Anal. found (%): C 56.10, H 7.75, N 1.69 corresponding to 112.8 mg g™!
(0.201 mmol g!) of grafted DFO.

Inductively coupled plasma of Iron: A small sample (30 mg) was suspended in a saturated

solution of Fe(NO3); in methanol for 15 min. The resin was washed thoroughly with water and
methanol, and dried in vacuo. The sample is mineralized (4 mL HNO?® conc.) and the iron
content was determined by ICP-AES (1.19% of bound Fe), allowing to estimate the amount of
grafted DFO (119.5 mg g™! or 0.213 mol g™! of DFO), assuming the formation of a 1:1 Fe/DFO

complex.
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Experimental part

(1) — Ethvl Benzvloxycarbamate

H

N
oy O
@)
Chemical Formula: C4gH;3NO3

Exact Mass: 195,09
Molecular Weight: 195,22

Under an inert atmosphere, the O-benxylhydroxylamine hydrochloride (1.297 g, 8.13 mmol)
was stirred in pyridine (5 mL) for 1 h. The mixture was cooled to 0 °C and ethyl chloroformate
(1.058 g, 9,76 mmol) was added. The mixture was stirred at 20 °C overnight.

The mixture was poured in ethyl acetate (100 mL) and washed with a hydrochloric acid solution
(100 mL, 6.2 M) then with a saturated solution of NaHCOs. Organic layers were dried on
MgSO4 and concentrated in vacuo. The tilted compound was obtained without further

purification, as a pale yellow oil (1.348 g, 85%)

'H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7.43 — 7.32 (m, 5H), 7.24 (s, 1H), 4.87 (s, 2H), 4.21 (g, J = 7.1
Hz, 2H), 1.28 (t, J= 7.1 Hz, 3H).

3C NMR (100.63 MHz, CDCl3, 298 K): §= 157.68 , 135.68, 129.29, 128.78, 128.71, 78.80,
62.13, 14.59.

BC NMR (126 MHz, CDCI3) 6§ 157.68, 135.65, 135.63, 129.28, 128.76, 128.68, 78.77, 62.12,
14.58.
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Experimental part

(2) — Ethvl 5-((benzyloxy)(ethoxycarbonvl)amino)pentanoate

Chemical Formula: C17H>5NO5
Exact Mass: 323,17
Molecular Weight: 323,39

To a mixture of ester 1 (1.34 g, 6.88 mmol) and KoCOs (7.4 g, 34.6 mmol) in acetonitrile (65
mL), was added ethyl-5-bromovalerate (1.74 g, 8.30 mmol). The reaction mixture was refluxed
for 16 h, then cooled to RT and poured into water (400 mL). The product was extracted with
dichloromethane (4x100 mL). The organic layers were washed with brine, dried, concentrated
in vacuo and purified by column chromatography on silica using CH>Cl/MeOH 1:0 = 8:2 to
afford the desired product as a yellow solid (2.132 g, 95 %)).

"H NMR (500 MHz, CDCI3)  7.43 —7.31 (m, 5H), 4.85 (s, 2H), 4.21 (q, J= 7.1 Hz, 2H), 4.11
(q, J=7.1 Hz, 2H), 3.45 (tt, J = 6.8, 5.4, 3.1 Hz, 2H), 2.29 (tt, /= 5.9, 4.7, 2.3 Hz, 2H), 1.63
(m, J=3.4 Hz, 4H), 1.31 (t, J= 7.1 Hz, 3H), 1.24 (t, /= 7.1 Hz, 3H).

BC NMR (126 MHz, CDCI3) 6 173.35, 157.48, 135.51, 129.32, 128.57, 128.45, 62.07, 60.27,
49.34,33.91, 26.50, 22.12, 14.56, 14.23.

Elemental analysis calculated for C17H2sNOs (M = 323.39 g.mol!): C 63.14%; H 7.79%; N
4.33%. Found: C 62.12%; H 7.92%; N 4.54%.

- 199 -



Experimental part

(4) — PIPO(Bn)CO:Et

7 O
4 8 9
5 3 0" N0
6 l;l X0
o]

Chemical Formula: C4gH21NO4
Exact Mass: 291,15
Molecular Weight: 291,35

Under argon atmosphere, a solution of #n-BuLi (1.6 M in hexane, 121 mL, 194.81 mmol) was
added to a solution of HMDS (31.44 g, 194.81 mmol) in THF (300 mL) at 0 °C. After stirring
for 30 min at 0 °C, the reaction mixture was cooled down to —78 °C. A solution of ester 2 (21
g, 64.94 mmol) in THF (80 mL) was added dropwise to the reaction mixture via cannula. The
reaction mixture was further stirred at —78 °C for 2.5 h. After addition of methyl iodide (45.78
g, 324.68 mmol) the reaction mixture was allowed to reach room temperature and further stirred
overnight. The reaction was quenched by addition of an aqueous solution of acetic acid (25 mL
AcOH/300 mL H>0). The resulting mixture was concentrated and the aqueous residue extracted
with ethylacetate. The combined organic extracts were washed with water, dried over
magnesium sulfate, filtrated and the solvent evaporated. The crude product was purified by
column chromatography (silica gel, heptane/CH2Cly/ethyl acetate 6:3:1 to afford compound 4
in pure form (13.24 g, 70 % yield).

"H NMR (500 MHz, CDCIs, 300 K) 6= 7.463 (m, 2 H; 0-H), 7.354 (m, 3 H; m- and p-H), 4.970
(AB, 2Jas = 10.60 Hz, Av=34.37 Hz, 2 H; Ph-CH:>), 4.224 (m, 2 H; 9-H), 3.376 (m, 2 H; 6-
H), 2.201 (ddd, 2/ = 13.58 Hz, J = 6.75 Hz, J= 3.50 Hz, 1 H; 4a-H), 1.807 (m, 2 H; 5-H), 1.619
(ddd, 27 =13.82 Hz, J = 10.50 Hz, J = 3.55 Hz, 1 H; 4b-H), 1.499 (s, 3 H; 7-H); 1.293 (t, °J =
7.12 Hz, 3 H, 10-H) ppm.

BC NMR (126 MHz, CDCl3, 300 K) 5= 173.20 (8-C), 167.37 (2-C), 135.58 (i-C), 129.92 (o-
0), 128.87 (p-C), 128.57 (m-C), 75.72 (Ph-C), 61.70 (9-C), 52.09 (3-C), 51.22 (6-C), 33.00 (4-
0), 22.44 (7-C), 20.45 (5-C), 14.29 (10-C) ppm.

Elemental analysis calculated for CisH21NOs (M = 291.35 g/mol): C 65.92%, H 7.26%, N
4.81%. Found: C 65.99%, H 9.92%, N 4.79%.

(+)-HR-ESI-MS: found 292,15399; calculated 292,15433 for [CisH2:NOsH]" ([M+H]").
HPLC: tr = 4.3 min (87 % MeCN).
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Experimental part

(5) - PIPO(Bn)COH

Chemical Formula: C4H{7NO,4
Exact Mass: 263,12
Molecular Weight: 263,29

To a solution of ester PIPOBnCO:Et (4) (840 mg, 2.88 mmol) in a mixture EtOH (25 mL) and
water (5 mL), was added NaOH (310 mg, 7.75 mmol). The reaction mixture was stirred at 40
°C overnight, then neutralized with 0.5 M HCI solution of HCI (20 mL). The product was
extracted with CH>Cla, dried with MgSO4 and concentrated in vacuo. After crystallization in a
acetone/methanol mixture, the titled product was obtained quantitatively without further

purification as white solid (758 mg).

Mp=112,9-115,8 °C.

"H NMR (500 MHz, MeOD, 300 K) § = 7.470 (m, 2 H; o-H), 7.369 (m, 3 H; m- and p-H),
4.930 (s, 2 H; Ph-CH>), 3.475 (ddd, 2J = 14.08 Hz, J = 8.61 Hz, J = 5.48 Hz, 1 H; 6a-H); 3.385
(ddd, 2J=10.95 Hz, J = 5.47 Hz, J= 5.27 Hz, 1 H; 6b-H), 2.175 (ddd, 2J = 13.49 Hz, J = 6.73
Hz, J=3.16 Hz, 1 H; 4a-H), 1.862 (m, 2 H; 5-H), 1.693 (ddd, 2/=13.80 Hz, /= 10.51 Hz, J =
3.44 Hz, 1 H; 4b-H), 1.440 (s, 3 H; 7-H) ppm.

3C NMR (126 MHz, MeOD, 300 K) 6= 176.12 (8-C), 169.63 (2-C), 136.62 (i-C), 131.00 (o-
0), 129.88 (p-C), 129.48 (m-C), 76.41 (Ph-C), 53.01 (3-C), 51.80 (6-C), 33.77 (4-C), 22.62 (7-
C), 21.17 (5-C) ppm.

Elemental analysis calculated for Ci14H17NO4 (M = 263.29 g/mol): C 63.87 %, H 6.51 %, N 5.32
%. Found: C 63.84 %, H 6.59 %, N 5.14 %.

IR Vertex (ATR): Vinax (cm™) = 2952 ((CH), w), 2885 (U CH), w), 1721 (U C=O0 acide), s),
1637 (UC=0 hydroxamate), s), 1584, 1479, 1449, 1440, 1413, 1390, 1370, 1340, 1316, 1282,
1253, 1209, 1171, 1157, 1120, 996, 948, 925,908, 891, 838, 815, 753, 730, 700, 646, 631, 534,
502, 436

HPLC: tr = 3.61 min (74 % MeCN)

X-ray crystallography: Cristal data are reported in annexe
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Experimental part

(6) — PIPO(BmCI

)
(L
N™ ~O
Bn/o

Chemical Formula: C4H16CINO5
Exact Mass: 281,08
Molecular Weight: 281,74

To a mixture of 5 (400 mg, 1.54 mmol) and DMF (few drops, catalytic proportion) in dried
DCM (10 mL) at 0°C, was slowly added oxalyl chloride (430 mg, 3.39 mmol) dissolved in
DCM (10 mL). The reaction mixture was stirred overnight at 20 °C. The solvents and the excess
of oxalyl chloride were evaporated in vacuo. A pale-yellow oil was obtained and its purity was
estimated to be 90 % (390 mg) since it contains 10 % of starting carboxylic acid. The product
must be use quickly without further purification, it is not stable in presence of air and go back

into the acid carboxylic form.

'H NMR (500 MHz, CDCL3) 6 7.49 — 7.24 (m, SH), 5.00 — 4.84 (dd, 2H), 3.39 — 3.27 (m, 2H),
2.34 (m, J = 14.0, 6.8, 4.5 Hz, 1H), 1.84 — 1.70 (m, 2H), 1.70 — 1.63 (m, 1H), 1.55 (s, 3H).
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Experimental part

(7) - PIPO(Bn)MAH

Chemical Formula: C45H5gN>O3
Exact Mass: 276,15
Molecular Weight: 276,34

To a mixture of PIPOH acid PIPOBnCO:H (900 mg, 3.42 mmol), EDC (983 mg, 5.13 mmol)
and HOBt (785 mg, 5.13 mmol) in THF (35 ml), was added DIPEA (1.763 g, 13.67 mmol)
dissolved in THF (5 mL). The reaction mixture was stirred 15 min, then methylamine
hydrochloride (462 mg, 6.84 mmol) was added. The reaction mixture was stirred 24 h, at 20
°C. The mixture was concentrated in vacuo, dissolved in DCM, washed by water/K,COs3,
water/citric acid and water, dried on MgSO4 and concentrated in vacuo. The tilted product was

obtained without further purification as a transparent oil.

"H NMR (500 MHz, CDCIs, 300 K) 6= 7.396 (m, 2 H; 0-H), 7.355 (m, 3 H; m- and p-H), 7.186
(bs, 1H; N-H), 4.949 (AB, %Jas = 10.48 Hz, Av=17.90 Hz, 2 H; Ph-CH>), 3.360 (m, 2 H; 6-
H), 2.773 (s, 1.5 H, 10-H), 2.264 (s, 1.5 H, N-CH3), 2.504 (ddd, 2J = 13.61 Hz, J = 4.32 Hz, J
=3.79 Hz, 1 H; 4a-H), 1.737 (m, 2 H; 5-H), 1.445 (s, 3 H; 7-H), 1.381 (ddd, 2/ = 14.90 Hz, J =
9.18 Hz, J=5.90 Hz, 1 H; 4b-H) ppm.

3C NMR (125.70 MHz, CDCl3, 300 K) 5= 171.83 (8-C), 170.14 (2-C), 134.86 (i-C), 129.83
(0-C), 129.09 (p-C), 128.63 (m-C), 75.59 (Ph-C), 51.05 (6-C), 50.87 (3-C), 30.79 (4-C), 26.67
(10-C), 26.06 (7-C), 20.50 (5-C) ppm.

HPLC: tr = 3.56 min (73 % MeCN)
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Experimental part

(8) — PIPO(Bn)DMA

O
Al
|
N O
Bn/o

Chemical Formula: C1gH2oN504
Exact Mass: 290,16
Molecular Weight: 290,36

DIPEA (2.55 g, 19.76 mmol) in THF (10 mL) was added to a mixture of 5 (1.300 g, 4.94 mmol),
EDC (1.420 g, 7.41 mmol), and HOBt (1.130g, 7.41 mmol) in THF (50 mL). The reaction
mixture was stirred for 15 min prior to the addition of dimethylamine hydrochloride (806 mg,
9.87 mmol). After stirring for 24 h, the reaction mixture was concentrated in vacuum, and the
residue dissolved in DCM was washed successively by an aqueous solution of potassium
carbonate, followed by an aqueous solution of citric acid, water, and then dried (MgSOs4). The

titled compound was obtained as a clear oil without purification (1.321 g) in 92 % yield.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7.46 — 7.32 (m, 5H), 4.96 (d, J = 1.0 Hz, 2H), 3.55 (td, J= 11.1,
4.6 Hz, 1H), 3.36 (dddd, J= 11.5, 5.4, 3.1, 1.6 Hz, 1H), 2.93 (s, 6H), 2.03 — 1.97 (m, 1H), 1.96
~ 1.88 (m, 1H), 1.88 — 1.81 (m, 1H), 1.74 — 1.69 (m, 1H), 1.55 (s, 3H).

HPLC: & = 3.55 min (73 % MeCN)
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Experimental part

(9) - PIPOMAH

7 O
4 8 9
5 3 Nid
6 H Chemical Formula: CgH;4NoO3
N“270 Exact Mass: 186,10
OH Molecular Weight: 186,21

Palladium on carbon (10 % Pd, 100 mg, 0.094 mmol) was activated in vacuo, at 100 °C for 2
h. The solution of PIPO(Bn)MAH 7 (580 mg, 2.01 mmol) dissolved in methanol (30 mL) was
added. An H»> atmosphere was introduced and the reaction mixture was stirred 24 h at RT. The
catalyst was filtered and the methanol evaporated. The titled product was obtained

quantitatively without further purification as white crystals. (370 mg)

"H NMR (500 MHz, MeOD, 300 K) §=7.629 (s, 1 H; N-OH), 4.578 (s, 1 H; NH), 3.614 (m,
2 H; 6-H), 2.747 (s, 0.77 H, 9-H), 2.739 (s, 2.23 H, 9-H), 2.345 (ddd, 2/ = 13.59 Hz, J = 6.21
Hz, J=3.24 Hz, 1 H; 4a-H), 1.887 (m, 2 H; 5-H), 1.637 (ddd, 2/=13.96 Hz, J=10.38 Hz, J =
3.93 Hz, 1 H; 4b-H), 1.427 (s, 3 H; 7-H) ppm.

13C NMR (125.72 MHz, MeOD, 300 K) 6= 175.15 (8-C), 169.08 (2-C), 52.34 (6-C), 51.90
(3-C), 32.94 (4-C), 26.82 (9-C), 24.51 (7-C), 21.00 (5-C) ppm.

Elemental analysis calculated for CsH4N2O3 (M = 186.21 g mol!): C 51.60%, H 7.58%, N
15.04%. Found: C 51.60 %, H 7.66 %, N 14.63 %.

IR Vertex (ATR): Vnax (cm™) = 3380 (UNH), w), 3365, 2914 ((CH), w), 2887 (ACH), w),
1651 (UC=0 amide), s), 1623 (U C=0 hydroxamate), s), 1520, 1447, 1427, 1413, 1326, 1257,
1195, 1176, 999, 918, 691, 654, 627, 590, 568, 533, 454, 419

Protonation constant of the hydroxamic function:
NaClO4, [ =2 M, 25°C: log Ko11 = 8.616

KNO3s, I=0.1 M, 25°C: log Ko11 = 8.39

HPLC: tr = 0.33 min (11 % MeCN)

X-ray crystallography: Cristal data are reported in annexe
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Experimental part

(10) - PIPODMA

7 O
4 8 9
CE
Chemical Formula: CgH1gN-O
6 oM16N2Us
N2%0 Exact Mass: 200,12
OH Molecular Weight: 200,24

Palladium on carbon (5 % Pd, 300 mg, 0.141 mmol) was activated in vacuo, at 100 °C for 1 h.
A solution of 8 (1.32 g, 4.58 mmol) dissolved in methanol (60 mL) was added. An H»
atmosphere was introduced and the reaction mixture was stirred 20 h at RT. The catalyst was
filtered and the methanol evaporated. The titled product was obtained quantitatively without

further purification as a white solid. (910 mg)

'"H NMR (500 MHz, MeOD) 6 3.76 (td, J = 11.8, 4.6 Hz, 1H, 6a-H), 3.70 — 3.62 (m, 1H, 6b-
H), 2.93 (s, 6H, 9-H 10-H), 2.24 — 2.14 (m, 1H, 5a-H), 2.10 (td, J = 13.3, 3.2 Hz, 1H, 4a-H),
1.99 (dddd, J = 12.5, 7.1, 4.0, 2.3 Hz, 1H, 5b-H), 1.74 (dtd, J = 13.5, 3.3, 1.7 Hz, 1H, 4b-H),
1.51 (s, 3H, 7-H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) ¢ 174.17 (8-C), 169.29 (2-C), 52.27 (6-C), 51.53 (3-C), 37.64
(10-C, 9-C), 32.65 (4-C), 24.83 (7-C), 20.73 (5-C).

Elemental analysis calculated for CoH6N203 (M = 200.24 g mol!): C 53.99%, H 8.05%, N
13.99%. Found: C 53.87%, H 8.24%, N 13.89%

HPLC: tr = 0.33 min (11 % MeCN)
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[S1-(4) and [R]-(4) PIPO(Bn)COEt

O O
_Et :
l}l (@] l}l (@]
Bn/O Bn/O
Chemical Formula: C1gH21NO,  Chemical Formula: C5H»{NO,4
Exact Mass: 291,15 Exact Mass: 291,15
Molecular Weight: 291,35 Molecular Weight: 291,35

The enantiomers were separated using a chiral column (CHIRALPAK®IA, 24 g) by flash
chromatography. The racemic compound (140 mg) dissolved in THF/Heptane 15/85 (1 mL)
was introduced on the top of the column. The separation proceeded using THF/Heptane

mixtures as eluents (15/85 = 40/60).

Solvents (%)
r 100

El E2
Heptane

- 50

NG :

0 2 4 6 8 10 12

Column Volume

Elution profile showing the enantiomeric separation

[o]p(E1) = -52.3; [a]n(E2) = +51,7 (CHCls, 20 °C, ¢ = 0,01 g mI™")

Chiral phase HPLC: fr: E1= 6.83 min and E2 = 8.03 min (Hexane/'PrOH: 80/20)
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Experimental part

mV
] § Det.A Ch1
T ©
100
50
0 ] T )
— T —— —
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min
1 Det.A Ch1/254nm
Detector A Chl 254nm
Peak# Ret. Time Area Area %
1 6.827 2568574 100.000
Total| 2568574 100.000
mV
b Det A Cht
100
50—
T T T I T T T T I T T T IT T T T I T
0.0 25 5.0 75 10.0
min
1 Det.A Ch1/254nm
Detector A Chl 254nm
Pealkd# Ret. Time Area Area %
1 8.028 2355178 100.000
Total 2355178 100.000

X-ray crystallography: Cristal data are reported in annexe

Cf \_;/ _
N \7 /

\ \/\/
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Experimental part

1) — PIPOBn(Me)DFO

Chemical Formula: C3gHgaN;O44
Exact Mass: 805,46
Molecular Weight: 805,97

DFO (1.495 g, 2.28 mmol), PIPOBnCO;H 5 (600 mg, 2.28 mmol), EDC-HCL (657 mg, 3.42
mmol) and HOBt (523 mg, 3.42 mmol) were introduced in a Schlenk flask under an argon
atmosphere. DIPEA (1.935 mL, 11.4 mmol) diluted in DMF (45 mL) was then introduced and
the reaction mixture was stirred 4 days at 40 °C. The solvent was evaporated to dryness and the
residue was neutralized by a aqueous acetic acid solution (20 mL, 0.85 M). The solution was
concentrated in vacuo and the crude compound purified by reverse phase flash chromatography
(C18-AQ) using a gradient H;O/MeCN: 95/5 = 0/1 as eluent. The desired product was obtained
as a pale beige-orange powder (1.450 g, 79 %).

"H NMR (500 MHz, MeOD) 6 7.48 —7.35 (m, 5H, Ph), 4.98 — 4.92 (m, 2H, H40), 3.59 (m, 6H,
H14 H25 H36), 3.47 (m, 2H, H6), 3.22 (dd, J=13.3, 6.6 Hz, 2H, H10), 3.16 (m, 4H, H21 H32),
2.76 (t,J=17.2 Hz, 4H, H17 H28), 2.45 (t, J = 7.3 Hz, 4H, H18 H29), 2.29 (m, 1H, H4a), 2.09
(s, 3H, H39), 1.84 — 1.76 (m, 2H, HS5), 1.69 — 1.59 (m, 6H, H13 H24 H35), 1.58 — 1.47 (m, 7H,
H4b H11 H22 H33), 1.43 (s, 3H, H7), 1.37 — 1.29 (m, 6H, H12 H23 H34).

BCNMR (101 MHz, MeOD) 6 174.06, 173.62, 173.37, 172.67, 170.03, 135.59, 130.09, 129.10,
128.66, 75.52, 51.91, 50.76, 49.00, 48.79, 48.58, 48.36, 48.15, 48.00, 47.94, 47.81, 47.73,
47.51,39.75,39.42, 31.86, 30.68, 30.63, 29.14, 29.11, 28.12, 28.07, 26.47, 24.04, 24.01, 23.77,
20.36, 19.39.

Elemental analysis calculated for C39Hg3N7011-0.6 H2O (M =816.05 g/mol): C 57.35 %, H 7.92
%, N 12.00 %. Found: C 57.22 %, H 8.02 %, N 12.53 %.

(+)-HR-ESI-MS: found 828.44751; calculated 828.44778 for [C390He3N7011Na]".

HPLC: tr = 3.81 min (77 % MeCN)

- 209 -



Experimental part

(12) — PIPO(Me)DFO

4 n 0 10 12 14 Q H 20 24 OH 28 Q 32 34 3 Q
5&&W1£MNMNMQW%IJSJS\
Sy 1o 7 021 23 25°° 29 H 8 3B 39
6 lllz 0 OH O @] OH
OH

Chemical Formula: C3oHs7N;O44
Exact Mass: 715,41
Molecular Weight: 715,85

Compound PIPOBnDFO 11 (0.658 g, 0.818 mmol) in methanol (20 mL) was introduced into a
flask containing 10 % Pd/C (0.050 g, 0.047 mmol) under argon. The reaction mixture was
placed under a dihydrogen atmosphere and stirred for 24 h, at RT. The catalyst was removed

by filtration. The solvent was evaporated leaving pure compound 12 as a white solid (0.556 g,

95 %)

Melting point = 127.1-129 °C.

"H NMR (500 MHz, MeOD) 6 3.65 —3.57 (m, 8H, H6 H14 H25 H36), 3.24 — 3.15 (m, 6H, H10
H21 H32),2.78 (t,J=7.2 Hz, 4H, H17 H28), 2.46 (td, /= 7.2, 2.6 Hz, 4H, H18 H29), 2.36 (m,
1H, H4a), 2.10 (s, 3H, H39), 1.98 — 1.82 (m, 2H, HS), 1.69 — 1.60 (m, 7H, H13 H24 H35 H4a),
1.54 (m, 6H, H11 H22 H33), 1.44 (s, 3H, H7), 1.37 — 1.30 (m, 6H, H12 H23 H34).

3C NMR (126 MHz, MeOD) § 174.90, 174.49, 174.36, 173.50, 169.20, 52.35, 51.86, 40.56,
40.27,36.93,32.79, 31.56,31.51,29.97,29.93, 28.97, 28.92, 27.32, 24.91, 24.88, 24.80, 21.05,
20.22.

IR Vertex (ATR): v(cm™) = 3307 (UNH), w), 3102, 2928 ((CH), w), 2856 (VCH), w), 1616
(UC=0 amide), s), 1558 (C=0 hydroxamate), s), 1456, 1424, 1396, 1373, 1323, 1309, 1267,
1251, 1224, 1194, 1160, 1133, 960, 728, 667, 551, 526

Elemental analysis calculated for C32Hs7N7011 (M = 715.85 g/mol): C 53.69 %, H 8.03 %, N
13.70 %. Found: C 52.91 %, H 8.83 %, N 13.53 %.

(+)-HR-ESI-MS: found 738.40083; calculated 738.40058 for [C32Hs7N7011Na]".

HPLC: tr = 3.16 min (65 % MeCN)

-210 -



Experimental part

Protonation constant: 25°C:

log Ko log Ko12 log Koz log Koi4 I
9.70(7) 9.27(4) 8.72(3) 8.11(3) 0.1 M (KNO3)
10.05(6) 9.53(8) 9.15(3) 8.46(3) 2.0 M (NaClO4)
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Experimental part

(13) —3.4.3 LI-PIPO(Bn)

HN/\/\NMN ~_""NH
ON © N (0] (0] N © NO
"Bn é\ 6 Bn”
Bn Bn~

Chemical Formula: CggHggNgO12
Exact Mass: 1182,64
Molecular Weight: 1183,46
To a mixture of spermine (59 mg, 0.290 mmol) DIPEA (225 mg, 1.74 mmol) and DMAP (3
mg, catalytic proportions) in DCM (5 mL) at 0 °C, was added dropwise 6 (343 mg, 1.22 mmol)
dissolved in DCM (5 mL). The reaction mixture was stirred overnight at RT. The mixture was
concentrated in vacuo, the crude product was washed with water, an acidic solution (water/
citric acid) then a basic solution (water/Na,COs). The product was purified by flash
chromatographic column (DCM/MeOH: 1/0 = 96/04). The desired product was obtained as a

thick oil, m =243 mg (71 %)

"H NMR (400 MHz, DMSO-de) 6 7.47 (s, 2H), 7.45 — 7.28 (m, 20H), 4.89 (d, J= 7.8 Hz, 8H),
3.71 -3.39 (m, 8H), 3.27 (s, 2H), 3.01 (s, 10H), 2.15 (s, 2H), 1.84 (s, 6H), 1.70 (s, 6H), 1.58 —
1.38 (m, 10H), 1.32 (t, /= 7.4 Hz, 12H).

BCNMR (101 MHz, DMSO) 6 171.42, 171.09, 167.92, 167.56, 135.49, 135.30, 129.31,
128.48, 128.28, 74.44, 74.30, 62.03, 51.12, 50.64, 50.02, 49.60, 42.14, 36.54, 31.42, 26.81,
25.49,24.84, 23.98, 23.64, 19.87, 19.77.

Elemental analysis calculated for CssHgsNgO12 (M = 1183.46 g/mol): C 66.98 %, H 7.32 %, N
9.47 %. Found: C 66.31 %, H 7.32 %, N 9.33 %.

(+)-HR-ESI-MS -MS: found 1205.62574 ; calculated 1205.62561 for [CssHssNsO12Na]".
HPLC: tr = 5.42 min (100 % MeCN)
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Experimental part

(14) —3.4.3 Li-PIPO

HN NH
o) o o o)
N"So o’ N
HO N"S0 07N OH
OH OH

Chemical Formula: CagHgoNgO142
Exact Mass: 822,45
Molecular Weight: 822,96

Palladium on carbon 5% (50 mg, catalytic proportions) was activated in vacuo 2 hours, at 100
°C. Compound 13 (170 mg, 0.144 mmol) dissolved in methanol (20 mL) was added. In the
flask was introduced an atmosphere of H» and the reaction mixture was stirred 16 h at RT. The
catalyst was filtered and the methanol evaporated. The tilted product was obtained

quantitatively without further purification as a white solid. (115 mg, 97 %)

"H NMR (400 MHz, MeOD) 6 3.78 (d, J = 35.1 Hz, 2H), 3.69 — 3.54 (m, 6H), 3.53 — 3.34 (m,
2H), 3.27 (p, J = 1.6 Hz, 2H), 3.25 — 3.00 (m, 9H), 2.35 — 2.26 (m, 2H), 2.21 — 2.02 (m, 4H),
1.98 (s, 2H), 1.88 (t,J=5.1 Hz, 4H), 1.76 — 1.66 (m, 4H), 1.62 (ddd, J=13.9, 9.4, 4.7 Hz, 3H),
1.54 (s, 2H), 1.47 (s, 6H), 1.41 (s, 6H).

C NMR (101 MHz, MeOD) ¢ 173.73, 173.22, 173.01, 168.22, 51.53, 51.18, 50.97, 45.90,
43.54,37.74,37.31, 32.28, 32.12, 27.47, 27.14, 24.75, 24.30, 23.61, 20.18, 19.99.

Elemental analysis calculated for C3gHs2NgO12.H,0O (M = 840.97 g/mol): C 54.27 %, H 7.67 %,
N 13.32 %. Found: C 54.28 %, H 7.64 %, N 13.26 %.

(+)-HR-ESI-MS: found 845.43793 ; calculated 845.43794 for [C33Hs2NgO12Na]".
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Experimental part

(15) — Benzyl N-(2-hydroxvethyl)carbamate

Cbz. N /\/OH
H

Chemical Formula: C1gH{3NO3
Exact Mass: 195,09
Molecular Weight: 195,22

To a mixture of ethanolamine (4 g, 65.50 mmol) and K>COs (9.95 g, 72.05 mmol) in water (250
ml), was added DCM (200 mL). The bi-phasic mixture was stirred vigorously, while a solution
of benzylchloroformate (14 g, 81.90 mmol) in DCM (50 mL) was added dropwise. The reaction
mixture was stirred 24 h at RT. The organic phase was collected and washed by water, then the
crude product was concentrated in vacuo, washed by pentane and a pentane/ethanol solution

(8/2). After drying, the titled product was obtained as a white powder (10.95 g, 87%).

"H NMR (500 MHz, CDCI3) J 7.42 — 7.28 (m, 5H, Ph), 5.21 (s, 1H, NH), 5.11 (s, 2H, CH>Ph),
3.71 (q, J= 5.1 Hz, 2H, CH;0), 3.35 (q, J = 5.4 Hz, 2H, CH:N), 2.10 (t, /= 5.2 Hz, 1H, OH).
BC NMR (126 MHz, CDCI3) § 157.28, 136.47, 128.65, 128.29, 128.23, 67.01, 62.26, 43.58.
Elemental analysis calculated for C1oHi3NO3z (M = 195.22 g/mol): C 61.53 %, H 6.71 %, N
7.17 %. Found: C 61.96 %, H 6.04 %, N 7.26 %.
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Experimental part

(16) — Benzyl N -[2-[(methvlsulfonyl)oxv]ethvl]carbamate

Cbz. H /\/O\ Ms

Chemical Formula: C{1H{5NO5S
Exact Mass: 273,07
Molecular Weight: 273,30

To benzyl N-(2-hydroxyethyl)carbamate (10.9 g, 55.80 mmol) and NEt3 (7.34 g, 72.30 mmol)
dissolved in DCM (150 mL) at 0°C and under a nitrogen atmosphere, was added dropwise
mesyl chloride (7.03 g, 61.40 mmol) dissolved in DCM (50 mL). The reaction mixture was
stirred 24 h at RT. The organic layer was washed by water four time, dried on MgSQj4, and
evaporated. The crude oil was precipitated in DCM/pentane solution. The powder was filtrated

and washed with pentane. The desired product is obtained as a white powder (13.03 g, 85 %).

'"H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.44 — 7.30 (m, 5H, Ph), 5.12 (s, 2H, CHaPh), 4.30 (t, J = 5.1
Hz, 2H, CH,0), 3.55 (q, J = 5.5 Hz, 2H, CH,N), 2.99 (s, 3H, Me).

13C NMR (101 MHz, CDCL) § 156.43, 136.33, 128.71, 128.41, 128.30, 68.64, 67.18, 40.59,
37.55.
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Experimental part

(17) — Aziridine-Cbz

?bz
N

L\

Chemical Formula: C4oH{{NO,
Exact Mass: 177,08
Molecular Weight: 177,20

To a solution of benzyl N-[2-[(methylsulfonyl)oxy]ethyl]carbamate (10 g, 36.6 mmol)_in THF
(200 mL) was added 'BuOK (4.52 g, 40.2 mmol) portion wise . The mixture was stirred
overnight at RT. The crude product was concentrated in vacuo, dissolved in water, extracted
with AcOEt, dried over MgSO4 and concentrated in vacuo. The comound was purified by
chromatography with a silica gel column using DCM/heptane 4:6 v/v as eluant. The desired

product was obtained as a transparent oil (2.51 g, 40 %)).

'H NMR (500 MHz, CDCL) 6 7.49 — 7.29 (m, 5H, Ph), 5.14 (s, 2H, CH,Ph), 2.23 (s, 4H,
CH:N).
13C NMR (126 MHz, CDCls) § 128.70, 128.48, 128.31, 77.42, 77.16, 76.91, 68.37, 25.99.
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Experimental part

(18) — Aziridine-Tosvl

'll's
N

AR

Chemical Formula: CqH{{NO,S
Exact Mass: 197,05
Molecular Weight: 197,25

KOH (13.78 g, 246 mmol) was dissolved in water (50 mL), and after cooling to RT,
ethanolamine (1 g, 16.38 mmol) dissolved in DCM (10 mL) was added. Tosyl chloride (6.25 g,
32.76 mmol) dissolved in DCM (30 mL) was then added dropwise. The reaction mixture was
stirred 24 h at RT. The layers were separated and the organic layer was washed four time with
water, dried on MgSOs, and evaporated. The product was purified on a flash chromatographic

column (Hept/DCM: 1/1) The desired product was obtained as transparent oil (815 mg, 25 %)

'H NMR (500 MHz, MeOD) & 7.84 — 7.77 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph), 7.43 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph),
2.46 (s, 3H, CHs), 2.34 (s, 4H, Az-CH.).

13C NMR (126 MHz, MeOD) 6 146.34 (Ph), 136.13 (Ph), 130.88 (Ph), 129.10 (Ph), 27.99 (Az-
CHa), 21.54 (CHs).

HPLC: fx = 5.67 min (100 % MeCN)
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Experimental part

(19) — Hexaamine 2.2 Cbz

Cbz\N
Cbz H N H
\N/\/ \/\N/\H/ \CbZ
N
“Cbz

Chemical Formula: C45H55NgOg
Exact Mass: 768,38
Molecular Weight: 768,91

To a warm solution of ethylenediamine (100 mg, 1,66 mmol) in ‘BuOH (10 ml), was added Az-
Cbz 17 dissolved in ‘BuOH (5 mL). The reaction mixture was stirred 6 h at 80 °C, then cooled
down to 40 °C, and the reaction mixture was stirred at this temperature for 40 h. The solvent
was evaporated in vacuo, the crude product was dissolved in DCM and purified on a flash
chromatographic column (DCM/MeOH : 1/0 > 95/05). The titled product was obtained as a
transparent yellowish oil (924 mg, 72%)

'H NMR (500 MHz, CDCLs) & 7.29 (m, 20H), 5.03 (s, 8H), 3.16 (m, 8H), 2.48 (m, 12H).

13C NMR (126 MHz, CDCLs) § 207.05, 156.81, 136.81, 128.59, 128.30, 128.18, 66.74, 53.81,
38.97, 31,08.

HPLC: fx = 5.57 min (100 % MeCN)
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Experimental part

(20) — Hexaamine 2.2 Ts

Ts.
SH/\ H

TS\H/\/N\/\N/\H/N\TS
N.
Ts

Chemical Formula: C3gHsoNgOgS4
Exact Mass: 848,27
Molecular Weight: 849,11

To a warm solution of Az-Ts 18 (2,5 g, 12.65 mmol) in ‘BuOH (100 ml), was added
ethylenediamine (138.4 mg, 2.30 mmol) via syringe. The reaction mixture was stirred 5 hours
at 80 °C, then cooled down to 60 °C, and the reaction mixture was stirred at this temperature
for 40 h. The solvent was evaporated in vacuo, the crude powder was washed by DCM and

dried in vacuo to obtain a white powder (1.880 g, 96%).

"H NMR (500 MHz, CDCL3) 6 7.79 — 7.75 (m, 8H, Ph-CH), 7.30 — 7.26 (m, 8H, Ph-CH), 5.87
(s, 4H, NH), 2.96 (dd, J = 6.5, 4.7 Hz, 8H; CH>), 2.56 (dd, J = 6.5, 4.7 Hz, 8H, CH>), 2.51 (s,
4H, CH; central), 2.40 (s, 12H, CH3).

BC NMR (126 MHz, CDCL3) 6 143.71, 137.27, 130.13, 127.59, 54.42, 53.57, 41.34, 21.93.
HPLC: tr = 5.56 min (100 % MeCN)
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Experimental part

(21) — Hexaamine 2.2

HzNﬂ

T

L_NH,

Chemical Formula: C1gHogNg
Exact Mass: 232,24
Molecular Weight: 232,38

To the hexaamine 2,2 Ts 20 (1 g, 1,18 mmol) dissolved in acetic acid glacial (5 mL), was added
HBr (33%) in acetic acid (20 mL). The reaction mixture was stirred vigorously four days, at
reflux (118 °C). The mixture was cooled down to RT and poured into Et,O (150 mL). The crude
product was filtered, washed by Et,O, DCM and dried. The protonated amines were neutralized
through an ionic exchange column (Dowex 1X8 100-OH). The titled product was obtained as
a obtain as a colorless oil (230 mg, 86 %)

The column was used as followed:

Conditioning with 150 mL of 0,5 M NaOH solution;

Washing by water until neutral;

Introduction of the product;

Elution by water, collect of the basic eluate, until it became neutral again.

"H NMR (500 MHz, MeOD) 6 2.70 (t, J = 6.3 Hz, 8H), 2.60 (s, 4H, H> central), 2.55 (t,J= 6.3
Hz, 8H).
HPLC: g = 0.31 min (11 % MeCN)
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Experimental part

(22) — Triamine diTrityl

H H

Ph.__N N__Ph

ph T \/\ﬁ/\/ Tpn
Ph Ph

Chemical Formula: C4oH41N3

Exact Mass: 587,33
Molecular Weight: 587,81

To chlorotriphenyl methane (11.89 g, 42.65 mmol) dissolved in isopropanol (200 mL) was
added diethylenetriamine (2 g, 19.39 mmol) and DIPEA (5.5 g, 42.65 mmol). The reaction
mixture was stirred overnight at RT. The crude product was concentrated in vacuo, dissolved
in a sodium hydroxide aqueous solution (800 mg in 300 mL), extracted with DCM and dried in
vacuo. The product was purified on a silice chromatographic column (DCM/MeOH: 1/0 > 9/1)
to obtain the desired product as a white solid (7 g, 61 %)

'H NMR (500 MHz, CDCL;) 6 7.43 — 7.37 (m, 12H), 7.16 (dd, J = 8.2, 6.8 Hz, 12H), 7.12 —
7.06 (m, 6H), 2.63 — 2.53 (t, 4H), 2.22 (t, J = 5.7 Hz, 4H).

13C NMR (126 MHz, CDCLs;) § 146.33, 128.83, 127.93, 126.34, 70.88, 50.03, 43.32.

HPLC: fx = 5.09 min (100 % MeCN)
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Experimental part

(23) — Hexaamine 2.3 Trityl

Trit< it
r ”/\ ‘/\H rl

N _~_N
. J/ 1 . Chemical Formula: Cg7HggNg
Trlt\N N/Trlt Exact Mass: 1214,69

H H Molecular Weight: 1215,69

To a mixture of triamine ditrityl 22 (300 mg, 0,51 mmol) and K>COs (79.05 mg, 0.572 mmol)
in acetonitrile (10 mL), was added diiodopropane (77 mg, 0.26 mmol). The reaction mixture
was stirred 48 h at reflux. The crude product was concentrated in vacuo, suspended in water
and extracted with AcOEt. The product was purified by chromatographic column (Hept/AcOEt
: 7/3 > 4/6) to obtain the desired product (220 mg, 70 %).

'H NMR (500 MHz, CDCL3) § 7.47 — 7.39 (m, 24H), 7.22 — 7.16 (m, 24H), 7.12 (m, 12H),
2.31 (m, 8H), 2.13 (m, 8H), 1.93 (s, 4H), 1.83 (m, 4H), 1.21 — 1.12 (m, 2H).
HPLC: t = 5.97 min (100 % MeCN)
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Experimental part

(25) — Triamine diBoc

Chemical Formula: C44HogN304

H H
N~~~ N Exact Mass: 303,22
Boc N BOC Molecular Weight: 303,40

To the mixture of imidazole (5.49 g, 80.64 mmol) in DCM (80 mL) was added di-fert-butyl
dicarbonate (18.28 g, 83.74 mmol). The mixture was stirred for one hour. All the DCM was
evaporated in vacuo and the crude product was dissolved in toluene (80 mL). To this mixture
diethylenetriamine (4 g, 38.78 mmol) was added. The mixture was stirred overnight at 50 °C.
The precipitate was removed, and the toluene evaporated. The crude product was purified on a
silica flash chromatography DCM/MeOH 1:0 &> 9:1 v/v as eluent. The desired product is
obtained as a colorless oil (8.62 g, 73 %).

'"H NMR (500 MHz, CDCL3) 6 4.92 (s, 2H, NH), 3.21 (m, 4H), 2.72 (t, J = 5.8 Hz, 4H), 1.44
(s, 18H, Boc).

BC NMR (126 MHz, CDCL3) 6 156.32, 79.38, 48.97, 40.42, 28.56.

Elemental analysis calculated for C14H20N304.H2O (M = 321.40 g mol™): C 52.32%, H 9.72%,
N 13.07%. Found: C 52.36%, H 10.34%, N 12.98%.

HPLC: tr =2.91 min (60 % MeCN)
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Experimental part

(26) — Hexaamine 2.3 Boc

BOC\N/\ > N-BOC Chemical Formula: Ca;HgaNgOg
Boc. H N N T Boc Exact Mass: 646,46
) H I H g Molecular Weight: 646,87

To the mixture of triaminediBoc 25 (1 g, 3.30 mmol) and K>COs3 (0.5 g, 3.62 mmol) in MeCN
(35 mL), was added 1,3diiodopropane (0.488 g, 1.65 mmol). The mixture was stirred at 75 °C
for 3 days. The solvent was evaporated in vacuo, the crude product was dissolved in DCM and
washed abundantly with water. After concentration in vacuo the crude product was purified by
flash chromatography on a silica column DCM/MeOH 1:0 > 94:06 v/v as eluent. The desired
product is obtained as a colorless oil (0.560 g, 52 %)

'"H NMR (500 MHz, CDCLs) 6 3.16 (q, J = 6.0 Hz, 8H), 2.51 (t, J = 6.0 Hz, 8H), 2.44 (t, J =
7.0 Hz, 4H), 1.57 — 1.51 (g, 2H), 1.44 (s, 38H).
HPLC: t = 3.71 min (75 % MeCN)
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Experimental part

(24) — Hexamine 2.3

HaNT™Y " NH, Cherllgicaut|=|\<3lrmu|eé:4(e:3112E|3()N6
N N Xact iviass: ,
HoN™ IS, Molecular Weight: 246,40

To the mixture of hexaamine 2,3 Boc 26 (0.550 g, 0.85 mmol) DCM (5 mL) was added TFA
(5 mL). The mixture was stirred vigorously overnight. All the solvent and TFA were evaporated
in vacuo, the product obtained was neutralized through a ionic exchange column (Dowex
1X8 100-OH) and obtained as a colorless oil (0.175 mg, 84 %)

The column was used as followed:

Conditioning with 150 mL of 0,5 M NaOH solution;

Washing by water until neutral;

Introduction of the product;

Elution by water, collect of the basic eluate, until it became neutral again.

'H NMR (500 MHz, MeOD) 8 2.69 (t, J = 6.4 Hz, 8H), 2.52 (t, J = 6.4 Hz, 8H), 2.49 (t, J= 7.3
Hz, 4H), 1.65 (q, 2H).

13C NMR (126 MHz, MeOD) § 57.76, 57.73, 53.78, 49.63, 40.12, 25.73.

HPLC: fx = 3.11 min (64 % MeCN)
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Experimental part

2D -IR R R R]-HA22-PIPOBn

11
N N
HN/\/ \/\NH

5 Chemical Formula: C66H88N10o12
(ig %j/\/j Exact Mass: 1212,66

Molecular Weight: 1213,49

Bn” Bn

To a mixture of the hexaamine 2,2 21 (220 mg, 0.946 mmol) in DCM (20 mL) and THF (20
mL), were added [S]-PIPO(Bn)COOH (1.047 g, 3.97 mmol), EDC (1.090 g, 5.68 mmol), HOBt
(869 mg, 5.68 mmol) and finally DIPEA (513 mg, 3.97 mmol). The reaction mixture was stirred
over night at RT. The solvents and DIPEA were evaporated in vacuo, the crude product was
dissolved in DCM and washed by water and finally by a basic solution (water/K,COs sat.). The
product was purified by flash chromatography on a silica column (DCM/MeOH: 1/0 - 85/15).
The desired product is obtained as a thick yellowish oil (0.560 g, 52 %).

'H NMR (500 MHz, MeOD) 6 7.55 — 7.25 (m, 20H, Ph), 4.98 — 4.89 (m, 8H, CH,Ph), 3.50 —
3.39 (m, 8H, H6), 3.28 (m, 8H, H9), 2.63 (m, 12H, H10 H11), 2.30 (m, 4H, H4a), 1.82 — 1.68
(m, 8H, H5), 1.57 — 1.48 (m, 4H, H4b), 1.43 (s, 12H, H7).

13C NMR (126 MHz, MeOD) § 174.49, 171.00, 136.87, 131.23, 130.26, 129.88, 76.71, 65.09,
55.12, 53.07, 51.94, 39.43, 32.97, 25.59, 25.22, 21.62.

HPLC: t = 4.85 min (97 % MeCN)

[o]p = + 14.9 (MeOH, 20 °C, ¢ = 6.04 mg ml™")
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Experimental part

28) —[R, R, R, R]-HA-2.2PIPO

11
N N
HN/\/ \/\NH

T4
5 Chemical Formula: C3gHgsN19O12
(ﬁ )j/\/j Exact Mass: 852,47

Molecular Weight: 852,99

Palladium on charcoal 10 % (50 % dispersed in water) (200 mg, 0.094 mmol) was activated in
vacuo at 100 °C for 2 h. The solution of HA-2,2PTPOBn (800 mg, 0.659 mmol) dissolved in
methanol (50 mL) was added. An H> atmosphere was introduced and the reaction mixture was
stirred for 16 h at RT. The catalyst was filtered and the methanol evaporated. The tilted product

was obtained quantitatively without further purification as a white solid (560 mg).

"H NMR (500 MHz, D0 with C¢Dg insert as internal reference) 6 3.72 (t, J = 6.2 Hz, 8H, H6),
3.58 (m, 8H, H9), 3.38 (s, 4H, H11), 3.24 (t, /= 6.4 Hz, 8H, H10), 2.24 (m, 4H, H4a), 2.03 (m,
4H, H5a), 1.93 (m, 4H, H5b), 1.84 (m, 4H, H4b), 1.51 (s, 12H, H7).

3C NMR (126 MHz, DO with Ce¢Dg insert as internal reference) 6 176.44 (C8), 168.86 (C2),
53.40 (C10), 52.13 (C3), 51.95 (C6) 49.63 (C11), 36.21 (C9), 32.30 (C4), 22.51 (C7), 19.66
(C5).

Elemental analysis calculated for C3gHgsN10O12:4.4H20 (M = 932.25 g/mol): C 48.95 %, H
7.87 %, N 15.02%. Found: C 49.17%, H 7.96%, N 14.32%.

IR (ATR): v(cm) = 3304 (YNH), w), 2936 (UCH), w), 2869 (WCH), w), 1618 (C=0
amide), s), 1524 ((C=0 hydroxamate), s), 1454, 1374, 1348, 1323, 1266, 1213, 1189, 1021,
997, 921, 649, 555, 524.

(=)-HR-ESI-MS: found 851.46165; calculated 851.46324 for [C33Hs3N10012] .

HPLC: tr = 2.87 min (60% MeCN)
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Experimental part

29 -1S. S, S, S|1-HA-2.3-PIPOBn

N\/\NH

N
N/\/
(f % Chemical Formula: Cg7HggN1¢O12
Exact Mass: 1226,67
Molecular Weight: 1227,52

Bn Bn~

To a mixture of the hexaamine 2,3 26 (175 mg, 0.710 mmol) in DCM (30 mL) and THF (30
mL), were added [R]-PIPO(Bn)CO-H (785.4 mg, 2.98 mmol), EDC (817.9 mg, 4.26 mmol),
HOBt (651.8 mg, 4.26 mmol) and finally DIPEA (384.4 mg, 2.98 mmol). The reaction mixture
was stirred 60 h at RT. The solvents and DIPEA were evaporated in vacuo, the product was
purified by steric exclusion chromatography (Bio-beads SX3), eluted with THF 5SmL/min. The
desired product is obtained as a thick yellowish oil, m = 200 mg (23 %).

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.37 (m, 20H), 5.03 — 4.85 (m, 8H), 3.34 (m, 12H), 3.24 (dd, J
= 13.0, 6.3 Hz, 4H), 2.59 (m, 8H), 2.52 (t, J = 7.0 Hz, 4H), 2.46 (m, 4H), 1.75 — 1.62 (m, 10H),
1.44 (s, 12H), 1.37 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) § 171.73, 170.01, 135.39, 130.05, 129.25, 128.89, 75.84, 53.52,
52.71,51.38, 51.27, 38.29, 31.25, 26.10, 20.81.

HPLC: tx = 4.27 min (86 % MeCN)
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30)—[S. S. S. S]-HA-2.3-PIPO

12
11

N N
HN/\/ \/\NH 3

0 _H Chemical Formula: CagHggN10012
: Exact Mass: 866,49
N"So
OH N N
OH OH

Molecular Weight: 867,02

Palladium on carbon 10% (50% dispersed in water) (100 mg, 0.047 mmol) was activated in
vacuo, at 100 °C, 2 hours. The solution of [S, S, S, S]-HA-2,3PIPOBn 29 (200 mg, 0.162 mmol)
dissolved in methanol (20 mL) was added. An H; atmosphere was introduced and the reaction
mixture was stirred for 16 h at RT. The catalyst was filtered and the methanol evaporated. The

tilted product was obtained quantitatively without further purification as white solids. (140 mg).

"H NMR (500 MHz, DO with C¢Dg insert as internal reference) & 3.71 — 3.61 (t, 8H, H6), 3.40
(t, 8H, H9), 2.80 (t, J = 6.7 Hz, 8H, H10), 2.69 (t, J = 7.8 Hz, 4H, H11), 2.20 (m, 4H, H4a),
1.97 (m, 4H, H5a), 1.85 (m, 4H, H5b), 1.78 (m, 6H, H4b and H12), 1.45 (s, 12H, H7).

BC NMR (126 MHz, D,0O with acetone insert as internal reference) & 176.20 (C8), 168.36 (C2),
52.62 (C10), 52.55 (C6), 52.10 (C3), 51.98 (C11), 37.43 (C9), 32.59 (C4), 23.14 (C12), 23.01
(C7), 19.97 (C5).

Elemental analysis calculated for C3oHssN10O11-4.4H,0 (M = 930.22 g/mol): C 48.95 %, H
7.87 %, N 15,02 %. Found: C 49.17 %, H 7.96 %, N 14. 32 %.

(=)-HR-ESI-MS: found 887.44069; calculated 887.43992 for [C39HssN10O11Cl]".

HPLC: tr =2.46 min (52 % MeCN)
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(31) — 2-phtalate-N-(2-phtalatéthyl) éthanamine

@) O
N\/\N/\/N
0 H o)

Chemical Formula: CogH{7N304
Exact Mass: 363,12
Molecular Weight: 363,37

To diethylenetriamine (3.2 g, 31 mmol) in glacial acetic acid (200 mL) was added phthalic
anhydride (11 g, 74.4 mmol). The reaction mixture was stirred 5 h at reflux. The crude product
was concentrated in vacuo, and th residue was dispersed in hot ethanol. After cooling to 0 °C,
the precipitate was filtered and washed thoroughly with methanol to obtain the titled product
as a white powder (2.66 g, 24 %)

'H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7.78 — 7.61 (m, 8H), 3.77 (t, J = 6.1 Hz, 4H), 2.95 (t, /= 6.1 Hz,
4H).
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(32) — 2-azido-N-(2-azidoethyl) éthanamine

H
N
Ns/\/ ~ Ng

Chemical Formula: C4HgN-
Exact Mass: 155,09
Molecular Weight: 155,17

To bis(2-chloroethyl)amine hydrochloride (10 g, 56.02 mmol) in water (300 mL) was added
NaN3 (21.85 g, 336.12 mmol). The reaction mixture was stirred for 24 h at 80 °C. The mixture
was cooled to 20 °C and neutralized by NaOH (4 g, 95 mmol). The color switched from orange
to white. The product was extracted with EtOAc (3 x 150 mL), dried in vacuo to obtain, without
further purification, the titled product as a white powder (8.23 g 95 %).

'H NMR (500 MHz, CDCL3) & 3.49 — 3.38 (m, 4H), 2.88 — 2.77 (m, 4H).
13C NMR (126 MHz, CDCl3) & 51.82, 48.62.
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(33) — 1-Boc-diaminopropane

Chemical Formula: CgH1gN>O»
NS Boe Exact Mass: 174,14
2 Molecular Weight: 174,24

In a 2 L round bottom flask under nitrogen atmosphere, propane-1,3-diamine (74.12 g, 1 mol)
was dissolved in dichloromethane (700 mL) and cooled at 0 °C in an ice water bath. Di-tert-
butyl dicarbonate (21.83 g, 100 mmol) was dissolved in dichloromethane (300 mL) and added
dropwise over 30 min. The reaction mixture was allowed to warm to room temperature and was
stirred for 4 h. The mixture was poured into water (500 mL) and the organic phase was washed
with water (3 x 500 mL). Aqueous layers were gathered and extracted with chloroform (4 x 100
mL). The combined organic phases were dried over MgSOs, filtered and the filtrate was

evaporated in vacuo to afford a white waxy solid (14.98 g, 86 mmol, 86 % yield).

"H NMR (500 MHz, CDCI3) § 4.90 (s, 1H), 3.19 (m, 2H), 2.75 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.60 (t, J =
6.6 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H).

BC NMR (126 MHz, CDCI3 + NaOD): §= 156.25, 79.13, 39.82 , 38.56, 33.57, 28.52.
Elemental analysis calculated for CsHisN2O> (M = 174.24 g.mol™"): C 55.15 %; H 10.21 %; N
16.08 %. Found: C 54.47 %; H 10.71 %; N 15.82 %.
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(34) — Methvyl 2.2-bis(hydroxymethyl)propanoate

o O s
2l ? Chemical Formula: CgH4,04
3 3
Exact Mass: 148,07
OH OH Molecular Weight: 148,16

To a 2-2-bis(hydroxymethyl)propanoate (15 g, 112 mmol) solution in methanol (160 mL) was
added a catalytic amount of sulfuric acid (0.5 mL). The resulting mixture was stirred overnight
under reflux, after which it was allowed to cool down to room temperature. Sodium bicarbonate
(2.1 g, 25 mmol) was added and the solution was stirred for 10 min and then was filtered. The
mixture was concentrated in vacuo and the residue was dispersed in dichloromethane (120 mL).
The salts were filtered and dichloromethane was removed to obtain a colorless viscous oil (16.1

g, 109 mmol, 97 % yield) without further purification.

"H NMR (400.16 MHz, CDCl3) 6=3.893 (d, J=11.4 Hz, 2H, 3a-H), 3.760 (s, 3H, 5-H), 3.710
(d, J=11.4 Hz, 2H, 3b-H), 2.700 (s, 2H, O-H), 1.065 (s, 3H, 4-H).

BC NMR (100.63 MHz, CDCl3) §=176.54 (1-C), 68.46 (3-C), 52.35(5-C),49.31 (2-C), 17.26
(4-C).

Elemental analysis calculated for C¢Hi9O4 (M = 148.07 g.mol™): C 48.64 %; H 8.16 %. Found:
C %; H %; N %.
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(35) — Methvl-2-2-bis[(methylsulfonyDoxymethvllpropanoate

(o) 10\5

)4 Chemical Formula: CgH1505S»

8 8 Exact Mass: 304,03
OMs OMs Molecular Weight: 304,33

Methane sulfonyl chloride (27.2 g, 238 mmol) was added dropwise to a ice-cooled solution of
34 (16 g, 108 mmol) in Et3N (25.1 g, 248 mmol) and dichloromethane (185 mL) under nitrogen.
The mixture was allowed to warm to room temperature and was stirred overnight. The reaction
mixture was washed with 0.2 M HCI (150 mL), extracted with dichloromethane (150 mL) and
washed with water (300 mL). The organic layer was dried over anhydrous MgSOg, filtered and
the solvent was removed in vacuo to provide a white/grey solid (31.96 g, 105 mmol, 97 % yield)

without further purifications.

"H NMR (400.16 MHz, CDCl3) §=4.428 (d, J = 11,4 Hz, 2H, 3a-H), 4.313 (d, J = 11.4 Hz,
2H, 3b-H), 3.780 (s, 3H, 5-H), 3.045 (s, 6H, Ms),1.327 (s, 3H, 4-H).

BCNMR (100.63 MHz, CDCl3) §=171.79 (1-C), 69.26 (3-C), 53.02 (5-C), 46.85 (2-C), 37.49
(Ms), 17.80 (4-C).

Elemental analysis calculated for CsHi60sS2 (M = 304.33 g.mol!): C 31.36 %; H 5.92 %; S
20.93%. Found: C 31.33 %; H 5.04 %; S 20.93 %.
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(36) — Methvl-2.2 bis(azidomethvl)propanoate

ol Os

2J 4 Chemical Formula: CgH1oNgO5
8 8 Exact Mass: 198,09
Ny N Molecular Weight: 198,19

To a stirred solution of 35 (28 g, 92 mmol) in DMF (100 mL) was added NaNj3 (33.3 g, 551.4
mmol) and tetrabutylammonium iodide (1.7 g, 4.6 mmol). The reaction mixture was stirred
under nitrogen atmosphere at 100 °C for 24 h. The reaction mixture was allowed to cool to RT
and filtered. The filtrate was concentrated in vacuo, then diluted with EtOAc (200 mL) and
washed with a 0.2 M thiosulfate solution (200 mL) and water (3 X 200 mL). The organic layer
was dried over anhydrous MgSO4 and concentrated in vacuo. Purification by chromatography

on a silica column (DCM/heptane: 40/60) afforded a colorless oil (12 g, 60.7 mmol, 66 % yield).

"H NMR (400.16 MHz, CDCl3) §=3.759 (s, 3H, 5-H), 3.598 (d, /= 12.3 Hz, 2H, 3a-H), 3.489
(d, J=12.2 Hz, 2H, 3b-H), 1.22 (s, 3H, 4-H).

BCNMR (100.63 MHz, CDCl3) §=173.74 (1-C), 55.07 (5-C), 52.63 (3-C), 47.77 (2-C), 19.50
(4-C).

Elemental analysis calculated for CeH1oN6O2 (M = 198.19 g.mol™'): C 36,36 %; H 5,09 %; N
42,41 %. Found: C 36,44 %; H 5,29 %; N 42,76 %.
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(37) — 2.2-Bis(azidomethyl)propionic acid

0. OH

24 Chemical Formula: C5HgNgO»
3 8 Exact Mass: 184,07
Ny Nj Molecular Weight: 184,16

To a solution of ester 36 (5.06 g, 25.53 mmol) in a mixture of THF (80 mL) MeOH (80 mL)
and water (50 mL), was added NaOH (3,06 g, 76.59 mmol). The reaction mixture was stirred
overnight at RT, then neutralized with a 0.5 M HCI solution in water (180 mL). The product
was extracted with AcOEt, washed with water, dried with MgSO4 and concentrated in vacuo.

The titled product was obtained as a colorless oil (4.5 g, 96 %).

"H NMR (400.16 MHz, CDCl3): 5= 3.621 (d, J = 12.3 Hz, 2H, 3a-H), 3.151 (d, J = 12.3 Hz,
2H, 3b-H), 1.267 (s, 3H, 4-H).

BC NMR (100.63 MHz, CDCl3): §=179.35 (1-C), 54.77 (3-C), 47.67 (2-C), 19.46 (4-C).
Elemental analysis calculated for CsHsN¢O2 (M = 184.16 g.mol!): C 32,61 %; H 4,38 %; N
45,64 %. Found: C 32,69 %; H 4,48 %; N 45,59 %.
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38
o N N
~">""Boc
Chemical Formula: C43H54NgO3
Exact Mass: 340,20
N3 Nj Molecular Weight: 340,39

To a mixture of 37 (2 g, 10.09 mmol), 33 (1.76 g, 10,09 mmol), EDC (2.89 g, 15.14 mmol) and
HOBt (2.32 g, 15.14 mmol) in THF (120 mL), was added DIPEA (3.905 g, 30.27 mmol)
dissolved in THF (30 mL). The reaction mixture was stirred for 24 h at RT. The solution was
concentrated in vacuo and the residue dissolved in EtOAc. The organic phase was washed
thoroughly with water and finally by a basic solution (water/K>COs3), dried on MgSO4 and

concentrated in vacuo. The titled product was obtained as a yellow oil (3.08 g, 90 %).

"H NMR (500 MHz, CDCI3) 6 7.07 (s, 1H), 5.00 — 4.75 (s, 1H), 3.64 — 3.48 (dd, 4H), 3.33 (q,
J=6.1Hz, 2H), 3.21 (m, 2H), 1.63 (p, /= 6.1 Hz, 2H), 1.46 (s, 9H), 1.28 (s, 3H).

BCNMR (126 MHz, CDCl3) 6 172.87, 157.14,79.77, 56.30, 47.56, 36.95, 35.86, 30.00, 28.49,
19.12.

Elemental analysis calculated for C13H24NsOs3 (M = 340.39 g.mol!): C 45.87 %; H 7.11 %; N
32.92 %. Found: C 46.26 %; H 7.81 %; N 32.18 %.

HPLC: tr = 2.88 min (60 % MeCN).
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(39)
o N N
~">"Boc
Chemical Formula: C43HygN4O5
Exact Mass: 288,22
NH, NH, Molecular Weight: 288,39

Palladium on carbon 10% (300 mg, 0.282 mmol) was activated in vacuo for 2 h at 100 °C. The
solution of 38 (3.0 g, 8.81 mmol) dissolved in methanol (100 mL) was added. An H> atmosphere
was introduced and the reaction mixture was stirred overnight at RT. The catalyst was filtered
and the methanol evaporated. The tilted product was obtained quantitatively without further

purification as a colourless oil (2.5 g) .

"H NMR (500 MHz, CDCI3, 300 K) & 8.78 (s, 1H), 5.21 (s, 1H), 3.29 (q, J = 6.2 Hz, 2H), 3.13
(q, J= 6.3 Hz, 2H), 2.85 (s, 4H), 1.64 — 1.61 (m, 2H), 1.42 (s, 9H), 1.09 (s, 3H).

BC NMR (100.63 MHz, D,O + DCI): §=172.88 , 157.15, 79.82, 56.37, 47.59 , 37.02, 35.92,
30.07, 28.53, 19.16.

Elemental analysis calculated for C13H2sN4O3 (M = 288.39 g.mol!): C 54.14 %; H 9.79 %; N
19.43 %. Found: C 53.91 %; H 9.04 %; N 18.65 %.

HPLC: tr = 0.31 min (11 % MeCN)
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(40) — Hexaamine 2.3B Cbz

N N
O ~ " >"Boc
N N
HN e j [ ~ NH
Cbz Cbz Chemical Formula: C53H7oNgO44
H’}‘ '}‘H Exact Mass: 996,53
Cbz Cbz Molecular Weight: 997,20

To a mixture of 39 (1.25 g, 4.33 mmol) in hot ‘BuOH (50 mL, 50 °C) was added Az-Cbz (3.88
g, 19.07 mmol). The reaction mixture was stirred for 48 h at 50 °C. The crude product was
concentrated in vacuo, and purified by chromatography on a silica column gel (heptane/ethyl

acetate : 6/4) to afford compound as a thick oil (300 mg, 7 % yield)

'"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 7.28 (m, 20H), 5.04 (s, 8H), 3.16 (s, 10H), 2.75 (d, J =
13.8 Hz, 2H), 2.60 — 2.44 (m, 6H), 1.60 (s, 12H), 1.40 (d, J = 6.1 Hz, 9H), 1.09 (s, 3H).
HPLC: & = 4.96 min (99 % MeCN)
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(41) — Hexaamine 2.3B

2 \/\

N N> NH,  Chemical Formula: Cp1H47N-O5
Exact Mass: 445,37
H2N \) K/ NH, Molecular Weight: 445,65

Palladium on carbon 10% (10 mg, 0.094 mmol) was activated in vacuo for 1 hour at 100 °C.
The solution of 40 (300 mg, 0.30 mmol) dissolved in methanol (20 mL) was added. An H»
atmosphere was introduced and the reaction mixture was stirred overnight at RT. The catalyst
was filtered and the methanol evaporated. The tilted product was obtained quantitatively

without further purification as a colourless oil. (138 mg)

'H NMR (500 MHz, CDCLs) § 3.24 (q, J = 5.1, 3.5 Hz, 2H), 3.09 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.84 (d, J
= 13.8 Hz, 2H), 2.78 — 2.66 (m, 8H), 2.63 — 2.52 (m, 8H), 2.41 —2.27 (m, 2H), 1.65 (d, J = 6.7
Hz, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.33 (s, 3H).

HPLC: fx = 0.31 min (11 % MeCN).
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(42) - [R, R, R, R]-HA-2.3B-PIPOBn

N N
@N o $jHIU
(i& %j/‘\/j I Chemical Formula: C77H108N12015
Exact Mass: 1440,81
Molecular Weight: 1441,78
Bn Bn~

To a mixture of the 41 (138 mg, 0.30 mmol) in THF (40 mL), were added [S]-PIPO(Bn)CO,H
(503 mg, 3.97 mmol), EDC-HCI (500 mg, 2.60 mmol), HOBt (398 mg, 2.60 mmol) and finally
DIPEA (742 mg, 5.74 mmol). The reaction mixture was stirred for 48 h at RT. The solvents
were evaporated in vacuo, the crude product was dissolved in DCM and washed by water and
a basic solution (water/K>COs sat.). The product was purified by flash chromatography on a
silica column (DCM/MeOH: 1/0 = 94/6) The desired product was obtained as a pale yellow
solid (105 mg, 24 %).

"H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.47 —7.33 (m, 20H), 5.00 — 4.89 (m, 8H), 3.41 —3.20 (m, 18H),
3.11 (s, 2H), 2.95 — 2.87 (m, 2H), 2.59 (m, 8H), 2.46 (s, 4H), 2.31 (m, 2H), 1.68 (m, 14H), 1.44
(s, 9H), 1.40 (s, 12H), 1.34 (s, 3H).

BCNMR (126 MHz, CDCl3) 6 171.17, 169.69, 134.92, 134.89, 129.69, 129.65, 128.94, 128.92,
128.54, 75.49, 62.36, 54.20, 53.95, 51.02, 50.78, 48.95, 37.44, 37.36, 30.72, 29.70, 28.52,
25.90, 25.37, 20.37.

(+)-HR-ESI-MS-MS: found 1441.81693 ; calculated 1441.81299 for [C77H109N12015].

HPLC: tr = 3.44 min (70 % MeCN)
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Experimental part

(43) — [R, R, R, R]-HA-2.3B PIPO

N
HN/\/

Chemical Formula: C49HgsN15045
Exact Mass: 1080,62
(tg ;Ij Molecular Weight: 1081,28

Palladium on charcoal 5 % (50 % dispersed in water) (100 mg, 0.024 mmol) was activated in
vacuo at 100 °C for 2 h. The solution of HA-2,3B-PIPOBn 42 (95 mg, 0.066 mmol) dissolved
in methanol (20 mL) was added. An H, atmosphere was introduced and the reaction mixture
was stirred for 16 h at RT. The catalyst was filtered and the methanol evaporated. The titled

product was obtained quantitatively without further purification as a white solid (70 mg).

"H NMR (500 MHz, DO with C¢Dg insert as internal reference) J 3.76 — 3.64 (m, 8H, H6),
3.32(t,J=17.1 Hz, 8H, H9), 3.25 (t, J= 7.3 Hz, 2H, H15), 3.12 (t, /= 6.8 Hz, 2H, H17), 2.93
(m, 2H, H11a), 2.79 — 2.59 (m, 8H, H10), 2.55 — 2.44 (m, 2H, H11b), 2.28 —2.18 (m, 4H, H4a),
2.05-1.96 (m, 4H, H5a), 1.91 — 1.82 (m, 4H, H5b), 1.78 (td, J=11.9, 10.8, 2.6 Hz, 4H, H4b),
1.70 (p, J=17.6 Hz, 2H, H16), 1.47 (s, 12H, H7), 1.44 (s, 9H, Boc), 1.30 (s, 3H, H13).

13C NMR (126 MHz, D>O with CgDs insert as internal reference) 0 178.80 (C14), 175.37 (CS),
168.94 (C2), 158.58 (Cquad Boc), 81.26(C=0 Boc), 62.40 (C12), 62.31 (C11), 53.84 (C10),
52.13 (C3), 51.76 (C6), 49.31 (MeOH), 38.18 (C17), 37.85 (C15), 37.69 (C9), 32.14 (C4),
29.10 (C16), 28.18 (CH3 Boc), 23.02 (C7), 19.79 (C5), 18.33 (C13).

(+)-HR-ESI-MS-MS: found 1103.60693 ; calculated 1103.60713 for [C49HgaN12015Na].
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Annex

Crystal data

(5) - PIPOBnCO:;H (Racemic)

c12f;\ Lo }‘CS LC4C3
\ \c9 / 3 \C7

C13h 6 (r
2 \CH csl ‘} = — %

02-\

Experimental. Single clear light colourless prism-shaped crystals of (170F122) were
recrystallised from a mixture of MeOH and Et;O by slow evaporation. A suitable crystal
(0.35x0.17x0.17) mm?® was selected and mounted on a MITIGEN holder oil on a Bruker D8
VENTURE diffractometer. The crystal was kept at 7= 100(1) K during data collection. Using
Olex2 (Dolomanov et al., 2009), the structure was solved with the ShelXT (Sheldrick, 2015)
structure solution program, using the Intrinsic Phasing solution method. The model was refined
with version 2018/1 of ShelXL (Sheldrick, 2015) using Least Squares minimisation.

Crystal Data. C14H;7NOs, M, = 263.28, orthorhombic, Pbca (No. 61), a = 12.4522(3) A, b=
10.9857(3) A, ¢ =19.4584(6) A, o= B=y=90", V=2661.83(13) A>, T=100(1)K, Z=8,7'=
1, i(CuKy) = 0.799, 691309 reflections measured, 2357 unique (Ri» = 0.0403) which were used
in all calculations. The final wR, was 0.0813 (all data) and R; was 0.0320 (I > 2(I)).
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Experimental part

Table 1 Crystal data and structure refinement for PIPOBnCO,H

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature (K)
Crystal system
Space group

a(A)

b (A)

c(A)

(%)

£ )

7 (°)

Volume (A%)

VA

Peate (g cm™)

p (mm™)

F(000)

Crystal size (mm?)
Radiation

20 range for data collection (°)
Index ranges
Reflections collected

Independent reflections

Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indexes [[>=2c (I)]
Final R indexes [all data]
Largest diff. peak/hole (e A~)

170F122
C1sH17NOy4
263.28
100(1)
orthorhombic
Pbca
12.4522(3)
10.9857(3)
19.4584(6)
90

90

90
2661.83(13)
8

1.314

0.799

1120.0

0.347 x 0.171 x 0.166

CuKo (A = 1.54178)
9.09 to 133.474

-14<h<13,-13<k<13,-23<1<23

69139

2357 [Rint = 0.0403, Rsigma = 0.0104]

2357/0/174
1.033

R; =0.0320, wR> = 0.0800
R; =0.0335, wR> =0.0813

0.27/-0.22
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Experimental part

Table 2: Bond Lengths in A.

Atom  Atom  Length/A

03 C6 1.2314(14)
02 c1 1.3161(14)
04 NI 1.4045(12)
04 C8 1.4562(14)
o1 c1 1.2089(14)
N1 Co6 1.3465(15)
N1 (05 1.4583(15)
6 2 1.5372(15)
Cl 2 1.5357(15)
C2 C3 1.5382(15)
C2 C7 1.5382(15)
C9 C8 1.5038(16)
C9 C10 1.3943(17)
C9 Cl4 1.3848(17)
C3 C4 1.5221(16)
C4 (05 1.5143(17)
C10 Cl1 1.3859(18)
Cl1 CI12 1.3842(19)
Cl2  CI3  13837(19)
Cl4  CI3  13937(18)

Table 3 : Bond Angles in ° .

Atom  Atom Atom  Angle/

N1 04 C8 109.56(8)
04 N1 Cs 111.72(8)
Co6 N1 04 116.34(9)
Co6 N1 Cs 128.75(10)
03 Coé N1 122.41(10)
03 Co6 C2 121.70(10)
N1 Co6 C2 115.88(10)
02 Cl C2 114.83(9)
01 Cl 02 124.21(10)
O1 Cl C2 120.96(10)
Co6 C2 C3 111.64(9)
Coé C2 C7 108.62(9)
Cl C2 Co6 111.1909)
Cl C2 C3 107.62(9)
Cl C2 C7 107.19(9)
C7 C2 C3 110.49(9)
C10 Cc9 C8 119.91(11)
Cl4 Cc9 C8 121.22(11)
Cl4 Cc9 C10 118.79(11)
c4 C3 C2 110.30(9)
04 C8 Cc9 107.27(9)
Cs c4 C3 109.18(10)
Cl11 C10 Cc9 120.93(12)
N1 Cs Cc4 110.98(9)
C12 Cl1 C10 119.96(12)
C13 C12 Cl11 119.52(12)
Cc9 Cl4 CI13 120.24(12)
C12 CI13 Cl4 120.52(12)
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Experimental part

(8) — PIPOMAH (Racemic)

( A -
Ve \ // ‘ \J \ C1,
| o
( \/\; (/ 7 /\:j / /

Experimental. Single clear light colourless block-shaped crystals of (201803020F145) were
recrystallised from MeOH by slow evaporation. A suitable crystal (0.34x0.34x0.30) mm? was
selected and mounted on a MITIGEN holder oil on a Bruker D8 VENTURE diffractometer.
The crystal was kept at 7= 100(1) K during data collection. Using Olex2 (Dolomanov et al.,
2009), the structure was solved with the ShelXT (Sheldrick, 2015) structure solution program,
using the Intrinsic Phasing solution method. The model was refined with version 2018/1 of
ShelXL (Sheldrick, 2015) using Least Squares minimisation.

Crystal Data. CsHisN2Os, M, = 186.21, triclinic, P-1 (No. 2), a= 7.3673(6) A, b=
7.7222(5) A, c= 8.2299(5) A, a= 75.474(4) , B= 76.512(5) , y= 83.445(5) , V=
439.97(5) A3, T=100(1)K, Z=2, Z'= 1, 1(CuK ) = 0.903, 22541 reflections measured, 1549
unique (R = 0.0272) which were used in all calculations. The final wR> was 0.0828 (all data)
and R; was 0.0318 (I > 2(I)).
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Experimental part

Table 1 Crystal data and structure refinement for PIPOHMAH

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature (K)
Crystal system
Space group

a(A)

b (A)

c(A)

o (°)

B

7 (°)

Volume (A%)

Z

Peatc (g cm)

p (mm™)

F(000)

Crystal size (mm?)
Radiation

20 range for data collection (°)
Index ranges
Reflections collected

Independent reflections

Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indexes [[>=2c (I)]
Final R indexes [all data]
Largest diff. peak/hole (e A-)

OF145
CsH14N203
186.21
100(1)
triclinic
P-1
7.3673(6)
7.7222(5)
8.2299(5)
75.474(4)
76.512(5)
83.445(5)
439.97(5)
2

1.406
0.903

1120.0
0.34 x 0.34 x 0.30

CuKo (% = 1.541840)
5.683 to 66.700
14<h<13,-13<k<13,-23<1<23
22541

1549 [Rin = 0.0272, Ryjgma = 0.0104]

2357/0/121

1.097

R; =0.0318, wR> = 0.0828
R1 =0.0324, wR> = 0.0820
0.285/-0.219
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Experimental part

Table 2: Bond Lengths in A. Table 3: Bond Angles in ° for OF145.

Atom  Atom  Length/A Atom  Atom Atom  Angle/
o1 C2 1.2414(15) 03 N2 Co6 112.01(9)
03 N2 1.3965(12) Cs5 N2 03 117.39(9)
02 Cs5 1.2331(15) Cs5 N2 Cé6 130.51(10)
N2 (05 1.3385(16) C2 N1 C1 122.82(10)
N2 Cé6 1.4582(15) Cs5 C3 C2 108.24(9)
N1 C2 1.3264(16) Cs5 C3 C4 108.90(9)
N1 Cl 1.4542(15) C4 C3 C2 107.38(9)
C3 C2 1.5505(15) C8 C3 C2 110.42(9)
C3 Cs 1.5399(16) C8 C3 Cs 111.35(9)
C3 C4 1.5415(16) C8 C3 C4 110.44(10)
C3 C8 1.5299(16) C8 Cc7 Cé6 110.95(10)
C7 Co6 1.5227(17) 0] C2 N1 123.64(11)
7 C8 1.5226(17) 0] C2 C3 120.10(10)
N1 C2 C3 116.22(10)
02 C5 N2 122.28(11)
02 C5 C3 121.18(10)
N2 Cs5 C3 116.54(10)
N2 Cé6 C7 111.69(10)
Cc7 C8 C3 111.37(9)
Table 4 : Hydrogen Bond information.
D H A d(D-Hy/A  d(H-A)YA  d(D-AYA  D-H-A/deg
03 H3 o1’ 0.84 1.82 2.6497(12)  172.1
N1 H1 02? 0.88 2.15 2.8685(13)  139.1
Table 5: Torsion Angles in ° .
Atom Atom Atom Atom Angle/°
C6 N2 Cs C3 1.61(18)
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Experimental part

(IS1-5) — [S1-PIPOBnCO,H

Experimental. Single clear light colourless plate-shaped crystals of 201807110F186 were
recrystallised from a mixture of hexane and ethanol by slow evaporation. A suitable crystal
0.67x0.30x0.23 mm? was selected and mounted on a MITIGEN holder oil on an Bruker D8
Venture diffractometer. The crystal was kept at a steady 7= 100(2) K during data collection.
The structure was solved with the ShelXT (Sheldrick, 2015) structure solution program using
the Intrinsic Phasing solution method and by using Olex2 (Dolomanov et al., 2009) as the
graphical interface. The model was refined with version 2018/3 of ShelXL (Sheldrick, 2015)
using Least Squares minimisation.

Crystal Data. C14H17NOs, M, = 263.28, orthorhombic, P2:212; (No. 19), a=5.7506(3) A, b=
9.4843(4) A, ¢ =24.1501(11) A, o= B=y=90", ¥ =1317.16(11) A3, T=1002) K, Z=4,7'=
1, i (CuKy) = 0.807, 27250 reflections measured, 2327 unique (Ri» = 0.0350) which were used
in all calculations. The final wR> was 0.0592 (all data) and R; was 0.0233 (I > 2(1)).
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Experimental part

Table 1 Crystal data and structure refinement for [S]-PIPOBnCOH

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature (K)
Crystal system
Space group

a(A)

b (A)

c(A)

o (°)

B

7 (©)

Volume (A%)

Z

7

Peatc (g cm)

p (mm™)

F(000)

Crystal size (mm?)
Radiation

20 range for data collection (°)
Index ranges
Reflections collected

Independent reflections

Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indexes [[>=2c (I)]
Final R indexes [all data]
Largest diff. peak/hole / e A

OF186
C1sH17NOg4
263.28
100(2)
orthorhombic
P212,2,
5.7506(3)
9.4843(4)
24.1501(11)
90

90

90
1317.16(11)
4

1

1.328

0.807

1120.0

0.347 x 0.171 x 0.166

CuKo (A = 1.54178)
3.660 to 66.676

-14<h<13,-13<k<13,-23<1<23

27250

2327 [Rint = 0.0350, Ryjgms = 0.0151]

2327/0/174

1.064

R; =0.0233, wR> = 0.0590
R =0.0236, wR> = 0.0592
0.137/-0.154
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Experimental part

Table 2: Bond Lengths in A. . Table 3: Bond Angles in °.
Atom Atom Length/A Atom  Atom Atom  Angle/
03 C7 1.2326(18) N1 04 C8 108.79(10)
04 N1 1.4113(15) 04 N1 Cé6 109.98(11)
04 C8 1.4533(17) C7 N1 04 114.82(11)
01 Ci 1.3288(18) C7 N1 Cé6 127.31(12)
02 Ci 1.2059(19) 03 C7 N1 121.86(13)
N1 C7 1.3549(19) 03 C7 C3 122.66(13)
N1 Cé6 1.4665(19) N1 C7 C3 115.45(12)
C7 C3 1.5356(19) 01 Ci C3 113.41(12)
C1 C3 1.535(2) 02 Ci 0] 123.94(14)
Cs5 C4 1.521(2) 02 Ci C3 122.59(13)
Cs5 Cé6 1.515(2) Cé6 Cs5 C4 109.91(12)
C4 C3 1.531(2) Cs5 C4 C3 111.03(12)
C3 C2 1.537(2) C7 C3 C2 109.23(12)
C9 Cil4 1.393(2) Ci C3 C7 110.50(11)
Cc9 C8 1.504(2) Ci C3 C2 107.09(12)
C9 C10 1.390(2) C4 C3 C7 110.72(12)
Cil4 C13 1.390(2) C4 C3 Ci 109.09(12)
C10 Cl11 1.387(2) C4 C3 C2 110.14(12)
C13 C12 1.390(3) N1 Cé6 Cs5 110.37(12)
Cl1 C12 1.384(3) Cil4 C9 C8 120.35(14)
Cl0  C9 Cl4  119.29(15)
clo 9 C8 120.34(14)
C13 Cil4 C9 120.35(15)
04 C8 C9 105.92(12)
Cl1 C10 Cc9 120.54(15)
Cl12 C13 Cil4 119.72(16)
Cc12  Cll Cl0  119.88(15)
Cl1 Cl12 C13 120.22(15)
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Experimental part

(IR]-5) - [R]-PIPOBnCO,H

Experimental. Single clear light colorless prism-shaped crystals of compound 5 (R) were
recrystallized from ethanol by slow evaporation. A suitable crystal 0.73x0.19x0.18 mm® was
selected and mounted on a MITIGEN holder oil on a Bruker D8 Venture diffractometer. The
crystal was kept at a steady 7 = 100.0(1) K during data collection. The structure was solved
with the ShelXT (Sheldrick, 2015) structure solution program using the Intrinsic Phasing
solution method and by using Olex2 (Dolomanov et al., 2009) as the graphical interface. The
model was refined with version 2018/3 of ShelXL (Sheldrick, 2015) using Least Squares
minimization.

Crystal Data. C14H;7NO4, M, = 263.28, orthorhombic, P21212; (No. 19), a=5.7481(2) A, b=
9.4781(3) A, c=24.1651(7) A, a= B=y=90", V=1316.54(7) A3, T=100.0(1) K, Z=4, Z'=
1, 1(CuK,) = 0.808, 16663 reflections measured, 2325 unique (Ri» = 0.0310) which were used
in all calculations. The final wR, was 0.0582 (all data) and R; was 0.0237 (I > 2(I)).
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Experimental part

Table 1 Crystal data and structure refinement for [R]-PIPOBnCO,H

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature (K)

Crystal system

Space group

a (A)

b(A)

c(A)

(%)

£ )

7 (°)

Volume (A%)

Z

7

Peate (g cm™)

p (mm)

F(000)

Crystal size (mm?)
Radiation

20 range for data collection (°)
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F?
Final R indexes [[>=2c (I)]
Final R indexes [all data]
Largest diff. peak/hole / e A

OF338
Ci14H17NO4
263.28
100.0(1)
orthorhombic
P21212,
5.7481(2)
9.4781(3)
24.1651(7)
90

90

90
1316.54(7)
4

1

1.328
0.808

1120.0
0.73x0.19x0.18

CuKa (A = 1.54184)
3.658 t0 66.611

-14<h<13,-13<k<13,-23<1<23

16663

2325 [Rint = 0.0350, Ryjgms = 0.0151]

2278/0/175

1.071

R;1=0.0237, wR> = 0.0578
Ri1 =0.0246, wR> = 0.0582
0.133/-0.170
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Experimental part

Table 2: Bond Lengths in A. Table 3: Bond Angles in °.

Atom Atom Length/A Atom  Atom Atom  Angle/
01 Cl 1.2327(19) N1 02 C8 108.90(10)
04 C7 1.3289(18) 02 N1 C5 110.02(11)
02 N1 1.4108(15) Cl N1 02 114.79(12)
02 C8 1.4536(18) Cl1 N1 C5 127.21(12)
03 C7 1.2070(19) C4 C3 C2 110.98(12)
N1 C5 1.4645(19) C5 C4 C3 109.90(13)
N1 Cl1 1.356(2) N1 C5 C4 110.45(12)
C3 C4 1.522(2) Cl11 C10 C9 120.65(16)
C3 C2 1.532(2) C13 Cl4 c9 120.24(16)
C4 C5 1.515(2) 02 C8 C9 106.05(12)
C6 C2 1.538(2) C12 C13 Cl4 119.86(16)
C10 Cl11 1.387(2) C12 Cl11 C10 119.79(16)
C10 C9 1.390(2) Cl1 C12 C13 120.25(15)
Cl4 C13 1.391(2) Ol Cl1 N1 121.83(13)
Cl4 C9 1.393(2) Ol Cl C2 122.67(14)
C8 C9 1.502(2) N1 Cl1 C2 115.46(13)
C13 C12 1.388(3) 04 C7 C2 113.40(12)
Cl11 C12 1.384(3) 03 C7 04 123.93(14)
Cl C2 1.535(2) 03 C7 C2 122.61(13)
C7 C2 1.534(2) C3 C2 C6 110.03(12)
C3 C2 Cl 110.72(12)
C3 C2 C7 109.09(12)
Cl1 C2 C6 109.29(12)
C7 C2 C6 107.10(12)
C7 C2 Cl 110.55(12)
C10 C9 Cl4 119.20(15)
C10 C9 C8 120.49(15)
Cl4 C9 C8 120.29(14)
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Experimental part
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Diagramme de corrélation '"H-'"H COSY de (10) (500 MHz, MeOD)
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Experimental part

180fo_145me.5.ser
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Diagramme de corrélation "H-"*C HSQC de (9) (500 et 126 MHz, MeOD)

-257 -



Experimental part

(10) - PIPODMA
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Spectre RMN 'H de (10) (500 MHz, MeOD)
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Spectre RMN 'H de (10), focus on 2.3 to 1.7 ppm
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Experimental part
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Experimental part

A I B

190fo0_253.5.ser
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Diagramme de corrélation '"H-"*C HMBC de (10) (500 et 126 MHz, MeOD)
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Experimental part

(30) - HA-2,3-PIPO
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Spectre RMN 'H de HA-2,3-PIPO (500 MHz, D20 avec un insert de C6D6 en référence)
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Experimental part

Jw
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Diagramme de corrélation 'H-"H COSY de HA-2,3-PIPO (500 MHz, D,O avec insert CsDs)
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Experimental part

Diagramme de corrélation
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'H-"*C HMBC de HA-2,3-PIPO (500 et 126 MHz, D,O avec acétone).
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Synthése de nouveaux séquestrants bioinspirés de radionucléides tétravalents destinés a la mise-
au-point de dispositifs analytiques de terrain pour le contréle environnemental in situ.

Mots clés : acides hydroxamiques, résines d'extraction solide/liquide, séquestrants d'actinides, synthése

Le but ultime de nos travaux était de développer un
dispositif de gradients de diffusion en couches minces
(DGT) spécifique des actinides tétra- (Th*", Pu*") et hexa-
valents (UO»?"). La partie active d'un accumulateur DGT est
sa phase réceptrice, constituée d'une résine chélatrice spéci-
fique de l'analyte ciblé encapsulée dans un gel hydrophile.
Le premier volet se focalise sur le développement d’une
méthode fiable de greffage de ligands sur deux résines
organiques hydrophiles commerciales. Pour ce faire, nous
nous sommes intéressés a un sidérophore bactérien
disponible commercialement, la desferrioxamine B (DFO),
chélateur naturel du fer qui possede une forte affinité pour
tous les cations acides de Lewis forts, dont les ions 5fciblés.
Nous avons tiré profit de I'amine primaire terminale portée
par la DFO pour greffer la molécule sur les chaines
polymériques du support, soit par la création d'une liaison
peptidique avec la résine carboxylique CM Sephadex® C25,
soit par l'ouverture de cycles époxy portés par la résine
Purolite® ECR8209. Plusieurs dizaines de grammes de
chaque lot ont été produits en vue de confectionner et
qualifier les accumulateurs DGT a l'aide d'eaux minérales
dopées en uranium(VI) avant de les déployer en milieu
naturel aquatique.

Le deuxiéme axe concerna la synthése de ligands

adaptés pour la complexation d’actinides tétravalents,
bioinspirés de I'exocheline MN. Ce sidérophore possede une
fonction acide hydroxamique cyclique a 6 atomes dont les
atomes donneurs sont bloqués en conformation Z. Ce motif,
dit PIPO, présente une affinité accrue vis-a-vis des cations
métalliques par rapport aux analogues acycliques.
La premiere étape consista a synthétiser des précurseurs
PIPO substitués, a séparer les énantiomeéres, puis a étudier
leurs propriétés stéréochimiques et de coordination. Dans
un second temps, trois ligands tétrahydroxamiques
octadentes, destinés a chélater des actinides tétravalents, ont
été congus. Quatre motifs PIPO ont été introduits sur trois
squelettes carbonés linéaires ou branchés, de longueur et de
flexibilité variables. Les essais de complexation du
thorium(IV) et du zirconium(IV), succédanés du
plutonium(IV), indiquent la formation de complexes de
steechiométrie 1:1. Fort de ce résultat, nous avons modifié
la synthése de 1'un des tétrapodes chiraux afin d'insérer un
bras d'ancrage porteur d'une fonction amine terminale. Cette
fonction a permis de conjuguer le chélateur a un anticorps
et de préparer un radiotraceur TEP marqué au $°Zr en cours
d'évaluation préclinique.

Synthesis of new bioinspired sequestering agents of tetravalent radionuclides and development
of analytical field devices for their in situ environmental monitoring.

Keywords : actinide sequestering agents, synthesis, hydroxamic acids, solid/liquid extracting resins

The ultimate goal of our work was to develop diffusive

gradient in thin-film (DGT) devices specific for tetra-
(Th*, Pu*") and hexavalent actinides (UO,*"). The active
part of a DGT accumulator is its receptor phase, consisting
of a chelating resin specific to the targeted analyte
embedded in a hydrophilic gel.
The first part focuses on the development of a reliable
method for grafting ligands onto two commercial
hydrophilic organic resins. For this purpose, we selected
the commercially available bacterial —siderophore
desferrioxamine B (DFO), a natural iron chelator that has a
high affinity for all strong Lewis acid cations, including the
targeted 5/ ones. We took advantage of the terminal
primary amine of DFO for grafting the molecule onto the
polymeric chains of the support, either by creating a
peptide bond with the carboxylic resin CM Sephadex® C25,
or by opening one dangling epoxy ring of the Purolite®
ECR8209 resin. Several tens of grams of each material
were produced in order to manufacture and validate the
DGT devices, using uranium(VI)-doped mineral waters
before deploying them in the Oeuf river (France).

The second topic dealt with the synthesis of

sequestering agents of tetravalent actinides, bioinspired by
exochelin MN. This siderophore incorporates a 6-
membered cyclic hydroxamic acid moiety, whose donor
atoms are blocked in their Z conformation. Coined PIPO,
this binding unit exhibits an increased aftinity towards
metal cations compared to its acyclic analogs.
In a first step, we synthesized substituted PIPO precursors,
isolated both enantiomers, and studied their stereochemical
and coordination properties. In a second step, we designed
three octadentate tetrahydroxamic ligands for the chelation
of tetravalent actinides. Four PIPO units were attached to
three linear or branched amines of varying length and
flexibility. Complexation tests with thorium(IV) and
zirconium(IV), taken as plutonium(IV) surrogates,
indicated the formation of 1:1 metal/ligand complexes.
Based on this result, we modified the synthesis of one of
the chiral tetrapods by inserting an anchoring arm that
bears a terminal amine group. The chelator was appended
to an antibody and the resulting bioconjugate labeled with
87r to produce a PET radiotracer that is currently
undergoing preclinical evaluation.




