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Introduction générale

Parmi les pathologies existantes, le cancer se distingue parmi les plus mortelles. En effet, dans
le monde, 20 millions de nouveaux cas diagnostiqués en 2022 et environ 10 millions de déces
ont été rapportés la méme année, démontrant ainsi le caractére 1étal de cette maladie.
Cependant, il est important de souligner que, malgré I’augmentation constante du nombre de
cas ces 30 dernieres années qui est d’ailleurs corrélée avec le vieillissement de la population, la
mortalité a quant a elle diminué. Cela est di aux importants progres effectués en maticre de
prise en charge des malades, mais également aux méthodes de diagnostic permettant ainsi de
détecter les cancers a un stade précoce. Toutefois, en dépit de tous les efforts accomplis a ce
jour, certains cancers restent des défis de taille, présentant des taux de survie des malades

inférieurs a 20%, parmi ces derniers peut étre cité le cancer du foie.

Le cancer du foie se divise majoritairement en deux types : le premier, qui représente 15% des
cas est le cholangiocarcinome appelé aussi cancer des voies biliaires ; le second correspondant
a 80% des cas et qui fera ’objet de cette thése est le carcinome hépatocellulaire (CHC), il est
quant a lui un cancer se développant a partir des hépatocytes. En fonction de 1’évolution des
cancers de maniere générale, les chances de survie des malades sont plus ou moins
encourageantes, cependant, le cancer du foie fait partie de ceux pour qui les patients au stade
avancé n’ont aucune chance de survie a ce jour. Ce parameétre fataliste est la raison pour laquelle
développer de nouvelles stratégies est un défi de santé publique majeur. Ainsi dans le cadre de
ces travaux de these, 1’alternative explorée et proposée pour répondre a ce défi est 1’utilisation

du monoxyde de carbone (CO) comme agent thérapeutique.

Au premier abord, il peut étre difficile de concevoir I’idée qu’un gaz mortel tel que le monoxyde
de carbone puisse étre utilisé en thérapie. En réalité, il est connu depuis une cinquantaine
d’années que cette molécule est produite naturellement par I’organisme. Au fil des décennies
qui ont suivi, le CO s’est révélé étre un gazotransmetteur, démontrant des propriétés bénéfiques
et essentielles dans divers processus biologiques et présentant des propriétés anti-
inflammatoires et vasodilatatrices. Par-dessus tout, une activité anticancéreuse lui a été
attribuée lorsqu’il est introduit dans les cellules tumorales en quantité optimale. Néanmoins,
une difficulté subsiste du fait de 1’état gazeux du monoxyde de carbone ne permettant pas ou
difficilement son administration controlée. Toutefois, afin de surmonter cet obstacle, R.
Motterlini a introduit au début des années 2000, 1’utilisation du CO en thérapie sous forme de

prodrogue via I’exploitation de molécules libérant du CO (CORM) sous ’effet de stimuli



externes. Cette étude a ouvert la voie au développement de nombreux CORMs de structures
variées, activables grace a différents stimuli et présentant des activités thérapeutiques
intéressantes. Cependant, afin d’envisager une application en clinique et réduire au minimum
les effets secondaires, la question de la sélectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses doit étre

considérée.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, un état de 1’art sera exposé. Celui-ci décrira les
traitements existants pour le CHC et les limites de ces derniers. Ensuite s’en suivra une
description détaillée de la double facette du CO, concernant d’une part son caractére toxique et
d’une autre part, ses propriétés d’intérét pour la thérapie et en 1’occurrence en thérapie
anticancéreuse. Un troisiéme point portera sur la présentation des CORMs en biologie ainsi que
leur développement durant ces vingt derni¢res années, ce dernier contiendra un exposé détaillé

des grandes familles de CORMs en fonction de leurs modes d’activation.

Le chapitre deux exposera la synthese efficace d’une nouvelle famille de CORMs a base de
manganese de formule générale [Mn(8-HQ)(CO)3R-Imd] ainsi que les analyses structurales et
photo-physiques correspondantes. Cela sera suivi des tests de toxicité de ces composés sur
différentes lignées cellulaires saines et cancéreuses. Le troisiéme chapitre quant a lui présentera
I’importante investigation effectuée sur la détermination du mécanisme d’action de ces
composés. En effet ces complexes se sont révélés étre capables de libérer du CO par 1’action
d’especes réactives de I’oxygene (Reactive Oxygen Species, ROS). C’est pourquoi un premier
point dépeindra le role des ROS dans les cellules et leur intérét en thérapie anticancéreuse, et
sera suivi d’une étude sur 1’¢lucidation et la caractérisation des réactions mises en jeu, du

mécanisme et des produits éventuellement formés.

Dans le quatrieme chapitre, la synthése et 1’optimisation de ces nouveaux CORMs seront
présentées, avec des fonctions vectrices de type carbohydrate dans le but d’améliorer la
sélectivité et la toxicité de ces composés. Dans un premier temps, les intéréts de la thérapie
ciblée en cancérologie et la raison pour laquelle les carbohydrates suscitent une attention
particuliére dans ce domaine seront discutés. Apres cette bréve introduction, la conception des
CORMs glycoconjugués (GlycoCORM) avec différentes unités glycosidiques (glucose,
galactose, N-acetylgalactosamine (GalNAc), 2-deoxyglucose) constituera la seconde partie et

sera suivie par des analyses biologiques de toxicité.

Le dernier chapitre discutera de 1’utilisation de cette nouvelle série de complexes pour des

réactions de carbonylation. En effet le complexe [Mn(8-HQ)(CO)3;Me-Imd] s’est révélé étre un
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excellent substitut de CO, permettant d’effectuer des réactions d’aminocarbonylation pallado-
catalysées avec de bons rendements avec une quantité sub-stcechiométrique de complexe, a
température ambiante et tout cela sous irradiation lumineuse, ce qui jusque-1a n’avait jamais été

décrit.
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Chapitre 1. Le cancer du foie : traitements et perspectives

1.1 Le cancer du foie et les traitements actuels

Avant d’entrer pleinement dans 1’état de ’art, il est nécessaire de comprendre que le cancer du
foie se distingue majoritairement en deux types composant 95% des cas, le cholangiocarcinome
(15%) et le carcinome hépatocellulaire (80%), les 5% restants correspondant a des cancers
primitifs du foie trés rares tels que I’hépatoblastome, I’angiosarcome ou encore 1’hépatome pour

n’en citer que quelques-uns.!

Concernant le cholangiocarcinome, il fait partie des cancers a trés mauvais pronostic, pour
lesquels seule D’intervention chirurgicale peut offrir des chances de survie. Cependant,
I’espérance de vie des patients atteints et non opérables varie de quelques mois a quelques
années 2. Cette tumeur se développe principalement a partir des cellules épithéliales de la voie
biliaire appelés également cholangiocytes. Le développement de ces tumeurs peut entrainer une
obstruction des voies biliaires conduisant ainsi a un déréglement de 1’activité hépatique.
Néanmoins, il doit étre souligné que le cholangiocarcinome peut affecter toutes les zones de la
voie biliaire. En fonction de la zone concernée, on distingue trois sous-types : le
cholangiocarcinome intrahépatique (1ICCA) localisé a I’intérieur du foie, le perihilaire (pCCA)

qui se trouve en sortie du foie et I’extrahépatique (dACCA) a I’extérieur du foie® (Figure 1).

~N
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\ Bile ductules
[ iCCA
Sacond-order Segmental ducts
bile ducts
J
Left hepatic duct
= Right hepatic duct
s Left and right
‘g’”d‘ . common hepatic pCCA
Eé pCCA ducts
Cystic duct insertion _J
Common bile duct
q'b% dCCA Common bile duct dCCA
A [ ]
3O
A

Figure 1. Représentation des zones de développement du cholangiocarcinome?. Image issue de la
référence 3.

Du fait de son caractére multi-localisé, plusieurs types cellulaires peuvent étre impliqués dans

le développement du carcinome. C’est pourquoi il est difficile de concevoir une méthode de
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thérapie ciblée afin d’atteindre spécifiquement la tumeur. D’autre part, compte tenu de sa faible
prévalence en comparaison du CHC, le choix a été d’écarter cette pathologie et de se concentrer
sur I’étude et la mise en place d’une stratégie de traitement du carcinome hépatocellulaire qui,

comme indiqué précédemment, constitue 80% des cas de cancer du foie.

1.1.1 Le carcinome hépatocellulaire

1.1.1.1 L’épidémiologie du CHC

Le carcinome hépatocellulaire est un cancer primitif du foie, c’est-a-dire qu’il se développe a
partir des hépatocytes. Du point de vue de son épidémiologie mondiale, le CHC est le sixiéme
cancer le plus fréquent et le troisiéme le plus mortel (Figure 2) démontrant ainsi la forte
présence de cette pathologie dans notre société et également justifiant le fait qu’il constitue un

défi de santé publique majeur.

1De 0,
Colon: 9,30% Fole; 7,80%
Estomac;

6,80%

Poumons;
18,70% Seins; 6,80%
Pancreas;

4,80%

Autres;

) 45,90%
MORTALITE MONDIALE EN 2022

Figure 2. Représentation épidémiologique du cancer du foie dans le monde en fonction de la
mortalité. Données issues du site de OMS a la date du 17/03/2024.
(https://qco.iarc.fr/today/en/dataviz/pie Pmode=cancer&qroup populations=1).

Cette pathologie est principalement présente dans certaines zones du globe notamment en Asie
qui concentre environ 70% des cas. Le pays ayant le plus haut taux d’incidence est la Mongolie

avec 94 cas pour 100000 habitants, et la Chine en recense le plus grand nombre avec environ

15


https://gco.iarc.fr/today/en/dataviz/pie?mode=cancer&group_populations=1

300000 cas en 2022. Toutefois il doit étre noté qu’entre 1978 et 2012, le taux d’incidence du
CHC a diminué dans plusieurs pays d’Asie comme en Chine ou au Japon, tandis qu’il a
augmenté dans d’autres régions telles que les Amériques, 1’Océanie et 1’Europe durant cette

méme période.*®

L’age correspondant a la majorité des cas diagnostiqués du CHC est d’environ 75 ans ce qui
correle bien I’augmentation générale du nombre de cas dans le monde avec le vieillissement de
la population. Malgré tout, certains pays contrastent comme par exemple I’Egypte ou 1’age
médian des personnes diagnostiquées est de 58 ans ou encore la Thailande ou la majorité des

cas diagnostiqués est autour de 45 ans.®

Cependant afin d’expliquer et de comprendre les raisons de cette importante disparité en
fonction des pays, il est nécessaire d’étudier 1’étiologie de ce cancer dans le but d’évaluer les

facteurs de risque conduisant a cette maladie.

1.1.1.2 Facteurs de risque

Les facteurs de risque pouvant entrainer le développement d’un CHC sont divers, cependant
parmi tous les parameétres pouvant étre a I’origine, les virus de I’hépatite B et C concernent la

large majorité des cas. Dans cette sous-partie, sera détaillée 1’¢tiologie générale du CHC.

1.1.1.2.1 Virus de I’hépatite B (VHB)

Le VHB est un virus a ADN double brin connu chez I’homme pour provoquer 1’hépatite B.
L’Institut Pasteur estime qu’environ deux milliards de personnes ont été infectés par ce virus et
qu’entre 350 et 400 millions de personnes (5% de la population mondiale) vivent avec une
infection chronique, les rendant porteurs avec la capacité de transmettre le VHB*®. De par son
mode de transmission mais également des caractéristiques démographiques (genre, ethnicité...),
les personnes les plus touchées sont majoritairement les hommes issus de pays en voie de

développement ou a ressources limitées (Afrique subsaharienne, Asie).*

Ce virus se transmet par la voie parentérale via les liquides, sécrétions biologiques, a travers
des aiguilles souillées ou encore les instruments chirurgicaux mal stérilisés. Le VHB infecte

préférentiellement les hépatocytes en reconnaissant les récepteurs NTCP (sodium taurocholate
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co-transporting Polypeptide) exclusivement exprimés a leur surface, une fois qu’il pénétre le
foie’® le virus va s’y multiplier entrainant une réponse du systéme immunitaire qui va déclencher
la destruction des cellules infectées ce qui conduira a une inflammation du foie (hépatite). Cette
infection peut étre aigué ou chronique, et c’est dans le cas d’une infection chronique que peut

survenir le CHC.?

En effet, dans le cas d’une infection chronique, le VHB va intégrer le génome de son hote, et
comme expliqué précédemment cela induira une réponse immunitaire déclenchant une maladie
chronique inflammatoire. Cela va mener au développement d’un cycle de nécrose et de
régénération des hépatocytes entrainant des mutations qui initieront la carcinogenése hépatique
et donc le CHC!?. Parmi tous les cas de CHC recensés, il a ét¢ montré que 50% étaient dus a un

VHB chronique.’

1.1.1.2.2 Virus de I’hépatite C (VHC)

Le VHC est un virus a ARN simple brin étant a I’origine de I’hépatite C. Ce virus touche
environ 3% de la population mondiale. Les régions les plus touchées sont certains pays
d’Afrique tels que I’Egypte ot 22% de la population sont infectés'!. Tout comme le VHB, le

mode de transmission est parentéral et se partage par une exposition au sang.

I est estimé qu’entre 75 et 85% des infections au VHC deviennent chroniques du fait de la
présence continue de ’ARN du VHC. Cependant contrairement au VHB, son matériel
génétique n’intégre pas le génome et n’induit pas directement la carcinogenese hépatique. Le
virus cause des dommages a répétition des hépatocytes suivis de leur régénération conduisant
a des fibroses et donc au développement de cirrhoses du foie, ce qui peut entrainer le
développement du CHC. En effet, 90% des cas de CHC induits par le VHC sont précédés par
une cirrhose hépatique.'? Dans le monde, le VHC serait la cause de 20% des cas de CHC,
nombre qui s’avere étre en augmentation depuis une trentaine d’années en 1’occurrence aux

Etats-Unis ou le nombre de cas a augmenté de plus de 130% entre 1990 et 2009.°

1.1.1.2.3 Consommation excessive d’alcool

Une consommation d’alcool est considérée excessive lorsqu’elle dépasse quatre verres par jour

pour les hommes et trois verres pour les femmes. Il est largement admis que la consommation
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excessive d’alcool est associée a 1’apparition de CHC. Cependant, le doute persiste sur
I’implication directe ou secondaire de 1’alcool en initiant au préalable une cirrhose hépatique.
En effet, il a été observé qu’elle augmente le risque de CHC par 1.5 a 3, de plus ce paramétre
est également dépendant de la quantité ingérée, avec une augmentation du risque de 46% pour
50 g d’éthanol et 66% pour 100 g. Entre 13 et 23% des cas de CHC peuvent étre dus a une
consommation excessive d’alcool, néanmoins des co-morbidités telles que le diabéte et

1’obésité sont souvent associées lors de ’apparition du cancer.'?

1.1.1.2.4 Aflatoxine B

L’aflatoxine est une mycotoxine produite par certains champignons de I’espece Aspergillus
flavus. Cette toxine contamine les grains, les noix, que ce soit durant les récoltes, le transport
ou le stockage de ces derniers. Parmi les différents types d’aflatoxine, 1’aflatoxine Bi se
démarque par sa toxicité. L’aflatoxine B est produite principalement dans les régions chaudes
et humides. Cette substance est reconnue comme étant cancérigene, et combinée a une infection
au VHB, le facteur de risque se voit multipli¢ par 54 contre six pour 1’aflatoxine B; seule.
L’association des deux représente 1’'une des principales causes de CHC dans les pays

asiatiques.'*

1.1.1.2.5 Syndrome métabolique

Les syndromes métaboliques comme le diabete, 1’obésité ou encore I’hypertension ont été
reconnus comme augmentant le risque de développement du CHC de pres de 80%. Dans le cas
du diabete, il a été rapporté qu’il augmenterait les risques de CHC par deux ou trois. Cependant
il n’y a pas de lien entre la sévérité du diabete et le CHC. Toutefois, il a été remarqué qu’en
fonction du traitement du diabéte, le risque pouvait étre accru par exemple avec de I’insuline,
tandis qu’il serait réduit avec I’utilisation de Metformin'>. L’obésité s’est également révélée
étre un facteur de risque. En effet il a été rapporté que 1’obésité chez les jeunes adultes

multiplierait le risque de CHC par deux ou trois.°

1.1.2 Différents traitements a différents stades
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Comme tout cancer, plus la détection du CHC s’effectue précocement et plus les chances de
survie sont bonnes. Toutefois les progres effectués en matiere de traitement permettent de

soigner méme a des stades non-précoces.

Dans le cadre du CHC, les méthodes de traitement vont dépendre de 1’étape d’avancée du
cancer. Le stade du cancer est déterminé selon la classification BCLC (Barcelona Clinic Liver

Cancer), qui discrimine cinq stades : 0, A, B, C, D 'S(Fig. 3).

Stade 0/A Stade D
Résection chirurgicale
Transplantation hépatique Pas de traitements

Traitements locorégionaux

Stade B Stade C

Bholisation transartérielle 1°'¢ ligne: Sorafénib, lenvatinib,

Chimioembolisation transartérielle Jiicorps monoclonaux y
2°me |igne: Régorafénib et cabozanib

Figure 3. Présentation des traitements en fonction des stades d’avancée du CHC’

1.1.2.1.1 Stades 0/A

Les stades 0 et A sont des stades qualifiés de tres précoces et précoces. Dans ces deux cas de
figure, la tumeur mesure moins de trois centimetres et les patients ne présentent aucun
symptome. Pour ces stades, différentes stratégies de traitement sont proposées comme la
résection chirurgicale, la transplantation hépatique ou encore des traitements locorégionaux tels

que I’ablation par radiofréquence, ablation par micro-ondes et I’injection percutanée d’éthanol.

e Résection chirurgicale
La résection chirurgicale, résection hépatique ou encore hépatectomie est une opération
chirurgicale qui vise a retirer une partie du foie. Ce traitement est recommandé pour les patients
conservant une activité hépatique normale et un CHC ne présentant pas plus de trois lésions

inférieures a trois centimétres ou une lésion inférieure a cinq centimetres. Le taux de survie a
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cing ans des patients traités se situe entre 60 et 70%.!7!% 1 Malgré un excellent taux de survie
a cinq ans, des phénomenes de rechute sont observés comme la récidive locale intrahépatique
ou encore 1’apparition d’une seconde 1ésion. Dans ces cas de figure, il est possible de réitérer

I’hépatectomie ou de procéder a une transplantation hépatique.

o Transplantation hépatique
La transplantation hépatique consiste tout simplement en une greffe de foie, ce qui signifie que
le foie malade est remplacé par un foie sain. Contrairement a 1’hépatectomie, cette méthode
permet d’éviter tous les problémes sous-jacents liés au foie malade. Cette méthode est un
traitement de choix pour les CHC au stade précoce ayant montré un taux de survie de 85 % a
quatre ans chez les patients, dont 92% d’entre eux n’ont pas présenté de phénomene de récidive.
Les critéres de sélection pour bénéficier de cette intervention sont, d’avoir une 1ésion de moins
de cing centimetres ou trois 1ésions de moins de trois centimeétres et de ne pas avoir de maladie

extra hépatique.?’

o Traitements locorégionaux

Les traitements locorégionaux sont des traitements visant a agir directement sur la zone
tumorale sans toucher aux cellules saines. Dans le cadre du CHC, des stratégies telles qu’une
injection d’éthanol, I’ablation par radiofréquences (ARF) ou encore par micro-ondes peuvent
étre des traitements de choix pour les CHC non opérables mais peuvent également servir
d’intervention préliminaire afin de permettre une intervention chirurgicale. Dans le cas des
tumeurs de taille inférieure a quatre centimetres, une étude a démontré les traitements par ARF
permettent une survie globale similaire a la résection hépatique, cependant pour les tumeurs
allant jusqu’a cinq centimetres, elle se révele étre plus faible (45% a 3 ans contre 65% pour la
résection hépatique).?!*>?* Du fait de I’absence de bénéfice de ces traitements pour les patients
comparé¢ a la chirurgie, ce type d’intervention n’est recommandé que pour les CHC non

opérables.?*

1.1.2.1.2 Stade B

Le stade B correspond a un niveau d’avancée du CHC ou plus de trois tumeurs dans le foie sont
observées. Cependant, a ce stade, les patients ne présentent aucun symptome et il n’y a pas

d’invasion dans les vaisseaux ou de propagation extra-hépatique. L’embolisation transartérielle
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(TAE) est le traitement de choix pour ce stade. Il consiste a effectuer une embolisation, c’est-a-
dire a bloquer ou ralentir de fagon localisée 1’arrivée du sang par les vaisseaux sanguins vers
les tumeurs, diminuant leur approvisionnement et entrainant ainsi la mort de ces dernieres par
nécrose ischémique. Ces agents emboliques peuvent étre couplés avec une molécule
chimiothérapeutique (doxorubicine, figure 4) afin d’obtenir un effet synergique combinant

activité cytotoxique et ischémie, on parle alors de chimioembolisation transartérielle (TACE).?

Figure 4. Structure de la doxorubicine

Ces méthodes montrent des taux de survie a deux ans modestes (24 a 63%) mais surtout
d’importants effets secondaires sont rapportés tels que des cirrhoses avancées ou des
thromboses de la veine porte. Cependant, une nouvelle méthode de TACE a ¢été récemment
développée utilisant des microbilles chargées d’une drogue cytotoxique (DEB-TACE). Bien
que cette technique présente la méme efficacité que la TACE, elle a cependant permis de réduire

significativement les effets secondaires.

1.1.2.1.3 Stade C

Le stade C du CHC indique que le cancer a envahi les gros vaisseaux sanguins du foie ou s’est
propagé hors du foie, a ce niveau d’avancée, les patients présentent des symptomes. Dans le cas
du stade C, il n’est plus possible d’effectuer des interventions chirurgicales ou thérapies
locorégionales. De ce fait, les solutions proposées sont des traitements pharmacologiques
systémiques, dont la chimiothérapie, avec comme traitement de premiére ligne I'utilisation du

sorafénib et lenvatinib et en deuxiéme ligne, le régorafénib et cabozanib (Figure 5).
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Figure 5. Molécules utilisées pour le traitement du CHC avancé en premiéere et seconde ligne.
e Sorafénib

La premiére molécule approuvée pour le traitement de patients atteints de CHC avancé est le
sorafénib. Le sorafénib est un inhibiteur de tyrosine kinase multicible vendu par Bayer sous le
nom de Nexavar® approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) et I’AEM (Agence
Européenne du Médicament) en 2007 sur la base de résultats obtenus lors des deux essais
cliniques SHARP et ORIENTAL.!” Le sorafénib est utilisé historiquement pour les traitements
systémiques de premiere ligne du CHC avancé, il inhibe 1’activité de diverses tyrosine kinases
telles que VEGFR-2/3, PDGFR, Flt3 ou encore Raf kinases, qui sont des protéines impliquées

dans I’angiogenése et la progression des tumeurs.?’

L’effet thérapeutique bénéfique de la molécule a été démontré a travers deux études
randomisées en double aveugle, I’essai SHARP (Europe et Etats-Unis) et ORIENTAL (Asie).
Dans le cas de I’essai SHARP, I’¢étude a été effectuée sur une cohorte de 602 patients présentant
un CHC avancé, avec d’une part un groupe sorafénib et de I’autre un groupe placébo. La survie
globale observé chez ceux ayant pris le sorafénib est de 10,7 mois contre 7,9 mois pour le
groupe placébo. L’essai ORIENTAL quant a lui, a montré sur une cohorte de 271 patients une
survie globale de 6,5 mois pour le groupe sorafénib et 4,2 pour le groupe placébo. Ces études

ont donc permis de démontrer 1’efficacité du composé, cependant la dure réalité est qu’elle ne
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permet pas de soigner les patients mais uniquement de prolonger leur espérance de vie

d’environ trois mois.?%?°

e Lenvatinib

Tout comme le sorafénib, le lenvatinib est un inhibiteur de tyrosine kinase inhibant des protéines
comme la VEGFR1-3 ou encore FGFR1-4 qui sont impliqués dans le développement du cancer.
L’¢étude multicentrique de non-infériorité (étude d’évaluation de la non-infériorité de I’efficacité
d'un nouveau traitement par rapport a celle du traitement de référence) REFLECT (Europe,
Asie, Amérique du Nord) entreprise sur 954 patients a démontré que le lenvatinib est non-
inferieur vis-a-vis du sorafénib avec des survies globales respectives de 13,6 mois et 12,3 mois.
Cet essai a pu mettre en avant le lenvatinib comme potentiel substitut du sorafénib. Cependant
en termes d’effets secondaires, le lenvatinib présente sensiblement les mémes que ceux causés

par le sorafénib, a savoir de I’hypertension, diarrhée, perte d’appétit et perte de poids.*°

e Régorafénib et Cabozantinib
Le régorafénib et le cabozantinib sont également des inhibiteurs de tyrosine kinase. Ces
molécules sont utilisées en deuxiéme ligne de traitement, c’est-a-dire lorsque les patients
présentent une faible tolérance au sorafénib. Les essais cliniques RESORCE et CELESTIAL
ont montré que ces molécules permettaient de prolonger I’espérance de vie des patients

d’environ deux mois.>"*?

e Anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux atezolizumab et bevacizumab représentent des stratégies de
traitements de thérapie ciblée approuvés par la FDA et I’AEM et sont devenues depuis quelque
années les traitements standards en premiére ligne au dépend du sorafénib. L’ Atezolizumab est
un anticorps anti-PD-L1 (Programmed death-ligand 1), une protéine exprimée a la surface des
macrophages associés aux tumeurs et le bevacizumab quant a lui est un anticorps ciblant VEGF
(Vascular endothelial growth factor), qui est une protéine jouant un role dans la croissance
tumorale. La combinaison de ces deux anticorps en tant que traitement a montré chez les
patients atteints de CHC avancé une survie d’environ 6,5 mois contre trois mois pour le
sorafénib.** Malgré de bien meilleurs résultats vis-a-vis du sorafénib, ce traitement ne permet
toujours pas de soigner les patients au stade C, signifiant qu’a ce jour un patient qui atteint ce

niveau d’avancée de la maladie est condamné.
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1.1.2.1.4 Stade D

Dans le cadre du stade D, les patients présentent de séveres symptdmes, le cancer s’est ici
propagé dans les gros vaisseaux sanguins et également vers d’autres parties du corps. [In’y a a
ce jours aucun traitement correspondant a ce stade, dans ce cas de figure les patients sont sous

soins palliatifs afin de tenter d’améliorer la qualité de vie cependant 1’issue reste sans appel.'”

Dans cette partie nous avons pu explorer la diversité des traitements du CHC en fonction de
son stade d’avancée, en mettant I’accent sur la nécessité d’un diagnostic précoce pour espérer
avoir des chances de survie. En effet, pour les stades C et D aucun traitement curatif n’existe a
ce jour, ce qui constitue une situation problématique qui doit étre résolue par la proposition de
stratégies alternatives. C’est dans ce contexte que le monoxyde de carbone peut représenter

cette alternative, et la raison du pourquoi sera discutée dans la seconde partie.

1.2 Le monoxyde de carbone, une solution ?

Le monoxyde de carbone est connu dans la culture populaire comme un gaz toxique et mortel,
responsable de milliers de cas d’empoisonnement chaque année. Cependant, des études ont
montré que le CO était produit naturellement par 1’organisme et que son administration
controlée peut permettre de traiter certaines pathologies voire méme tuer les cellules
cancéreuses. Cette partie traitera en détail la toxicité et la biologie entourant le monoxyde de
carbone, et tentera d’expliquer la raison pour laquelle le CO est un candidat intéressant pour

une thérapie anticancéreuse.

1.2.1 Biologie du monoxyde de carbone et sa toxicité

Le monoxyde de carbone est un gaz incolore, inodore, non-irritant mais cependant hautement
toxique ce qui lui a valu le surnom de « tueur silencieux ». En effet, d’aprés Santé Publique
France, il y a chaque année environ 1300 cas d’empoisonnement au CO impliquant environ

3000 personnes et responsables d’environ une centaine de déces.>*

Le CO est le sous-produit de réactions de combustion incompléte (Figure 6). Les sources de
CO sont majoritairement les appareils consommant des combustibles tels que le gaz naturel,

bois, charbon, essence pouvant provenir de véhicules ou de radiateurs ménagers.
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C+1/20, — CO Réaction de combustion incompléte

C+0, — CO, Réaction de combustion compléte

Figure 6. Réaction de combustion incompléte (formation de CO) et complete (formation de CO3).

L’exposition au CO dans les lieux clos est surtout due a un dysfonctionnement des appareils de
chauffage ou encore une mauvaise ¢évacuation de la fumée des cheminées. Ces
empoisonnements ont €té principalement reportés durant les périodes de froid important,

d’ouragan ou autre.*

1.2.1.1 Mécanisme d’action du monoxyde de carbone

Une fois que le monoxyde de carbone est introduit dans 1’organisme, il va se lier a
I’hémoglobine (Hb, protéine responsable du transport de I’oxygeéne) conduisant a la formation
de carboxyhémoglobine (HbCO), entrainant ainsi une diminution de I’apport en oxygene au
sein des cellules menant donc au développement de phénoménes d’hypoxie pouvant entrainer

une cascade de symptomes en fonction de la quantité de CO ambient (Figure 7).3
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Figure 7. Courbe de relation des effets physiques sur I’homme pour une quantité de HbCO donnée en
fonction de la quantité de CO dans I'air (en ppm).

Aprés que le monoxyde de carbone est inhalé, il se diffuse a partir des alvéoles pulmonaires
vers le sang a travers la membrane alvéolocapillaire. Une fois dans le sang, le CO va se lier trés

rapidement a I’hémoglobine prenant la place du dioxygéne. La substitution du dioxygene par
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le CO est favorisée car en effet, ’affinité de I’hémoglobine pour le CO est de 200 a 250 fois
supérieure a celle pour I’O,. La quantité de HbCO formée dépend directement du temps
d’exposition et de la concentration en CO présent dans I’air, et ’augmentation de la présence

de cette derniére entraine une diminution de la quantité de O, *’(Figure 8).
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Figure 8. Courbe de dissociation du complexe Oxygene-Hémoglobine. La présence de
carboxyhémoglobine entraine une diminution de la quantité de O, libéré. Schéma issu de la référence
37.

Une fois le CO internalis¢ dans les cellules, il va se lier au cytochrome ¢ oxydase (complexe IV
de la chaine de respiration mitochondriale, Figure 9) et autres hémoprotéines, empéchant la
réduction du Oz en H,O ce qui par conséquent, va dégrader les fonctions mitochondriales et
diminuer I’apport d’énergie vers les muscles du cceur. C’est pourquoi les personnes ayant des

problémes cardiaques sont plus sujettes aux risques d’arythmie et de crise cardiaque des suites

d’un empoisonnement au CO.**>
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Figure 9. Schéma illustrant le processus de respiration cellulaire au sein des mitochondries. Image
issue de Biorender.com.

Il est globalement admis que le taux de HbCO présent dans le sang est corrélé au niveau
d’intoxication. Cependant, une étude effectuée sur des chiens a montré que méme pour des
concentrations artificielles en HbCO allant jusqu’a 80% les chiens survivent tandis que,
lorsqu’ils sont placés sous une atmosphere de CO a 13%, cela entraine la mort de tous les chiens
au bout de 15 minutes. Cette étude montre que 1’internalisation dans les cellules de la HbCO
n’est pas favorisée et qu’un équilibre Hb libre/HbCO est nécessaire pour induire la toxicité

attendue.?**°

1.2.2 La biologie du monoxyde de carbone

Les travaux de T. Sjostrand publiés en 1949 ont marqué un tournant dans 1’é¢tude du CO. En
effet, il a décrit que le CO est produit de fagon endogéne par 1’organisme.*! Un peu moins de
deux décennies plus tard, R. Tenhumen et collaborateurs ont précisé que la génération de CO a
lieu lors de la dégradation des globules rouges.** En effet, la libération de CO se produit lors du
catabolisme de I’héme, processus en deux étapes catalysées par ’héme oxygénase et la

biliverdine réductase (Schéma 1).%
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NADPH + O, NADP* + Fe?* + CO NADPH + H*  NADP*
Héme Oxygénase Biliverdine réductase
HOOC . COOH HOOC HOOC HOOC COOH
Héme o
Biliverdine Bilirubine

Schéma 1. Catabolisme de I’'héme en bilirubine. Processus en deux étapes catalysées successivement
par ’heme oxygénase et la biliverdine réductase.

L’héme libre est une molécule toxique pour I’organisme, responsable de phénomeénes tels qu’un
stress oxydant entrainant la production de ROS ou encore d’hémolyse (destruction des globules
)44

rouges)™, ce qui explique pourquoi I’organisme va naturellement dégrader la molécule.

Dans un premier temps, I’héme va étre oxydée en biliverdine, la réaction est catalysée par
I’héme oxygénase (HO) et s’effectue en présence de dioxygene et NADPH, libérant ainsi du
Fer(II), du NADP" et du CO. La biliverdine est ensuite réduite en bilirubine, la réaction est
catalysée par la biliverdine réductase en présence de NADPH et H".** La libération de CO est

donc exclusivement due a 1’action de I’héme oxygénase.

La HO existe sous deux isoformes. HO-1 est une isoforme induite en réponse a des stress
(ischémie, déplétion en glutathion, radiation, hypoxie) et est exprimée dans tous les types
cellulaires, et HO-2 est quant a elle une isoforme constitutive exprimée naturellement dans le
cerveau, les testicules et les vaisseaux sanguins.* Cependant ces deux enzymes assurent le
méme rdle catalytique d’oxydation de I’héme. Cependant la sous-expression d’HO-1 a été
associée au développement de phénomenes d’inflammation chronique, et cette déficience a

méme été reportée dans le cas d’un patient décédé des suites de syndromes inflammatoires.*>*¢

Différents travaux effectués sur des modeles d’ischémie cardiaque, d’inflammation pulmonaire
ou encore d’hypertension ont montré qu’une expression de HO-1 permet une action
cryoprotectrice et homéostatique.*’*** De ce fait, I’administration des produits de réaction
comme la bilirubine et la biliverdine a été explorée, cependant ils sont soit difficiles a produire

50,51

ou a formuler et ont une faible biodisponibilité, a I’exception du CO, qui est peu couteux,

facile a produire et non réactif, faisant ainsi de lui un candidat de choix.

1.2.3 Les premiers essais du CO gazeux en thérapie et les limites

Comme vu précédemment, le CO est produit naturellement par 1’organisme et il présente un

role bénéfique dans le cas d’une sous-expression d’HO-1. Néanmoins, en 1993, Snyder et
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collaborateurs ont découvert que le monoxyde de carbone posséde également les

caractéristiques d’un gazotransmetteur.>

De maniére générale, les gazotransmetteurs sont des gaz produits par 1’organisme et qui
assurent diverses fonctions physiologiques. Il en existe trois, le monoxyde d’azote (NO), le
sulfure de dihydrogene (H2S) et le monoxyde de carbone. Leur role principal est de maintenir
I’intégrité¢ du systeme cardiovasculaire et d’autres parties du corps via des processus de

signalisation, d’activation et de régulation d’hormones et autres molécules biologiques.>*

Dans le cas du CO, il est responsable de la modulation de I’expression de protéines telles que
la guanylate cyclase, des récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysome (PPARY), de
protéine de choc thermique (HSP) ou encore de facteur induit par ’hypoxie (HIF) pour en citer
quelques-unes, et toutes sont impliquées dans des processus de protection cellulaire et
homéostasie (Figure 10).>* Cependant, il est nécessaire de préciser que ces effets bénéfiques se
produisent pour des concentrations en CO controlées. A trop forte concentration, la toxicité du

CO prend le dessus.
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Figure 10. Comparaison des effets de stress environnementaux sur les cellules sans ou avec la
présence de CO. Image issue et modifiée de la référence 54.

En 2000, L. Otterbein et collaborateurs ont pu démontrer les propriétés anti-inflammatoires du
CO in vivo. En effet, ils ont dans un premier temps prouvé que le CO inhibe 1’expression de

cytokines pro-inflammatoires TNF-a et interleukine-1p tout en augmentant simultanément
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I’expression de I’interleukine-10, une cytokine anti-inflammatoire dans des macrophages RAW
264.7. Ces résultats ont été confirmés sur des modéles murins.>® L’effet anti-apoptotique du CO
a également été démontré par X. Zhang et collaborateurs sur des mode¢les in vivo de souris, ou
ils ont observé que lorsque du CO était administré a faible concentration, il inhibait 1’apoptose

induite par ischémie-reperfusion pulmonaire.>®

Le premier essai thérapeutique randomisé de phase 1 impliquant le CO gazeux, était une étude
d’innocuité permettant de vérifier la toxicité ou non d’une administration de CO gazeux et
I’efficacité du matériel d’injection utilisé, le Covox DS. Dans cette étude, le CO a ét¢ administré
a trois milligrammes par kilogramme par heure pour des durées allant d’une heure a 10 jours.
Les niveaux de HbCO détectés ont atteint au maximum environ 12%, ce qui est tout a fait
acceptable®” (cf. Fig. 7). Une seconde étude sur 20 anciens fumeurs atteints de
bronchopneumopathie chronique obstructive (affection pulmonaire réduisant le flux d’air et
causant des problémes respiratoires) a révélé que 1I’administration de 100-125 ppm de CO
pendant deux heures sur quatre jours est bien tolérée et qu’aucune complication n’était a

signaler, cependant, ils n’ont pas pu conclure d’un réel effet thérapeutique du CO.>®

Dans le cadre des cellules cancéreuses telles que celles issues de patients atteints de CHC, il a
été rapporté qu’une importante quantité de HO-1 était exprimée, impliquant une production
plus élevée de CO dans celles-ci. Ils concluent que ces parametres amélioreraient la croissance
et la propagation des tumeurs.* Inhiber I’activité de 1’enzyme via par exemple I’introduction
exogene de produits de catalyse ou tout simplement supprimer I’expression de I’enzyme devrait
altérer Dactivité tumorale. Effectivement, une ¢étude complémentaire a confirmé ces
observations en inhibant I’expression de HO-1 via ’utilisation de siRNA. Dans cette étude, ils
ont observé que dans le cas des cellules dont I’expression de HO-1 était inhibée, la croissance
et la prolifération associées étaient beaucoup plus lentes en comparaison avec les cellules non-

modifiées.®

D’un autre coté, il a été montré par L. Otterbein et collaborateurs qu’une administration
intracellulaire importante de CO inhalé pouvait également avoir un effet cytotoxique. En effet,
comme dit précédemment, le CO affecte I’activité mitochondriale en complexant les différentes
hémoprotéines constituant la chaine de respiration mitochondriale, entrainant ainsi une
surproduction de ROS conduisant a une toxicité induite pouvant entrainer la mort des

cellules.%°!
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Malgré des résultats intéressants in vitro et in vivo, la mise en place d’une telle stratégie de
traitement fait face a un mur. En effet, persiste le probléeme du CO et sa toxicité. Les résultats
biologiques ont montré qu’a faible dose, le CO ne présente pas de toxicité chez 1’homme
cependant afin de présenter un effet cytotoxique, la dose nécessaire est bien plus élevée se
rapprochant méme dangereusement des doses toxiques. A cause de ce faible indice
thérapeutique mais aussi a la perception générale sur I’utilisation d’un gaz toxique comme

traitement, 1’administration de CO en thérapie anti-cancéreuse semble impossible (Tableau 1).

Cible et mécanisme biologique du CO Approches Avantages Inconvénients
thérapeutiques

La surproduction de CO dans les tumeurs  Inhibition sélective de %+ Sélectivité partielle. +* Possible effets
entraine une cytoprotection et des effets HO-1. +* Peut étre combiné avec de la secondaires.
pro-prolifératifs et anxiogénes. chimiothérapie.
Administration d’'une importante quantité CO administré sous <+ Forte probabilité d’'une % Uindice
de CO dans les cellules tumorales nuit a forme gazeuse. réponse sur les cellules thérapeutique du
leur métabolisme et déclenche un effet tumorales. CO inhalé peut étre
anticancéreux. %+ Le CO diffuse trés bien dans assez faible.
I'organisme et peut donc ¢ La toxicité
facilement entrer dans le tissu systémique doit
tumoral. étre suivie
(contréle du taux
de COHDb).

Tableau 1. Présentation des avantages et inconvénients des stratégies anticancéreuses impliquant
I'utilisation du CO gazeux. Tableau construit a partir de la référence 60.

Une alternative permettant de pallier ces difficultés, serait la conception et I’administration de
CO sous forme de prodrogue dont I’action thérapeutique n’aurait lieu qu’a I’intérieur des

cellules cancéreuses sous ’effet d’un stimulus externe.

1.3 Les molécules libératrices de CO (CORMs)

L’utilisation de monoxyde de carbone a 1’état gazeux présente des effets bénéfiques mais
d’importants inconvénients du fait de sa toxicité et la difficulté a controler son administration.
Afin de pallier cette difficulté, les scientifiques ont développé 1’utilisation d’une plateforme
moléculaire liée de facon covalente au CO et pouvant le libérer sous I’effet d’un stimulus
extérieur (Figure 11). Ces composés sont les molécules libératrices de monoxyde de carbone

ou encore CORMs (CO-Releasing Molecules).
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Figure 11. Schéma général d’'un CORM lié a une molécule de CO

1.3.1 Présentation générale des CORMs

Le CO est sans aucun doute 1’un des gaz diatomiques les plus importants et les plus utilisés,
que ce soit en milieu académique ou industriel durant les derniéres décennies.®? En effet, le CO
est une molécule gazeuse neutre et stable composé de dix €lectrons de valence ou selon I’une
de ses formes de résonance sont réparties sur trois liaisons et un doublet non-liant pour chaque
atome, rappelant la structure du N> (Figure 12). Cependant, méme si le N> est reconnu comme
¢tant une molécule tres stable, la liaison CO possede 1’énergie de dissociation la plus élevée
avec 1072 kJ/mol contre 942 kJ/mol.®> Contrairement au N», le CO présente des charges
localisées avec un moment dipolaire non-nul rendant la molécule réactive et lui permettant ainsi

de faire des liaisons.

+:N=—N: IBEC_: -~ - ,:O:CQ

Figure 12. Représentation des formes de résonance du CO. Comparaison avec la molécule de N..

Le CO est principalement connu pour coordiner des métaux de transition de basse valence, du
fait de sa capacité a faire une liaison o par le doublet non-liant situ¢ sur le carbone mais
également & accepter les électrons des orbitales d du métal via ses orbitales 7", on parle ici de
retro-donation (Figure 13). Ces interactions entre le CO et le métal rendent la liaison
extrémement stable, expliquant la forte affinité entre le CO et I’héme (Fe?*) en comparaison

avec Os.
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Figure 13. Représentation du modeéle d’interaction ligand CO -Métal.

Développer une molécule ou complexe portant le CO sous la forme de ligand carbonyle semble
étre 1’alternative de choix pour contourner le probléme de sa nature gazeuse, cependant cette

liaison étant trés stable, il reste maintenant a trouver une solution pour déclencher sa rupture.

Le premier complexe métal-carbonyle fut décrit par L. Mond en 1890 et a pour formule
[Ni(CO)4]. Ce complexe fut obtenu en faisant réagir du CO gazeux sur du nickel métallique.®®
Cependant, méme s’il remplit la condition d’étre li¢ a du CO, ce complexe est intrinséquement
extrémement toxique, et beaucoup de complexes métal-CO développés dans les années
suivantes tels que [Mo(CO)s] et [Cr(CO)s] (Figure 14) sont également trés toxiques, les rendant

inutiles pour une application thérapeutique.

CO
\ 7
oc.. | .co
Ni-...... Mo_
oc” \.CO  oc7| >co
co CO

Figure 14. Structures des complexes [Ni(CO).] et [Mo(CO)g].

Néanmoins, par la suite des complexes métal-carbonyle biocompatibles ont été développés, ils
ont pour formule générale [Re(CO)3L3]" ou encore [**Tc(CO);Ls]", et ont été étudiés dans le
cadre d’applications en bio-imagerie. Cependant, leur stabilité étant trop importante, il n’est pas
possible d’induire la libération de CO dans des conditions douces, ce qui ne permet pas de les

compter parmi les candidats pour une application biologique autre que ’imagerie.’*%

En effet, pour que ces composés puissent avoir un réel intérét thérapeutique, ils doivent étre
solubles et/ou stables en solution aqueuse, apreés administration, ils ne doivent pas étre dégradés
durant la circulation et arriver intacts dans les cellules cibles, une fois internalisés, ils doivent

étre capables de répondre au stimulus trés rapidement.*°
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R. Motterlini fut le premier, en 2002, a décrire I’identification, la caractérisation et les études
biologiques des complexes métal-carbonyle en tant que CORMs. Les complexes étudiés dans
ces travaux sont [Mn2(CO)io], [Ru(CO)3(Cl)2]2 et [Fe(CO)s], aux deux premiers seront
attribuées les dénominations respectives de CORM-1 et CORM-2 (Figure 15).°¢ CORM-1 et le
complexe de Fer, sont des CORMs photoactivables (photoCORM) avec des temps de demi-vie
de décomposition de I’ordre de la minute (en fonction de la longueur d’onde utilisée, 365 nm
dans 1’¢étude), cependant CORM-2 libére ses CO par échange de ligand avec les hémoprotéines

un temps de demi-vie d’une minute comme démontré dans 1’é¢tude a travers un test a la

myoglobine.”’66
CcCO CO CcCO CO
| .CO J Cco oC,, | .Cl, CI\\CO | wCO
OC—/NIh /M\n‘—co RU 'Ru‘\ OC—F|e"\
7
oc” ¢coOC ¢co OC/c|:|\CI sovco co CO
CORM-1 CORM-2
[Mn3(CO)40] [Ru(CO)3(Cl),l, [Fe(CO)s]

Figure 15. Structures moléculaires des trois premiers CORMs étudiés.

Dans les années qui ont suivi et jusqu’a nos jours, des centaines de CORMs de structures
différentes ont été étudiés. Toutefois, un parameétre déterminant au-dela de leurs structures les
discrimine, il s’agit du mode d’activation. En effet, dans la stratégie CORMs, le stimulus utilisé
pour déclencher la libération de CO est sans doute le parametre le plus important pour un futur
controle spatial, temporel et quantitatif du processus de relargage du CO. Les points suivants
vont traiter de différents modes d’activation développés dans la stratégie CORMs au cours des

derniéres décennies.

1.3.2 Libération du CO par échange de ligand

Le premier composé ayant démontré la capacité de la stratégie CORM dans le cadre
d’applications biologiques est le complexe [Ru(CO)3(Cl)2]> (CORM-2). Comme dit
précédemment, le processus de libération de CO s’effectue par le biais d’un échange spontané
de ligand. Les effets associés a la libération de CO dans le cadre de CORM-2 se sont révélés
étre I’induction de processus de vasodilatation, une activité anti-inflammatoire, une protection
contre I’ischémie mais également présente un intérét dans le cadre d’hypertension
pulmonaire.®”%® Cependant, méme si ce composé posséde des propriétés intéressantes, il n’est
pas hydrosoluble ce qui peut présenter un important inconvénient pour une réelle application

thérapeutique.
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Toutefois, afin de contrer cette problématique de solubilité, la structure de cette molécule a été
optimisée et un nouveau complexe de formule [Ru(CO)3Cl(glycinate)] (CORM-3) a vu le jour
(Figure 16) .

CO
0Cs,, | WO
Ru
oc” | YN
cl H:
Figure 16. Structure du complexe [Ru(CO);Cl(glycinate)] CORM-3

Ce composé, connu sous le nom de CORM-3, est sans aucun doute le CORM le plus étudié au
cours de ces 20 dernieéres années. Comme pour CORM-2, cette molécule est a base de
ruthénium (II). Le complexe adopte une géométrie octaédrique autour duquel trois CO sont en
position faciale, deux sites de coordination sont occupés par le glycinate et le dernier par un ion
chlorure. L’avantage de CORM-3 comparé a beaucoup d’autres est qu’il est hydrosoluble le
rendant tout de suite plus attrayant pour un statut de potentiel candidat en thérapie. Ce composé
a pu étre étudié lors d’essais précliniques ou les différentes études ont démontré qu’il permettait
une amélioration des fonctions hépatiques et pulmonaires apres transplantation, il possede
¢galement une activité anti-inflammatoire, vasodilatatrice, il est également efficace dans le

traitement de la polyarthrite rhumatoide et améliore les fonctions rénales.%”-%7

CORM-3 a permis de confirmer I’intérét de ce type de molécule dans le cadre d’une potentielle
thérapie médiée par le CO. Toutefois, ce complexe ne permet pas d’avoir un contrdle
spatiotemporel complet du relargage de CO. En effet, il a été remarqué qu’il libére ses CO
également dans les conditions physiologiques (37°C, pH= 7,4) en moins d’une minute. Cette
caractéristique de contrdle spatiotemporel est primordiale, afin d’éviter les potentiels effets

secondaires et de contrdler au mieux le dosage.”!

Par conséquent, malgré les excellents résultats biologiques obtenus pour ces CORMs, il reste
encore a optimiser certains parametres afin d’avoir un meilleur contrdle. Pour cela dans un
premier temps peut étre envisagé un relargage du CO par une réaction endogene, en

I’occurrence par le biais d’une catalyse enzymatique.
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1.3.3 Libération du CO par processus enzymatique

La libération de CO par I’intermédiaire d’une réaction enzymatique est une idée astucieuse, car
en effet cela permet de s’affranchir de tous les processus parasites pouvant survenir en solution
et ainsi entrainer une libération de CO non contrdlée. C’est dans cette idée qu’ont été congus

les ET-CORMs (enzyme-triggered CO-releasing molecules).

H-G. Schmalz et collaborateurs sont les premiers a développer cette classe de CORMs avec la
conception d’un complexe fer-tricarbonyle coordiné par un ligand acyloxybutadiéne (Schéma
2). Ce composé est activé par les estérases, phosphatases ou encore protéases intracellulaires
entrainant la formation d’un ligand instable hydroxybutadi¢ne fragilisant complétement le

complexe et induisant la libération de trois CO."?
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Schéma 2. Structure des complexes ET-CORMs développés par Schmalz et coll. Mécanisme de
libération du CO induit par réaction enzymatique.

Dans les années qui suivirent, B. Wang et collaborateurs congurent une nouvelle série de ET-
CORMs, cette fois entierement organiques. Le principe est basé sur la présence d’une lactone
a 7 chainons qui réagit en présence d’une estérase permettant une cycloaddition de Diels-Alder

entrainant la libération de CO (Schéma 3).”
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Schéma 3. Mécanisme de libération activé par une réaction enzymatique sur les molécules
développées par Wang et coll.

Intermédiaire

Concernant leurs propriétés biologiques, ces composés présentent une activité anti-
inflammatoire mais présentent ¢galement certains inconvénients. Tout d’abord, ils ne sont pas
solubles dans 1’eau ce qui comme expliqué précédemment, peut étre un facteur limitant. De
plus, la cinétique de libération des CO varie de cinq minutes a huit heures en fonction des
substituants pour le complexe de fer, ce qui peut étre assez long et rentrer en compétition avec

la cinétique de diffusion des molécules (internalisation/externalisation).

Afin d’améliorer ce parametre, 1’exploitation de processus a cinétique élevée comme les
réactions acido-basiques ou d’oxydo-réductions peut étre envisagée. C’est pourquoi les
quatriemes et cinquiémes points traiteront de I’implication et de 1’utilisation de ces derniers

dans la libération de CO.

1.3.4 Libération du CO par processus d’oxydo-réduction

F. Zobi et collaborateurs ont décrit en 2010 une nouvelle série de CORM a base de rhénium
libérant le CO via un mécanisme d’oxydo-réduction. Ces CORMSs appelés ReCO-RM-1 et Bi2-
ReCO-RM-2 (Figure 17) sont des complexes de Rhénium (II) qui présentent I’immense

avantage d’étre hydrosolubles et stables dans les conditions aérobies.”
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Figure 17. Structure moléculaire des complexes ReCO-RM-1 et B;,-ReCO-RM-2.

Le mécanisme entrainant la libération de CO débute par un échange de ligand ou trois bromures
sont remplacés par trois molécules d’eau. Le complexe cationique résultant va étre réduit en un
complexe neutre de rhénium(I) par le biais d’un processus croisé d’oxydation d’'une demi-mole
de bromure en conditions protiques formant 1’hypobromite correspondant et générant un
¢lectron. S’en suit une réaction acido-basique avec déprotonation d’un ligand aqua formant
ainsi le ligand hydroxo correspondant entrainant le passage d’un complexe neutre en un
complexe anionique de formule cis-[Re'(CO).Br(H20)2(OH)]. Ce dernier va libérer une
molécule de CO selon un mécanisme non connu a ce jour (Schéma 4), cependant F. Zobi a
identifié par infrarouge la présence d’un intermédiaire monocarbonylé qui serait I’espece
subissant la derniére oxydation formant ainsi un complexe anionique ReO4"."*

2- +

Br Br Br

I
oc; RelBr H,0 oc; Flie”\OHz H,0 oc, Fla 1 1OH,
oC | Br oC | VOH2 1/2 Br OC" VYOH
Br OH, OH, -
ReCO-RM-1
1/2 BrO™+ 1e” +HH
Br
ReOy o |ocy, }Le' \OH,
oc” | YOH,
Cco OH
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H,0

Schéma 4. Mécanisme proposé par F. Zobi de la libération du CO de ReCO-RM-1 selon un processus
d’oxydo-réduction.

Ces complexes ont démontré des propriétés antioxydantes sur des cardiomyocytes de rats
néonataux les protégeant d’ischémie et diminuant la mortalité cellulaire de 80%.57-7* Toutefois

méme si la vitesse de relargage de CO reste acceptable, allant de 6 a 30 min, a la vue du
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mécanisme, le contrdle spatiotemporel complet semble difficile vu que le processus débute par

une solvolyse qui peut avoir lieu a n’importe quel moment.

Un autre mécanisme de libération de CO médi¢ par les ROS (Reactive Oxygen Species) a été
mis en avant par A. Schiller et collaborateurs sur des complexes cationiques de manganése (1)
(Figure 18) connus pour libérer le CO sous irradiation lumineuse. Ici les auteurs ont démontré
que ces composés €taient ¢galement sensibles a H>O», qui est un ROS généré en plus importante

quantité dans les cellules cancéreuses,’> avec une cinétique de libération d’environ 25 minutes.

B —+
N7 “OTf
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0=s=0 _
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7 \ 7 7 Z |
N | N, NN
S N/// | \\\N NS S ///,/ | |‘\\\ NS
“Mn" ‘Mn

o CcoO — L CO i

Figure 18. Structures des CORMs étudié par A. Schiller et al.

Des travaux complémentaires confirmant et proposant le mécanisme de ce phénomene ont été
publiés par Q. He et collaborateurs sur le complexe CORM-1 encapsulé dans des nanoparticules
de silice mésoporeuse. Dans cette étude, ils ont montré qu’en présence de H>O» intracellulaire,
du CO est libéré avec une cinétique d’environ une heure entrainant la formation d’un complexe
de manganese (III) de formule Mn»O3. Dans cette publication, ils émettent I’hypothése que ce
complexe de manganese catalyserait une réaction de type Fenton, ¢’est-a-dire de décomposition
du H202 en HO, et HO' réagirait ensuite avec le CORM pour déclencher la libération de CO
(Schéma 5).76

Réaction type Fenton

H20, / \ > 2 HO'
oc, §%oc, ° COqp CO
. oc, 7°0c,
0C—Mn——Mn-CO ook A —co
"o | Yo - v Mn,O3 + H,0
| v | ¥ naUs 2
co”® co Llco goco

CO

Schéma 5. Mécanisme proposé de libération de CO médiée par H,0,.
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Ces composés ont révélé présenter une activité anti-cancéreuse sur les lignées cellulaires du
cancer du foie (HepG2) ou encore cancer du célon (HCT116) mais également in vivo sur des
modeles de souris, rendant trés prometteuse cette stratégie médiée par les ROS qui sont
naturellement surproduits par les cellules cancéreuses. Cependant dans ce cas de figure, il reste

a déterminer si la toxicité est réellement due au CO ou aux ROS produits.

Comme introduit précédemment, 1’autre mode d’activation favorable cinétiquement est la

réaction acido-basique, et ce paramétre sera détaillé dans le point suivant.

1.3.5 Libération du CO par effet de pH

En 2004, R. Motterlini et collaborateurs ont publi¢ I’étude d’une nouvelle série de CORMs
100% organique de la famille des boranocarbonates de formule Na>[H3;BCO;] (CORM-A1) et
Na[H3;BCONRR/] (Figure 19).

S\
- R

H3B o) R,

Figure 19. Structures des CORMs, CORM-A1 et Na[H3sBCONR;].

Ces composés sont intéressants dii a la faible toxicité du bore et I’intérét général envers les
molécules organiques par rapport aux métaux en biologie. Ces CORMs sont a la fois
hydrosolubles et capables de libérer du CO dans les conditions biologiques. En effet, a des pH
neutres (6.8-8), I’acide ou I’amine vont se protoner entrainant le départ d’une molécule d’eau
ou de I’amine correspondante. L’intermédiaire monocarbonylé formé va se dissocier avec une

cinétique trés rapide, impliquant la libération d’une molécule de CO (Schéma 6).
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Schéma 6. Mécanisme de libération du CO a partir de CORM-A1 et Na[H3:BCONRR:] par effet de pH.

CORM-A1 a montré avoir une activité neuroprotectrice dans le cadre de traitement de crises
d’épilepsie, et également comme beaucoup d’autres CORM:s il a une activité vasodilatatrice et
anti-inflammatoire. L’inconvénient principal de ces molécules est leur cinétique de libération

relativement lente, avec des temps de demi-vie allant de 21 a 63 min a pH (6,8).7""®

Un second CORM appelé BW-CO-201-205 sensible au pH a été développé par B. Wang et
collaborateurs. Le principe du mécanisme de libération de CO consiste en une réaction

d’élimination suivie d’une aromatisation entrainant la libération de CO et la formation d’un

dérivé benzaldéhyde (Schéma 7).

X OH

DMSO/PBS (pH= 7,4) 37°C
Ph R
R
Schéma 7. Mécanisme de libération de CO par effet de pH du CORM BW-C0O-201-205.
Les études biologiques effectuées sur ces composés ont révélé qu’ils présentent également une
activité anti-inflammatoire, cependant contrairement a CORM-A1, ces CORMs ne sont pas

hydrosolubles et ont un temps de demi-vie de libération de CO allant de 20 a 80 min environ.”

Méme si ces CORMs présentent I’avantage de ne pas présenter de métal, ils ne remplissent pas
I’une des plus importantes conditions pour un CORMs qui est le contrdle spatiotemporel du

relargage du CO. En effet seule I’irradiation lumineuse permettrait d’assurer a la fois une
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compléte livraison de la prodrogue et une activation localisée. Ces CORMs photoinductibles

ou photoCORMs feront I’objet du dernier point de cette partie.

1.3.6 Libération du CO par irradiation lumineuse

L’exploitation de processus photochimiques en thérapie était déja bien connue avant
I’émergence des photoCORMSs, en particulier a travers I’utilisation d’agents de thérapie
photodynamique qui sous irradiation permettent la production d’oxygéne singulet capable de

tuer les cellules cancéreuses.®’

Dans le cadre de la libération de CO par irradiation lumineuse, le phénoméne consiste en un
transfert de charge ¢’est-a-dire de la migration d’un électron d’une orbitale localisée sur le métal
vers une orbitale non-occupée localisée sur un ligand. Ce type de transfert est appelé MLCT
(Metal-to-Ligand-Charge-Transfert) et entraine une déstabilisation de la structure électronique
du métal donc une diminution de sa capacité a effectuer la m-rétrodonation entrainant une

labilisation de la liaison métal-carbonyle ce qui résulte du départ de ce dernier.

Le terme photoCORM a été introduit pour la premiére fois par Peter Ford,®' cependant les
premieres molécules répondant a la définition de photoCORMs en biologie ont été décrites par
R. Motterlini comme indiqué précédemment, avec les complexes CORM-1 et [Fe(CO)s] ou la
libération de CO se produit sous 1’effet d’une irradiation a 365 nm.®® Cependant, d a leur
insolubilité en solution aqueuse et donc leur faible biodisponibilité, plusieurs travaux ont été

menés dans la conception de complexes photosensibles portant des fonctions polaires.

U. Schatzschneider fut le premier a décrire un photoCORM hydrosoluble. Celui-ci est un
complexe cationique de manganése de formule [Mn(CO)3(tpm)]"(tpm= tris(pyrazolyl)methane)
(Figure 20) capable d’induire la libération de CO par irradiation a 365 nm. Le temps de
photolyse compléte est de 20 min impliquant la libération de deux CO par molécule, cependant,
la structure du produit de photolyse n’a pas été élucidée. La cytotoxicité du complexe a été
évaluée sur des cellules du cancer du colon (HT29). En effet, dans le noir et a 100 uM le
complexe ne présente aucune activité anti-cancéreuse, cependant lorsqu’une irradiation de dix
minutes a 365 nm est appliquée une diminution de 75% de cellules vivantes est observée.’>%3
Dans les années qui suivirent, un nombre conséquent d’études décrivant de nouveaux

photoCORM s a vu le jour, la majorité des complexes étant a base de manganése®* et méme si

certains comme le complexe [Mn(CO)3(bpy)L]" (L = dérivé imidazole) décrits par E. Ustiin et
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collaborateurs ont montré des activités anticancéreuses intéressantes, la longueur d’onde

d’irradiation nécessaire pour initier le départ de CO est de 365 nm, ce qui présente un faible

intérét pour une application biologique.®

+

PFg \N\()\ oTf
N o

N//

CORM-L1 P. C. Kunz
U. Schatzschneider

oy |
~

Figure 20. Structures des premiers photoCORMs hydrosolubles CORM-L1 et les complexes de P. C.
Kunz et E. Ustiin.

En effet, d’apres la loi de De Broglie, la longueur d’onde est inversement proportionnelle a
I’énergie signifiant que pour une grande valeur de longueur d’onde I’énergie correspondante
sera plus faible. Plus 1’énergie de ’onde électromagnétique est élevée et plus le risque

d’endommagement des tissus est important (Figure 21).
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Figure 21. Représentation du spectre électromagnétique en fonction de la fréquence (énergie), et
longueur d’onde, associé aux effets sur 'organisme.®

De plus, les faibles longueurs d’onde étant trés énergétiques et incapables de passer la barriere
cutanée, sont relativement peu compatibles avec une application thérapeutique. C’est pourquoi,
I’'un des principaux défis dans la conception de nouveaux photoCORMs est d’atteindre
I’activation dans le rouge, voire le proche infrarouge qui sont les longueurs d’onde pour

lesquelles la profondeur de pénétration de la lumiére est la plus importante (Figure 22).
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Figure 22. Distance de pénétration dans la peau des différentes longueurs d’onde.®’

44



Le premier photoCORM activable dans le visible a ét¢ décrit par M. Westerhausen en 2011. Ce
complexe nommé CORM-S1 est un complexe de fer (II) hydrosoluble dicarbonylé entouré de
deux cystéamines capable de libérer ses ligands CO sous une irradiation de quelques minutes a
470 nm."® Dans cette lancée, ont été développées d’autres séries de photoCORMs hydrosolubles
et s’activant dans le visible, on peut citer le dimére de manganése (I) [{(CO)sMn}2(u-
SCH>CH2NH;)3)]"? (CORM-EDE1)* ou encore le [(u-SCH2CH2CO0)-Fe(CO)3]» développé
par Fan et collaborateurs (Figure 23).34

M

OoC— Mn Mn —CO
CO H, \ / co 'ooc/\\ /

2+

CoO”

S///,,| ||‘N
OCVII-_eVsJ OCu, /><\ N
NH, oc’l I ‘Co
co CO
HaN
CORM-S1 L * _ [(u-SCH,CH,CO0")-Fe(CO)s3],
CORM-EDE1

Figure 23. Structures des premiers CORMs hydrosolubles photoactivables dans le visible, CORM-S1,
CORM-EDE1 et le complexe le [(u-SCH2CH,COO)-Fe(CO)s]..

Le groupe de P. Mascharak a ensuite rapporté la syntheése de complexes a base de manganese
coordinné par une base de Schiff conjuguée (2-phenyliminomethyl)quinoline = pimq, 2-
quinoline-N-(2'-methylthiophenyl)methyleneimine = qmtpm, 2-quinoline-N-(2'-
methylthiophenyl)methyleneimine = pmtpm) ayant pour formule [Mn(pimq)(CO)3(MeCN)]",
[Mn(gmtpm)(CO)3(MeCN)]*,  [Mn(pmtpm)(CO);(MeCN)]" et [Mn(pmtpm)(CO)3Br],
[Mn(qmtpm)(CO);Br] et présentant une MLCT entre 390 et 535 nm (Figure 24)°!. Ces
composés ont pu démontrer 1I’importance des effets de la structure des ligands sur la position
de la MLCT, et par conséquent la variation des longueurs d’onde potentielles d’activation pour
des ligands possédant des systeémes 7 étendus plus ou moins importants. Cependant, par le biais
de cette stratégie, une MLCT a environ 580 nm semble étre la limite dans le cadre des

complexes métaux-carbonyle.
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Figure 24. Structures des complexes de P. Mascharak illustrant I'influence du systeme m-conjugué du
ligand sur la position de la MLCT.

Une alternative a cela a été proposée par P. Ford, via I’exploitation du processus
d’upconversion. Cette technique consiste a convertir un photon de faible énergie en un nouveau
d’énergie plus importante par le biais d’entités atomiques ou moléculaires telles que des
lanthanides ou des chromophores. Pour cela le systéme va se composer d’une espéce absorbant
la longueur d’onde d’irradiation et d’une entité émettrice qui va convertir 1’énergie des photons

absorbés et émettre un photon de plus haute énergie.

Dans son étude, il décrit I’encapsulation d’un complexe [Mn(bpy)(CO)2(PPhs)2]" (A photolyse
=470 nm) dans une nanoparticule de NaGdF4, dopées a I’ytterbium (20 %) (espece absorbante)
et thulium (0,1%) (émetteur). Avec ce systeéme nanoparticulaire, il démontre que sous
irradiation a 980 nm, le complexe libére ses deux CO.”? Une autre étude publiée par X. Liu,
décrit le greffage d’un photoCORM de formule initiale [Fe(n’-Cp)(CO).I] sur une
nanoparticule composée de lanthanide pour assurer 1’'upconversion. Ils démontrent que le
processus de libération de CO fonctionne apres une irradiation a 980 nm, mais également que
ces composeés sont biocompatibles méme a grande concentration (200 pg/mL) avec une viabilité

de plus de 80%.% Cependant le probléme majeur avec ce type de systéme d’upconversion est
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que les sources lumineuses sont des lasers trés puissants avec lesquels une irradiation continue

peut entrainer un endommagement des tissus et du matériel biologique.

1.4 Conclusion et perspectives
1.4.1 DL’intérét général des photoCORMs

Comme expliqué dans la partie précédente, la recherche concernant 1’¢élaboration de nouveaux
CORMs est concentrée sur 1’hydrosolubilité et surtout le mode d’activation de ces derniers.
Parmi tous ceux explorés, seuls deux permettent théoriquement un contrdle réel de libération
aprés internalisation, les ROS induit et les photoCORMs. Cependant, seuls les photoCORMs
permettent un contrdle spatiotemporel, c’est-a-dire que la libération de CO ne se produit

qu’apres irradiation et a I’endroit irradié.

C’est pourquoi dans le cadre de ce projet de thése nous avons décidé de travailler sur la

conception de nouveaux photoCORMSs pour traiter le cancer du foie.

1.4.2 Optimisation pour une meilleure vectorisation

L’un des problémes majeurs en thérapie anticancéreuse est la sélectivité. En effet, les
conséquences d’un non ciblage des cellules a traiter sont des effets secondaires dus a la
destruction de cellules saines, mais également une diminution de I’efficacité¢ du médicament

employé.

Afin de contrer cela, des stratégies de thérapie ciblée ont été¢ développées, et méme si les
résultats sont encourageants, les vecteurs utilisés sont souvent trés couteux et difficiles a
produire. Néanmoins une autre classe de vecteurs présente un grand intérét de par leur faible

cot et leur biocompatibilité, ce sont les carbohydrates.

En effet, ce projet de these s’est concentré sur le développement de CORMs glycoconjugués
afin de cibler sélectivement les cellules cancéreuses du foie. Afin de valider la preuve de
concept, quatre carbohydrates ont été sélectionnés. D’abord, le glucose et le 2-déoxyglucose,
di au fait que les cellules cancéreuses, afin de produire de 1’énergie, internalisent naturellement
plus de glucose, et pour ce faire, surexpriment les récepteurs transmembranaires GLUTs
sélectifs des motifs glucose. Le 2-DG quant a lui est internalisé par ces mémes GLUTsS,

cependant il va avoir un deuxiéme effet en inhibant la glycolyse et donc en altérant la production
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d’énergie.®* D’un autre coté ont été sélectionnées les molécules de galactose et N-
acétylgalactosamine qui quant a elles vont permettre de cibler sélectivement les récepteurs au
asialoglycoprotéine (ASGPR) exprimés quasiment exclusivement a la surface des hépatocytes”

(Figure 25).

Glucose 2-déoxyglucose
Cible GLUT1 Cible GLUT1

Galactose N-acétylgalactosamine
Cible ASGP-R Cible ASGP-R

Figure 25. Structures des différents carbohydrates sélectionnés et leurs cibles.

Pour résumer, dans cette premiere partie la problématique entourant le CHC a été exposée. En
effet, ce cancer est dans la majeur partie des cas, détecté apres apparition de symptomes qui
surviennent lorsque le CHC a atteint le stade C. Malgré les différentes stratégies de traitements
proposées pour soigner les patients a ce stade, aucune ne permet d’éradiquer la maladie, c’est
pourquoi I’alternative du CO est proposée. Méme s’il est vrai qu’il est connu comme étant un
gaz toxique, il présente également des propriétés thérapeutiques intéressantes lorsque qu’il est
introduit de maniere controlée. Toutefois son état gazeux rendant difficile son administration
maitrisée, ['utilisation de CORM est donc envisagée afin de contourner ce probléme. Ces
CORMs sont des molécules capables de libérer du CO sous I’effet d’un stimulus extérieur,
parmi ces stimuli la lumiére se révele étre un candidat de choix. En effet, comme indiqué

précédemment elle permet d’avoir un controle spatio-temporel parfait du relargage du CO.

C’est pourquoi 1’objectif de ce projet est de développer une stratégie de traitement du CHC par
I’utilisation de CO sous forme de prodrogue. Pour cela, le CO sera li¢ de facon covalente a un
métal qui sous I’effet d’une irradiation lumineuse peut rompre cette liaison et ainsi libérer le
CO (photoCORMs). Toutefois, la plus-value de ces travaux réside dans le développement de
photoCORMSs glycoconjugués qui vont permettre une internalisation sélective de ces composés

dans les hépatocytes cancéreux (Figure 26).
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Figure 26. lllustration de l'objectif du projet de these. Fixation du CO sur le CORM décoré avec une
molécule vectrice permettant le ciblage sélectif.
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Chapitre 2. Synthése, propriétés physico-chimiques et études
biologiques de nouveaux CORMs a base de Manganése
2.1 Présentation de la série [Mn(8-HQ)(CO);R-Imd]

2.1.1 Conception et choix de la structure des complexes

La premiere étape de la conception de cette nouvelle série de photoCORMs est le choix du
métal. En effet, le candidat idéal doit préférablement étre abondant et de faible cott, il doit
présenter une faible toxicité pour 1’organisme, et si possible étre connu comme ayant des
propriétés photosensibles. Ce sont les raisons pour lesquelles le manganese a ét¢ choisi comme
base métallique dans 1’¢laboration de nos complexes. En effet, le manganése est le troisieme

métal de transition le plus abondant et le moins cher aprés le titane et le fer®® (Figure 27).
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Figure 27. Co(t des éléments en fonction de leur abondance.

De plus, le manganese est présent naturellement dans 1’organisme le rendant ainsi
biocompatible. Le troisieme paramétre qui scelle définitivement le choix est le fait que la
majorité des photoCORMs sont a base de manganese (cf. 1.3.6) ce qui constitue une solide base

de travail facilitant ainsi la conception de nouveaux composés.

La deuxieéme étape est le choix des ligands. Ici leur sélection est basée sur leur capacité a
permettre un transfert de charge dans le visible et également la mise en place d’une large

diversité¢ de fonctions réactives qui pourront servir par la suite de point de fixation pour des
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vecteurs biologiques. C’est pourquoi la 8-hydroxyquinoléine (8-HQ) et 1’imidazole ont été

choisis (Figure 28).

X
_ _N
N -
HN-/
L v
8-Hydroxyquinoléine Imidazole

Figure 28. Structure des molécules, 8-Hydroxyquinoléine et imidazole.

La 8-HQ est un ligand bidente avec une excellente capacité de chélation via le doublet non-
liant de 1’azote sous forme de ligand L et également via le groupe phénolate qui coordine les
ions métalliques en tant que ligand X. En plus de sa caractéristique de ligand LX, elle est
capable d’accepter la m-retro-donation grace a son orbitale anti-liante présente sur la partie
quinoléine, ces parametres lui ont valu d’étre étudiée dans la production d’une large variété de
complexes.”’ En effet, du fait des propriétés décrites précédemment, les complexes formés vont
présenter une MLCT correspondant a une absorption dans le visible, ce qui justifie I’intérét
porté dans le cadre de cette these. Le ligand imidazole quant a lui, présente aussi des propriétés
de coordination en tant que ligand L par le biais de I’atome d’azote (N3), mais surtout il permet
de greffer sur le second atome d’azote une large diversité de fonctions qui serviront de point
d’ancrage pour lier les vecteurs. Ainsi, I’objectif consiste en la formation de complexes
octaédriques tricarbonylés de manganese(I) chélatés par la 8-HQ et un dérivé imidazole, ces

complexes ont pour formule générique [Mn(8- 3R-Im igure 29).
pl pour f le générique [Mn(8-HQ)(CO);R-Imd] (Figure 29)

Figure 29. Structure finale souhaitée de la série [Mn(8-HQ)(CO)sR-Imd].

La stratégie de synthése de ces composés repose sur les travaux de P.J. Parker et A. Wojciki,
qui ont décrit la synthése du complexe [Mn(8-HQ)(CO)4] a partir d’hydroxyquinolate de
sodium et de [MnBr(CO)s]. Ils ont également démontré que lorsque ce complexe réagit avec
un nucléophile tel qu'une pyridine ou des phosphines (Nu), un ligand CO est substitué¢ afin de

former le complexe [Mn(8-HQ)(CO);Nu]*®” (Schéma 8).

57



X

N X
~ 1 I
N N/ N/
Br
ocC \CO ONa Nu
| o . O, /‘\\\\co _ 9, / N
v | W ‘Mn DCM, ta, 1-24h n
oc¥ | Yco THF, ta, 26h oc” | ~vco 2, 1 oc” | ~Yco
co 81% co 71-95% co

Schéma 8. Synthése des complexes [Mn(8-HQ)(CO)4] et [Mn(8-HQ)(CO)sNu] rapportée par P.J. Parker
et A. Woijciki.

A partir de ces résultats, 1’objectif, dans un premier temps, a été de suivre la méme voie de

synthese, en remplagant cependant le nucléophile par un dérivé imidazole.

2.1.2 Synthése des complexes [Mn(8-HQ)(CO);R-Imd]

La premiere étape de syntheése consiste en la formation de 1’hydroxyquinolate de sodium. Pour
cela, ’hydroxyquinoléine réagit avec un équivalent de soude via une réaction acido-basique
dans Dl’acétone. Cette réaction est quasiment instantanée et permet [’obtention du sel
correspondant avec un rendement de 80%. Ensuite, I’hydroxyquinolate est engagé dans une
réaction de complexation avec le complexe [MnBr(CO)s] mais malgré plusieurs tentatives, le
complexe [Mn(8-HQ)(CO)4] n’a jamais été observé. A la place, le dimere 1 de formule [Mny(8-

HQ)2(CO)s] a été isolé apres purification avec un rendement de 57% (Schéma 9).

. X
| N 1 éq. NaOH 1 éq. [MnBr(CO)s] : N
I~ > Z - M. "
N Acétone, t.a., 10min N THF ta. 4h oC= M/n\o IlO/'Mn/.mCO

OH 80% ONa 57% oc /
1 co

co

Schéma 9. Schéma de synthése du dimeére [Mny(8-HQ),(CO)g].

Le composé 1 s’avere étre instable dans les solvants coordinants tels que 1’acétonitrile ou I’eau
mais est cependant stable a I’état solide. La structure du dimere 1 a été résolue par diffraction
des rayons X confirmant les hypothéses de structure effectuées par J. Rochford et collaborateurs
et étant en accord avec leurs résultats décrits sur le complexe de dirhénium [Rex(5.7-DiMe-8-

HQ)2(CO)6]' 1 (Figure 30).
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[Re,(5.7-DiMe-8-HQ), (CO),]

Figure 30. Structures moléculaires du dimére 1 et [Re(5.7-DiMe-8-HQ),(CO)s] issu des travaux de J.
Rochford 101,

En 2018, Y-P. Lee et collaborateurs ont présenté la réaction «one-pot» entre le complexe
[Re2(CO)1o], la 8-HQ et des ligands N-donneurs tels que la phénylimidazole, I’imidazole et la
4-hydroxypyridine (ligand L), les complexes de formule générale [Re(8-HQ)(CO)sL] sont
obtenus avec des rendements respectifs de 84, 96 et 79% (Schéma 10).!% Cette étude a servi

d’inspiration dans la synthése de nos photoCORMs.

N
N '
26q. | P 26q. L N
[Rex(CO)gl  + N - O, / oL
N ° Re
OH toluéne ,160°C,72h OC( | ‘CO
79-96% co

L= Phénylimidazole, imidazole, 4-hydroxypyridine
Schéma 10. Synthése des complexes [Re(8-HQ)(CO)sL] selon Y-P. Lee et collaborateurs.'%?
A partir du dimere 1, une optimisation des conditions de réaction a été entreprise. Pour ce faire,
le composé N-methylimidazole a été sélectionné comme modele. La premiére tentative
consistait en la réaction directe du dimeére 1 en présence de deux équivalents de N-
methylimidazole dans du dichlorométhane a température ambiante pendant 3 h. Le complexe
[Mn(8-HQ)(CO)3sMelmd] 2 a été obtenu avec un rendement de 50%. Afin d’améliorer le
rendement, le solvant a été remplacé par le tétrahydrofurane (THF) qui est un solvant

coordinant, pouvant jouer le role d’intermédiaire stabilisant dans la réaction (Schéma 11).
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Schéma 11. Mécanisme supposé de formation du complexe [Mn(8-HQ)(CO)sR-Imd] dans le THF.

L’hypothéese est que le THF permet I’ouverture du dimere 1 en occupant un site de coordination
et est ensuite substitué par le dérivé imidazole qui a une meilleure capacité de coordination.
Dans ces conditions, le complexe 2 a pu étre isolé avec un rendement de 77% apres 2 h de
réaction a température ambiante. Cette condition a donc été retenue pour la synthése des

différents complexes (Schéma 12).
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Schéma 12. Synthése de la série de photoCORMs de formule [Mn(8-HQ)(CO)sR-Imd].

En effet, une large variété de dérivés imidazole avec diverses fonctions chimiques a été engagée
en réaction allant de I’imidazole 3 a ’allyle-imidazole 4 a partir duquel pourraient étre réalisées
des réactions de métathése ou encore de couplage thiol-éne. De plus, les complexes
hydroxyethyl-imidazole 5 et aminopropyl-imidazole 6 ont également été obtenus, ces fonctions
chimiques pourraient étre engagées, pour le premier, dans une réaction d’estérification et pour
le second dans la formation de liaisons amide, urée ou encore thio-urée (Schéma 13). Dans des
perspectives d’imagerie ou de théranostique, des groupements fluorescents ont également été

installés sur le motif imidazole tels que le dansyl 7 ou encore le BODIPY 8. Pour finir, la
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complexation d’un dérivé histidine di-protégé 9 a pu étre effectuée, ouvrant la porte a de

possibles réactions de fonctionnalisation de peptides ou protéines (« late-stage

functionalization »).!%

a) Thiol-éne a partir du complexe [Mn(8-HQ)(CO),Allyl-imd]

N/[%\N_/: HS N/ K\Nf/

0//,111” .J\\\N ~/ O///,,“‘M[‘ v“\\\NQ/
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co \ /‘ co
4

b) Estérification a partir du complexe [Mn(8-HQ)(CO);HO-Et-Imd]
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c) Synthése d'amide, urée et thiourée a partir du complexe [Mn(8-HQ)(CO);BocNH-Pr-Imd]
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Schéma 13. Exemples de perspectives possibles, concernant I'exploitation de ces composés pour
I'ancrage de fonctions d’intérét.
Afin de comparer I’effet de la 8-HQ sur la MLCT ainsi que la réactivité du complexe, il a été
envisagé de modifier sa structure en positionnant des substituants ¢€lectrodonneurs et
¢lectroattracteurs et d’évaluer les effets qui en découlent. Concernant les groupements
électrodonneurs, le choix s’est porté dans un premier temps sur des substituants tertio-butyle en
positions 5 et 7. La stratégie de synthese, ici, consiste de partir d’un pyrocatéchol et d’effectuer
une réaction de dialkylation en présence de trois équivalents de tert-butanol en milieu acide afin

d’obtenir le composé 3,5-ditertbutylcatéchol correspondant 10 avec un rendement de 72%. Ce
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composé est ensuite engagé dans une réaction d’oxydation avec 2 équivalents de NaNO; en
milieu acide permettant 1’obtention de la 1,2-benzoquinone 11 correspondante avec un
rendement de 70%. Les étapes suivantes consistent en une amination réductrice régiosélective
suivie d’une réaction de Skraup. Cependant I’espece réduite n’a jamais pu étre obtenue malgré

plusieurs tentatives'® (Schéma 14).

@[OH 3 éq. tert-butanol OH 2 éq. NaNO, 0
OH H,SO, conc, t.a., 8h OH AcOH, t.a., 45 min

72% 70%
10 11

exces NH,OH, NaBH,4

MeOH, t.a., 15 min.
0%

o
\O/K/
X A\ OH
Z |
N HCI (6M), reflux, 2h ZSNH,

OH
Schéma 14. Synthése envisagée de la 5,7-ditBu-8-HQ.

L’alternative a cette voie de synthése a donc été d’effectuer une réaction de Friedel-Craft a partir
de la 8-HQ. Dans ces conditions, la 8-HQ réagit avec trois équivalents de tert-butanol en milieu
acide a 70°C, cependant I’espece souhaitée n’a pas pu étre formée. Le groupement tert-butyle
a ¢té¢ remplacé par des groupements isopropyle qui sont plus réactifs. A partir des mémes
conditions que celles décrites précédemment, le composé 5,7-diisopropyle-8-HQ 12 a été
obtenu avec un rendement de 21%.'% A partir du composé 12, ’étape suivante consiste en la
formation du sel de sodium correspondant afin de synthétiser le dimere, cependant le dimere
n’a jamais pu étre form¢, certainement dii a I’encombrement stérique des groupements

isopropyles (Schéma 15).

3éq.Y 1)1¢q. NaOH >
X OH X acetone,TA, 15min T
N/ 7 - ocC, N =
H,S0, (95%), 70°C, 4h N 2) [MnBr(CO)g], 0C—Mn:s/n0, lPr/N
OH 21% OH THF, ta., 2h / O*Mn.{co
0% ocC /
12 do €O

Schéma 15. Tentative de synthése du dimére [Mn;(5,7-diiPr-8-HQ),(CO)g].
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Une réaction en « one-pot» a donc été effectuée, ou le composé 12 est engagé avec un
équivalent de [MnBr(CO)s)], un équivalent de KOH et un équivalent de N-methylimidazole
dans du dimethylformamide (DMF) a 40°C, permettant ainsi la formation du complexe

[Mn(5,7-diiPr-8-HQ)(CO);Me-Imd)] 13 avec un rendement de 56% (Schéma 16).

1¢éq. KOH N
1 6q. [MnBr(CO)s] /
X 1 éq. Me-Imd N =
N %, / ‘\\\\N§/N—
DMF, 40°C, 16h “Mn"
OH 56% oc”™ | co
co
12 13

Schéma 16. Synthese du complexe 13.

Afin de fonctionnaliser la 8-HQ avec des groupements électroattracteurs, une réaction de
nitration a été effectuée. Pour cela, la 8-HQ est mise en réaction dans une solution aqueuse de
de HNO; (65%) a 40°C pendant 1 h. Le composé 5,7-dinitro-8-HQ 14 est ainsi obtenu avec un
rendement de 47%.!% Le composé 14 est ensuite engagé dans une réaction de complexation en
présence d’un équivalent de [MnBr(CO)s], un équivalent de KOH et un équivalent de N-
methylimidazole dans du DMF a 40°C. Ainsi, le complexe [Mn(5,7-dinitro-8-
HQ)(CO);Melmd] 15 est obtenu avec un rendement de 89% (Schéma 17).

NO,
NO, 1¢q. KOH / N
1 éq. [MnBr(CO)s] O,N _
N A 1 éq. Me-Imd N\
N~  HNO;(65%), 40°C, 1h — O, /‘\\\\\\Nw
ON N DMF, 40°C, 16h M
OH 47% OH 89% ocC (Lo co
14 15

Schéma 17. Synthese du complexe 15.

Une fois cette nouvelle série de complexes synthétisée, ils ont pu pour la majorité d’entre eux
étre cristallisés, ce qui a permis 1’¢lucidation de leur structure par diffraction des rayons X. Le

second point de cette partie discutera en détail de la structure de ces différents composés.

2.1.3 Etude des structures cristallines des complexes [Mn(8-HQ)(CO)3R-Imd].
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Des monocristaux des complexes 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9 et 15 ont été obtenus par diffusion lente
de pentane dans une solution de ces derniers dans du dichlorométhane a température ambiante.

Les structures moléculaires ont été résolues par diffraction des rayons X.

Concernant le dimére 1, la structure envisagée était une disposition en trans des motifs 8-HQ
afin de minimiser les génes stériques. Cependant, apres résolution de la structure, il s’avére que
les deux motifs sont en cis I’un par rapport a I’autre en se faisant face. En effet, la distance entre
les deux noyaux aromatiques étant de 3.6855 A, elle permet la formation d’interactions de type

empilement - expliquant ainsi la stabilité de de cette configuration '’ (Figure 31).

Figure 31. Représentation de la structure cristalline du dimere 1. Les atomes d’hydrogene ne sont pas
représentés pour plus de clarté. Ellipsoides a 30 % de probabilité.

Concernant les parametres de la structure, les deux atomes de manganese sont séparés par une
distance de 3.1667 A, et la sphére de coordination autour des deux métaux adopte une géométrie
octaédrique. Les ligands carbonyles sont positionnés selon une isomérie faciale, I’azote de la
8-HQ va également occuper un site de coordination en position axiale, tandis que I’oxygéne lui
va avoir un caractere de ligand pontant en position équatoriale, permettant d’occuper les deux
derniers sites de coordination du complexe. Les longueurs des liaisons manganese-carbone sont
d’environ 1,80 A, celles des liaisons manganése-azote sont d’environ 2,06 A tandis que celles
des liaisons Mn-O sont de 2,03 A et 2,09 A (tableau 2). Une distorsion des angles peut étre
observée, principalement au niveau du motif hydroxyquinoléine ou, par exemple, I’angle O1-
Mn1-N1 est d’environ 80° contre 90° dans le cadre d’un octaedre parfait altérant ainsi tous les

autres angles de liaison (Tableau 2).

64



Longueurs de liaison (A)

Mn1-01 2,0301(14) Mn2-05 2,0431(14)
Mn1-N1 2,0624(18) Mn2-N2 2,0560(17)
Mn1-C19 1,814(2) Mn2-C24 1,805(2)
Mn1-C20 1,794(2) Mn2-C22 1,802(2)
Mn1-C21 1,792(2) Mn2-C23 1,803(2)
Mn1-05 2,0919(14) Mn2-01 2,0860(14)
Angles de liaison (°)
01-Mn1-N1 80,10(6) 05-Mn2-N2 79,58(6)
01-Mn1-C19 88,60(9) 05-Mn2-C24 99,12(8)
01-Mn1-C20 91,71(8) 05-Mn2-C22 94,82(8)
01-Mn1-C21 171,09(9) 05-Mn2-C23 174,76(8)
01-Mn1-05 78,94(6) 05-Mn2-01 78,79(5)
N1-Mn1-C19 176,84(10) N2-Mn2-C24 177,28(8)
N1-Mn1-C20 89,97(9) N2-Mn2-C22 90,90(8)
N1-Mn1-C21 93,72(9) N2-Mn2-C23 96,00(9)
N1-Mn1-05 93,45(6) N2-Mn2-01 91,03(6)
C19-Mn1-C20 87,35(10) C24-Mn2-C22 86,81(10)
C19-Mn1-C21 87,89(11) C24-Mn2-C23 85,42(10)
C19-Mn1-05 89,11(8) C24-Mn2-01 91,06(8)
C20-Mn1-C21 88,63(11) C22-Mn2-C23 88,0(1)
C20-Mn1-05 174,71(8) C22-Mn2-01 172,88(8)
C21-Mn1-05 95,16(9) C23-Mn2-01 98,61(9)

Tableau 2. Longueurs et angles de liaisons du dimére 1
Les complexes 2-5, et 7-9 présentent tous les mémes caractéristiques structurales que le dimere,
c’est-a-dire que les longueurs de liaison restent pratiquement inchangées, la distance
manganése-azote de I’imidazole est d’environ 2,08 A dans tous les cas de figure et ils présentent

également la méme distorsion causée par I’hydroxyquinoléine (Figures 32-38).

Figure 32. Représentation de la structure cristalline du complexe 2. Les atomes d’hydrogene ne sont
pas représentés pour plus de clarté. Ellipsoides a 30 % de probabilité.
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Figure 33. Représentation de la structure cristalline du complexe 3. Les atomes d’hydrogéne ne sont
pas représentés pour plus de clarté. Ellipsoides a 30 % de probabilité.

Figure 34. Représentation de la structure cristalline du complexe 4. Les atomes d’hydrogéne ne sont
pas représentés pour plus de clarté. Ellipsoides a 30 % de probabilité.
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Figure 35. Représentation de la structure cristalline du complexe 5. Les atomes d’hydrogéne ne sont
pas représentés pour plus de clarté. Ellipsoides a 30 % de probabilité.

Figure 36. Représentation de la structure cristalline du complexe 7. Les atomes d’hydrogéne ne sont
pas représentés pour plus de clarté. Ellipsoides a 30 % de probabilité.
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Figure 37. Représentation de la structure cristalline du complexe 8. Les atomes d’hydrogéne ne sont
pas représentés pour plus de clarté. Ellipsoides a 30 % de probabilité.

Figure 38. Représentation de la structure cristalline du complexe 9. Les atomes d’hydrogéne ne sont
pas représentés pour plus de clarté. Ellipsoides a 30 % de probabilité.

Le complexe 15 quant a lui présente la méme structure générale, cependant, dii a la présence
des deux groupements nitro, une importante distorsion du noyau aromatique est observée,
réduisant la longueur de la liaison manganése-oxygéne a environ 1,9 A (contre 2,0 A), ainsi que
la liaison en trans manganése-carbone qui mesure 1,7 A contre 1,8 A pour les complexes de la
famille 8-HQ. Les angles de liaison sont également affectés, au regard par exemple de 1’angle
de morsure de la 8-HQ qui se retrouve légerement élargi mesurant 86° contre 80° en général

pour la série (Figure 39).

68



Figure 39. Représentation de la structure cristalline du complexe 15. Les atomes d’hydrogéne ne sont
pas représentés pour plus de clarté. Ellipsoides a 30 % de probabilité.

La structure de cette nouvelle série a pu étre discutée dans cette partie, les modifications

apportées sur le noyau HQ influent directement sur la structure du complexe, cela di aux effets

mésomeres des groupements nitro, tandis que la partie imidazole n’a aucune influence et ce peu

importe les groupements présents. La suite va maintenant consister a étudier les propriétés

photo-physiques de ces complexes, ainsi qu’évaluer leur capacité de libération de CO sous

irradiation lumineuse.

2.2 Etudes photo-physiques et de libération de CO

Afin de s’assurer du caractére photoCORM de ces complexes, il est nécessaire d’évaluer
certains parametres essentiels, tels que la longueur d’onde d’irradiation, qui est définie par la
MLCT ainsi que le temps de demi-vie des complexes. Afin de contrdler au mieux la quantité
de CO libérée, le nombre de CO relargués par CORM doit également étre mesuré, tout comme
le devenir de la molécule apres le départ de ces derniers (le photoproduit). Les points suivants
discuteront de ces parametres en détail, toutefois, du fait que les complexes ont tous les mémes
propriétés spectrales, une partie des investigations a été faite uniquement sur le complexe 2, en

admettant que le méme comportement peut étre transposé aux autres complexes.
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2.2.1 Etudes cinétiques de la libération de CO sous irradiation

Les spectres uv-visible des composés 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 14 et 15 ont été mesurés dans
I’acétonitrile. Pour les complexes portant la 8-HQ non modifiée, le méme profil spectral est

observé avec 2 bandes d’absorption a 345 nm et 430 nm (Figures 40 et A1-AS5).
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Figure 40. a) Spectre d’absorption du complexe 2 dans I'acétonitrile ; b) Spectre d’absorption du
complexe 2 calculé par TD-DFT dans I'intervalle 250-550 nm.

En collaboration avec le Dr Héloise Dossmann de I’équipe CSOB de notre laboratoire, des
¢tudes computationnelles ont été effectuées sur les complexes afin de déterminer les transferts
de charge impliqués. En effet, les calculs TD-DFT ont montré un profil d’absorption similaire
avec une absorption générale entre 250 et 550 nm contenant deux bandes dominantes situées a
315 et 415 nm. Cette ¢tude a permis de constater que le ligand imidazole n’a pratiquement
aucune contribution dans le transfert de charge, expliquant ainsi les similitudes entre les
spectres des composés. Les transitions majeures présentes sont principalement centrées sur le
ligand et sur le métal mais également de type MLCT (transfert de charge du métal vers le ligand)

pour la région entre 250 nm et 480 nm (Figure 41).
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Figure 41. Représentation des transitions énergétiques impliquées en fonction des longueurs d'onde
d’excitation pour le complexe 2 dans l'intervalle de longueurs d’'onde 250-480 nm. Pour chaque
transition, celles principalement impliquées sont indiquées sous la fleche (MLCT pour « metal-to-
ligand-charge-transfer », LMCT pour « ligand-to-metal-charge-transfer », MC pour « metal-
centered », LC et « ligand-centered » et LLCT pour « ligand-to-ligand-charge transfer ».

Grace a ces résultats, il a été possible d’estimer la longueur d’onde suffisante d’irradiation pour
induire la libération de CO, c’est-a-dire 430 nm. Cependant, avant d’étudier la cinétique de
décomposition des complexes sous irradiation, la stabilité de ces derniers dans I’obscurité a été

vérifiée. En effet, durant I’incubation des complexes dans 1’acétonitrile a 1’obscurité, leur
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spectre uv-visible a été enregistré toutes les heures pendant 18 h. Aucune modification des

spectres n’a été observée durant cet intervalle de temps suggérant que ces complexes sont

stables en solution a 1’abri de la lumiére.

L’¢étude cinétique de libération de CO a donc été entreprise. Elle consiste en la préparation d’une
solution de complexe dans 1’acétonitrile (concentration de 100 uM) suivie d’une irradiation
pendant 10 s a 450 nm. Apres cet intervalle de temps, 1’acquisition du spectre est effectuée et

I’opération est répétée jusqu’a ce qu’aucune évolution des bandes d’absorption ne soit observée.

Comme attendu, tous les composés présentent le méme profil durant et aprés irradiation. En
effet, durant I’irradiation, une diminution progressive des bandes a 430 et 345 nm est observée

avec I’apparition simultanée d’une bande a environ 380 nm pouvant correspondre a la formation

d’un complexe de type Mn''(8-HQ) (Figure 42)!%,

1
==

Figure 42. Spectres uv-visible du complexe 2 (100 uM) dans I'acétonitrile mesurés apres irradiations
successives de 10 s pour un temps total de 1 min a A = 450 nm.

Afin de mimer au mieux les conditions physiologiques, la méme expérience a été effectuée dans
du tampon phosphate (PBS, pH 7,4), et le méme profil cinétique de dégradation est observé. En
faisant I’hypothése d’une cinétique d’ordre 1, le temps de demi-vie des complexes a pu étre
déterminé, et aucun n’excede la minute, ce qui représente un excellent point pour une éventuelle

application thérapeutique, limitant ainsi le temps d’exposition des patients vis-a-vis de

I’irradiation (Tableau 3).
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Acétonitrile PBS

Complexe t1/2(s) \ t1/2(s)
2 47,6 47,6
3 32,6 | 45,5
4 33,5 38,7
5 29,2 | 45,5
6 33,5 38,7
9 39,1 | 39,5

Tableau 3. Temps de demi-vie des complexes 2, 3, 4, 5, 6 et 9 dans 'acétonitrile et le PBS sous
irradiation a 450 nm.

Afin d’évaluer I’influence des substituants sur le noyau 8-HQ, le spectre uv-visible des
composés 13 et 15 a ¢été enregistré, et comme attendu, la présence de groupements
¢lectrodonneurs induit un léger effet bathochrome avec un maximum d’absorption a 460 nm
pour le complexe 13 tandis qu’un effet hypsochrome est observé pour le composé 15 avec un

maximum a 410 nm (Figure 43).
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Figure 43. Spectres uv-visible du complexe 13 (a) et du complexe 15 (b) dans l'acétonitrile.
L’effet de substituants sur les propriétés photo-physiques de la 8-HQ étant modéré, les études
suivantes ont porté sur la série 8-HQ uniquement. Les études uv-visible de ces complexes ayant
été effectuées, la suite va consister a déterminer le mécanisme de libération des CO et le nombre

de CO libérés par complexe, ce qui sera le propos du second point de cette partie.

2.2.2 Détermination du nombre de CO libérés par complexe

La cinétique de libération de CO ayant ¢té¢ déterminée, 1’objectif a ensuite été¢ d’étudier le
mécanisme de libération des CO ainsi que le nombre de CO relargués par complexe. Pour
vérifier le premier point, une étude par spectroscopie infrarouge en temps réel a été effectuée a
I’aide du React-IR. Dans celle-ci, I’évolution des bandes d’¢longation des ligands CO a été

suivie pour le complexe 2 en solution dans 1’acétonitrile. Un premier controle dans le noir (20
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min) a permis de confirmer la stabilité du complexe en solution car, en effet, aucune variation
d’intensité¢ des bandes n’est observée. Cependant, sous irradiation continue a 450 nm, une
diminution progressive et simultanée des trois bandes d’¢longation est observée, suggérant
qu’aucune modification de la symétrie du complexe n’a lieu durant le processus et signifiant
ainsi que le complexe libére ses trois CO en méme temps dans 1’échelle de temps de ’étude

(Figure 44).
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Figure 44. Evolution du spectre infrarouge du composé 2 sous irradiation a A = 450 nm durant 5 min
(acquisition toute les 30 s).

Il est décrit dans la littérature que les complexes manganese-tricarbonyle ont tendance a libérer
un ligand CO formant ainsi le complexe dicarbonyle correspondant et qui libére ensuite les 2

CO restant sous une irradiation maintenue'?

. Bien entendu, le mécanisme de libération observé
est dépendant de I’échelle de temps de 1’étude. Cependant, méme si dans le cas du complexe 2,
un intermédiaire dicarbonylé est formé, son temps de vie est trop court pour étre détecté sur une

échelle de temps de 1’ordre de la seconde.

Afin de confirmer la libération des trois CO, un test complémentaire a la myoglobine a été
effectué pour les complexes 2, 3, 4, 5, 6 et 9. Ce test consiste dans le dosage de la carboxy-
myoglobine formée en présence de CO a partir de désoxy-myoglobine réduite. La formation de
carboxy-myoglobine est suivie par spectroscopie UV-visible au niveau de la bande Q avec
I’apparition de deux bandes d’absorption a 540 et 577 nm. La concentration de carboxy-

myoglobine résultante est déterminée via la formule suivante!!°.
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Abs, Abs !
MbCO), ( JM_ Ibm) . Abse
(fsm]um{MbCO} ~ [Mb 0*1)

Avec Abst I’absorbance mesurée a un instant t, Abst 1’absorbance mesurée a t= 0, /, 1a longueur
de la cuve (1 cm), €s4onmmbco) le coefficient d’extinction molaire de la carboxymyoglobine a

540 nm (15400 L.mol'.cm™) et [Mb]o la concentration initiale de myoglobine.

Ici, les composés ont été incubés avec de la myoglobine en présence de dithionite de sodium
(0,1%) dans du tampon phosphate dégazé. Comme espéré, sans irradiation aucun changement
dans la région de la bande Q n’est détecté. Cependant, sous irradiation 1’apparition des bandes

caractéristiques de la carboxymyoglobine a 540 et 577 nm est observée (Figures 45 et A6-A10).
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Figure 45. Evolution du spectre uv-visible de la région de la bande Q de la myoglobine (65 uM) en
présence du composé 2 (20 uM) dans du PBS. La solution est irradiée pendant 5 min a A =450 nm, les
spectres sont enregistrés toutes les 30 s.

A partir de I’absorbance a 540 nm, la concentration en carboxymyoglobine formée a pu étre
déterminée et par conséquent le nombre de CO libérés lors de I’irradiation. Les résultats
confirment bien que trois moles de CO sont libérées par mole de complexe, et les temps de
demi-vie observés se situent entre 100 et 150 s, ce qui est supérieur a ceux observés pour la
photolyse. Cependant, ces valeurs sont cohérentes du fait que dans ce cas de figure, c’est la

formation de MbCO qui est étudiée (Tableau 4).
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Complexe Equivalents de CO libérés ti/2(s)

2 2,70 | 142
3 2,85 133
4 3,00 | 109
5 2,95 107
6 2,93 | 120
9 2,85 117

Tableau 4. Tableau rassemblant le nombre d’équivalents de CO libérés par mole de complexe et
temps de demi-vie correspondant déterminés a l'issue du test a la myoglobine.

Les ¢études concernant le processus et la quantification de libération de CO ayant été faites, les
¢tapes suivantes consistent en la compréhension et la détermination du devenir du CORM aprés

irradiation, ce qui constitue un point clé dans le développement de telles molécules.

2.2.3 Elucidation du devenir du complexe apreés irradiation

Déterminer la structure des produits de photolyse constitue un défi de taille dans le domaine
des CORMs. En effet cette information permettrait d’anticiper et de comprendre une éventuelle

réactivité ou toxicité induite par le produit de décomposition, si sa composition est connue.

Kurz et collaborateurs ont démontré dans le cadre de CORMs a base de manganése, que la
libération de CO induit une oxydation du manganese (I) en manganese (I1) et (III) qui sont des

espéces paramagnétiques'!!

. Afin de détecter la formation de composés paramagnétiques, une
expérience de résonance paramagnétique électronique a été effectuée en collaboration avec le
Pr Sébastien Blanchard de I’équipe E-POM de notre laboratoire. Avant irradiation, un tres faible
signal correspondant au manganese (II) présent a 1’état de trace est observé en accord avec le
caractére majoritairement diamagnétique du composé. Aprés 30 s d’irradiation, une
intensification du signal est remarquée, ainsi qu’a l’apparition d’un signal caractéristique
associ¢ a la formation d’un radical organique durant la photolyse. Aprés 5 min d’irradiation, la
signature du manganese (II) a significativement augmenté (trace bleue, intensité divisée par

100) démontrant ainsi que le processus de libération des CO est associé¢ a une oxydation du

manganese et a la formation de manganese (II) (Figure 46).
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Figure 46. Spectre RPE du complexe 2 enregistré avant (tracé noir), aprés 30 s (tracé rouge) et 5 min
(tracé bleu) d’irradiation a A= 450 nm.

Méme si les analyses RPE prouvent la formation d’une espéce manganese (II), elles ne
permettent pas de déterminer 1’état de spin du complexe formé. L’énergie d’appariement étant
relativement élevée dans le cadre du manganese (I1), les complexes bas-spin sont assez rares ou
nécessitent la présence de ligand a champ fort. Effectivement, le complexe [Mn(8-HQ):] est
décrit dans la littérature comme étant haut spin'® indiquant que le caractére champ fort du
ligand 8-HQ n’est pas suffisant pour obtenir un complexe manganese (II) bas spin. De plus,
s’ils étaient bas-spin, les complexes de manganese (II) devraient présenter une transition d-d
dans le visible, qui, comme observé dans la figure n’est pas présente. Afin de le vérifier
expérimentalement, un test d’Evans a été effectué sur le complexe 2. Pour cela, une solution a
10 mM du complexe 2 dans 1’acétonitrile deutéré a été préparée. Elle a ensuite été irradi¢e
pendant 60 min afin d’obtenir le composé¢ photolysé et la solution a été analysée par RMN.
Cette méthode permet de déterminer la susceptibilité magnétique d’un composé, c’est-a-dire la
capacité d’un composé a s’aimanter. Pour cela, la différence de déplacement chimique de
I’acétonitrile résiduel est exploitée afin de déterminer la susceptibilité magnétique molaire et

donc le moment magnétique effectif pesrvia I’équation d’Evans (Figure 47).
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Figure 47. a) Equation de détermination de la susceptibilité magnétique molaire X, avec C, la
concentration (mol/L), Af, la différence de déplacement chimique des protons de I'acétonitrile (Hz) et
f, la fréquence du spectromeétre (Hz). b) Equation de détermination du moment magnétique effectif
Mesr avec T, la température (K).

Grace a cette méthode, un moment magnétique eftectif de 5,09 a pu étre calculé. La valeur
théorique pour un complexe de manganese (I1) bas spin étant de 1,73 et 5,92 pour un complexe
haut spin. Cette expérience a donc permis de confirmer que le complexe photolysé ne peut pas

étre bas spin (Figure 48).
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Figure 48. Spectre RMN *H du complexe 2 dans I'acétonitrile aprés 60 min d’irradiation a A = 450 nm.
Malgré plusieurs tentatives de cristallisation, je n’ai pas pu obtenir des monocristaux du
complexe photolysé et donc élucider sa structure. En collaboration avec le Dr Héloise
Dossmann de 1’équipe CSOB de notre laboratoire, une expérience de spectrométrie de masse a
été entreprise afin de déterminer la composition du ou des produits de photolyse. Pour cette
analyse, une solution a 10 uM du complexe 2 est préparée et irradiée pendant 60 min puis

analysée par spectrométrie de masse haute résolution (HRMS) (Figure 49).
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Figure 49. Spectre HR-MS du complexe 2 (10 uM, MeCN) apres 60 min d’irradiation.

Le spectre obtenu présente un pic principal (pic de base) correspondant a un rapport m/z de 425
attribué au complexe [Mn(II)(8-HQ)Me-Imd]H" et un second de rapport m/z 343 attribué au
complexe [Mn(III)(8-HQ)2]". De par I’abondance du composé [Mn(8-HQ)Me-Imd], il est
fortement probable qu’il corresponde au composé photolysé. Cependant, pour [Mn(8-HQ).]" il
a probablement da étre formé lors du processus d’ionisation dans la source du spectromeétre a

partir de [Mn(8-HQ)>Me-Imd].

Dans ce point, les analyses structurales et les é¢tudes de libération de CO ont été exposées, cette
nouvelle famille de photoCORMs s’est révélée avoir une cinétique rapide de libération de CO
principalement causée par la présence du ligand 8-HQ. Le devenir des complexes a €té étudié.
En effet aprés irradiation le métal s’oxyde en manganése (II) induisant la formation d’un
complexe de formule [Mn(8-HQ),Me-Imd]. Cependant, du fait de la présence de deux ligands
8-HQ sur un manganese, la question se pose de ce qu’il advient du second, cependant le devenir

de ce dernier n’a jamais pu étre €lucidé a ce jour.

Sur la base de ces résultats, les étapes suivantes sont donc 1’étude biologique de ces CORMs et

plus particulierement 1’évaluation de leur toxicité sur cellules cancéreuses.

2.3 Etudes biologiques préliminaires

Concernant les tests de toxicité, deux points importants devaient étre vérifiés :

e Le premier consiste a s’assurer que nos photoCORMs présentent une cytotoxicité.
e Le second doit confirmer que cette toxicité n’est induite que via 1’application d’une

irradiation lumineuse.

Cette partie présentera les résultats obtenus dans le cas du complexe témoin [Mn(8-

HQ)(CO):Me-Imd] 2.
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2.3.1 Test MTT du complexe [Mn(8-HQ)(CO)3Me-Imd]

Afin d’évaluer la toxicité de ce composé sur cellules cancéreuses, différents tests existent tels
que le test a la BrdU (5-bromo-2’-désoxyuridine), ’EdU (5-éthynyl-2’-désoxyuridine),
cependant, ils présentent comme inconvénient d’avoir des protocoles assez complexes, associés
a des colts de réactifs relativement ¢élevés. C’est pourquoi, le choix s’est porté sur le test au
MTT (Bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl-tétrazolium). Le MTT est une
molécule toxique qui va étre réduite par la succinate déshydrogénase (SDH, complexe II)
présente a la surface des mitochondries, entrainant ainsi la formation de formazan (Schéma 18).
Le formazan une fois dissous dans le DMSO donne une solution de couleur violette donc

I’absorbance a 570 nm est proportionnelle au nombre de cellules vivantes.

~ /N

S S/

_N
7 \/<N
N’

H

_N SDH
-0 - 0
\N/ N
Br
MTT Formazan

Schéma 18. Réduction du MTT en formazan par la SDH.

Comme expliqué précédemment, le complexe 2 a été testé afin de mesurer sa cytotoxicité. Une
incubation de différentes concentrations de 2 avec des cellules MDA-MB-231 (lignée cellulaire
de cancer du sein triple négatif) a été effectuée. Apreés 2 h d’incubation du complexe avec les
cellules, la plaque est irradiée a 450 nm pendant 60 min, et est remise a incuber pendant 72 h a
37°C sous 5% COs. Apres ces 72 h, le test au MTT est effectué et une ICso de 7,5 uM est
déterminée. En parallele, ’effet de ’irradiation seul sur les cellules a également été évalué et
elle s’est révélé ne pas étre toxique. Une fois la toxicité apres irradiation vérifiée, il reste a
confirmer si le composé est toxique sans irradiation. Etonnamment, sans irradiation, le composé
2 se révele donner exactement le méme profil de toxicité, signifiant ainsi, qu’un autre stimulus

pourrait €tre a 1’origine de la libération de CO (Figure 50).
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Figure 50. Evolution du pourcentage de viabilité cellulaire (lignée cellulaire MDA-MB-231) en fonction
de la concentration en complexe 2 avec irradiation (courbe bleue, A= 450 nm) et sans irradiation
(courbe orange).

Sur la base de la littérature, en I’occurrence des travaux de A. Schiller ou encore Q. He, les ROS
ont été soupgonnées d’étre I’autre stimulus responsable de la libération de CO.”>"¢ La toxicité
du complexe 2, possiblement induite par la production intracellulaire de ROS a ainsi été évaluée
par une co-incubation avec une concentration croissante de N-acétylcystéine (NAC) qui est un
antioxydant. Pour des concentrations croissantes en NAC, une augmentation progressive de
I’ICs0 est observée (11,4 uM (1 mM en NAC), 14,5 uM (5 mM en NAC), 19,8 uM (10 mM en
NAC)), en accord avec la diminution de la toxicité du complexe 2 (Figure 51). Ces résultats
représentent un tournant dans la stratégie mise en place concernant ces photoCORMs, ou
effectivement, ces composés semblent étre également sensibles aux ROS, faisant d’eux non
plus de simples photoCORMs mais également des « ROS-induced CO Releasing Molecules »
que nous appellerons « ROS-CORMs ».
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Figure 51. Evolution de I'lCso du complexe 2 sur MDA-MB-231 en présence de concentrations
croissantes de NAC.

2.3.2 Conclusion de ces tests et nouvelle direction

Dans cette partie, la cytotoxicité du complexe 2 sous irradiation lumineuse a été démontrée.
Cependant, le composé s’est avéré éEtre toxique en I’absence d’irradiation, impliquant
I’existence d’un autre stimulus. La mesure de la viabilité cellulaire aprés co-incubation du
complexe et de la NAC suggere I’implication des ROS dans le mécanisme de toxicité,
cependant la question sous-jacente est maintenant comment développer et exploiter ces résultats
afin de valoriser ces composés en thérapie anticancéreuse. Le chapitre 3 traitera en détail de la
réactivité de ces CORMs en présence de ROS (H20») et présentera une tentative d’¢lucidation

du mécanisme d’action impliqué permettant de justifier la toxicité observée.
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Intérét des ROS en thérapie anticancéreuse
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Chapitre 3. Intérét des ROS en thérapie anticancéreuse
3.1 Les ROS, une cible déja bien connue en thérapie anticancéreuse

Les « reactive oxygen species » (ROS) sont des espéces issues du métabolisme du dioxygene
dans I’organisme. Les ROS principaux sont le peroxyde d’hydrogene (H>O»), le radical anion
superoxyde (O2), le radical hydroxyle (HO") et ’oxygéne singulet ('02). Ces espéces sont

produites majoritairement par deux entités cellulaires, la NADPH oxydase et les mitochondries.

La NADPH oxydase est une protéine transmembranaire présente a la fois dans les phagocytes,
les cellules épithéliales mais également dans certains organites tels que les mitochondries, le
noyau ou encore le réticulum endoplasmique. Cette enzyme catalyse la production de
superoxyde a partir de O2 et NADPH. Le Oz formé est rapidement converti en H>O; par la
superoxyde dismutase (SOD). La présence de la SOD, qui a pour rdle spécifique de produire
des ROS (H20») suggere que les ROS ont un réle particulier dans 1’organisme. En effet, les
ROS se sont révélés étre impliqués dans des processus biologiques tels que la régénération des

tissus blessés ou encore la prolifération cellulaire.!!*!!*

L’organite majoritairement responsable de la production de ROS est la mitochondrie. En effet,
le premier ROS formé est le radical anion superoxyde. Il est produit a partir de O> au niveau
des complexes I, II et III de la chaine de respiration mitochondriale. 11 est important de souligner
que les complexes I et II ne libérent le superoxyde qu’a I’intérieur de la matrice mitochondriale
tandis que le complexe III va étre capable d’orienter sa production des deux cotés donc
¢galement vers le cytosol. Le superoxyde étant une espece extrémement réactive, elle va étre
rapidement convertie par les superoxydes dismutases (SOD1 dans le cytosol, SOD2 dans la
matrice mitochondriale) en H>O». Le H>O» étant moins réactif que les autres ROS, il va diffuser
a travers les membranes et méme avoir des effets a des distances €loignées de sa zone de
production. Il est le ROS le plus abondant et est la premicre cause d’oxydation des protéines
par les ROS. Il a été montré qu’a des concentrations situées entre 1-10 nM, il joue un rdle
important dans la signalisation cellulaire, permettant la prolifération cellulaire ou encore
I’angiogenese. Cependant, pour des concentrations supérieures a 100 nM il entraine un stress

oxydant pouvant conduire a la mort des cellules!!>!'® (Figure 52).
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Figure 52. Effets de la concentration intracellulaire et extracellulaire en H,0; sur les cellules. Schéma
issu de la référence 115.

Une fois H2O: dans le cytosol, il peut soit étre réduit en eau par le biais d’enzymes telles que la
catalase, la glutathion peroxydase (GPX) ou encore la peroxirédoxine (PRDX) ou étre converti
en radical hydroxyle HO' par la réaction de Fenton en présence de Fe*" libre. Le HO" formé est
le ROS le plus réactif, et va entrainer des dommages sur les protéines, ’ADN et surtout les
lipides. En effet, HO" va réagir avec les lipides dont les lipides transmembranaires formant ainsi
des radicaux lipidiques (L") qui en présence de dioxygene, vont former des radicaux peroxydes
lipidiques (LOO") qui vont réagir avec les lipides transmembranaires formant ainsi des
peroxydes lipidiques (LOOH) et des radicaux L° poursuivant ainsi le processus. Il doit étre
souligné que la peroxydation excessive des lipides de la membrane constitue une étape clé dans
le processus de ferroptose. HO' peut également étre produit a partir de Oz en présence de Fe**

et de NO entrainant la formation de peroxynitrite NO3™ qui va se décomposer en milieu protique

en NO2 et HO'!'7 (Figure 53 a)).
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Figure 53. a) Métabolisme du O,, formation et effet des ROS dans la cellule b) Réactions de réduction
du H,0, en eau catalysées par la catalase, la GPX et la PRDX. Figure issue de la référence 117.

Comme décrit précédemment, un niveau minimal de ROS est nécessaire pour assurer
I’activation de voies de signalisation permettant de réguler de fagon contrdlée les processus de
différentiation ou encore de prolifération cellulaire. Cependant les cellules cancéreuses
présentent un niveau de ROS bien supérieur, entrainant une suractivation des voies de
signalisation responsables de leur prolifération incontrolée. En effet, il est admis que les ROS
ont un role non négligeable dans I’initiation de la tumorigenese et son développement. Les ROS
vont endommager I’ADN entrainant ainsi I’apparition de mutations. Si les genes impliqués dans
ces mutations sont les oncogénes ou encore les geénes suppresseurs de tumeur, cela va entrainer
I’initiation et la progression du cancer. Cependant, les ROS pouvant induire des processus de
ferroptose, une certaine limite ne doit pas étre dépassée, c’est pourquoi, les cellules cancéreuses
vont compenser cette accumulation de ROS par la production et 1’expression d’especes
antioxydantes telles que la SOD afin de convertir I’anion superoxyde en H>O> mais également
la PRDX, GPX ou encore les catalases qui permettront la réduction du H>O> en eau maintenant

ainsi un équilibre bénéfique!'®!'® (Figure 54).
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Figure 54. Equilibre intracellulaire de la production de ROS et d’entités antioxydantes dans le cadre
des cellules cancéreuses. Figure issue de la référence 116.

3.1.1 Traitement par une diminution du niveau de ROS

Les ROS ayant un role essentiel dans le développement du cancer, il est tout naturel que les
chercheurs se soient penchés sur 1’exploitation de cette balance redox dans le but de tuer les
cellules cancéreuses. Du fait de leur activité pro-tumorigénique, une premicre option est
I’inhibition de la production ou de l'activité de ROS via I’utilisation d’antioxydants. En effet,
afin de réduire le taux de ROS, les méthodes envisagées ont consisté en [’utilisation
d’antioxydants exogenes et endogeénes ou encore de méthodes diminuant le stress oxydant en
perturbant la chaine de respiration mitochondriale.!'®!? Par exemple peuvent étre citées,
I’utilisation d’antioxydants tels que la N-acétylcystéine (NAC) ou encore la vitamine C qui ont
montré diminuer la tumorigénése in vivo '?!, ou encore la surexpression de SOD qui a été
démontrée comme permettant ’inhibition de métastases de cancer du sein chez la souris.!?
Toutefois, la plupart des essais cliniques exploitant cette stratégie ont échoué a montrer les effets
bénéfiques de ce type de traitement.!?*!12* En effet, certains antioxydants comme la vitamine A,
E, la B-caroténe (Figure 55) ou encore la NAC ont révélé augmenter le risque de cancer, voire

méme dans le cas de la NAC induire une accélération de la progression de la maladie.!!*125-128
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Les résultats peu encourageants obtenus par la stratégie via les antioxydants ont donc forcé les
scientifiques a contourner le probléme en se concentrant non plus sur une inhibition des ROS
mais sur leur surproduction. En effet, comme expliqué précédemment, une importante quantité
de ROS peut induire la mort des cellules. Ainsi, une augmentation du niveau de ROS ou une
diminution de la quantit¢ en espeéce antioxydante est une stratégie prometteuse pour tuer
sélectivement les cellules cancéreuses qui contrairement aux cellules saines présentent des

niveaux de ROS et espeéces antioxydantes tres élevés (Figure 56).
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Figure 56. Effets d’'une altération de la quantité intracellulaire de ROS et d’espéces antioxydantes
dans les cellules saines et cancéreuses.

3.1.2 Traitements par une augmentation du niveau de ROS

Une grande partie des thérapies anticancéreuses, que ce soit par des agents chimio-

thérapeutiques ou des radiations ionisantes, justifie leurs effets par une production directe ou

91



indirecte de ROS. En effet, les familles historiques d’anticancéreux comme les taxanes
(paclitaxel ou docetaxel), les vinca-alcaloides (vincristine et vinblastine) et antimétabolites
(anti-folates) qui sont connus pour promouvoir la libération du cytochrome c induisant ainsi
I’apoptose, se sont également révélés interagir avec la chaine de transport des électrons
entrainant la formation de ROS.'?° D’autres agents de chimiothérapie trés utilisés comme les
complexes de platine (cisplatine, carboplatine et oxaliplatine) ou encore les anthracyclines
(doxorubicine, epirubicine) (Figure 57) induisent également une importante production de ROS
responsables de leurs effets anticancéreux.'*° On peut également citer le trioxyde d’arsenic
(As203) utilisé pour le traitement de certaines leucémies qui lui aussi interagit avec les

mitochondries, augmentant ainsi la production de superoxyde.!®!
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Une autre méthode utilisée en thérapie anticancéreuse fonctionnant via une production
excessive de ROS, est la radiothérapie par I'utilisation de radiations ionisantes. Il en existe deux
types, la premicre va utiliser des photons (photons y) générés a partir de cobalt ou de césium
radioactifs et la seconde va exploiter des particules telles que des électrons, protons, neutrons,
particules-a et B. L’irradiation par ces rayonnements va induire un stress oxydant permanent

résultant en une production trés importante de ROS. 32133

Une autre stratégie de traitement par production de ROS pouvant étre citée, est la thérapie
photodynamique (PDT). Cette thérapie consiste en I’administration d’un photosensibilisateur
qui, sous irradiation, va étre excité et permettre la conversion d’oxygene triplet en oxygeéne
singulet qui est hautement réactif et va ainsi entrainer la mort des cellules cancéreuses. La
majorité des photosensibilisateurs sont des dérivés de porphyrine, comme par exemple le
Laserphyrin (talaporfine) utilisé pour le traitement du cancer du poumon et développé par
Novartis et Meiji Seika ou encore le Foscan (temoporfin) pour le cancer des voies

aérodigestives supérieures et développé par Biolitec!** (Figure 58).
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Figure 58. a) Diagramme de Jablonski présentant le principe de la PDT. b) Exemples d’agents de PDT
utilisés en thérapie anticancéreuse.
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Toutefois, I’un des problémes de ces agents de chimiothérapie, est leur faible sélectivité. En
effet, malgré la capacité des cellules saines a s’adapter a une augmentation de la quantité de
ROS, si cette augmentation est trop importante les cellules vont étre affectées de la méme
maniere, ce qui représente une limite. Le second probléme, est que les cellules cancéreuses
finissent par s’adapter a I’augmentation de ROS via une production plus importante
d’antioxydants. On peut citer par exemple I’étude effectuée sur des cellules leucémiques
promy¢locytaires HL-60 ou cette lignée a montré étre capable d’augmenter significativement
son activit¢ catalase apres traitement avec des oxydants comme H>O> ou encore
I’hydroperoxyde de tert-butyle.!*> C’est pourquoi, une autre stratégie a été explorée afin de

contourner ce probléme, au travers de I’inhibition de I’activité antioxydante.

3.1.3 Traitements via une inhibition de I’activité antioxydante

Une stratégie de traitement basée sur une inhibition de I’activité antioxydante peut avoir une
importante sélectivité envers les cellules cancéreuses du fait de leur niveau élevé de ROS
présent comparé aux cellules saines. C’est pourquoi, des études ont été entreprises dans la
recherche de molécules pouvant remplir cette tiche. On peut citer comme premier exemple la
buthionine-sulfoximine (BSO) qui est un inhibiteur de la glutamylcystéine synthétase, une
enzyme impliquée dans la synthése du glutathion (GSH).!*¢ En effet, la BSO entraine une
diminution de la production de GSH ce qui va conduire a une augmentation de la quantité de
ROS et donc induire la mort cellulaire. La BSO a également présenté des résultats intéressants
lorsqu’elle est combinée avec des pro-oxydants tels que le trioxyde d’arsenic ou encore le
cisplatine.’*”!* Dans le méme registre peut étre cité I'Imexon (Amplimexon®) (Figure 59),
qui est une molécule capable de se lier aux thiols diminuant ainsi la quantité de GSH disponible
et donc réduisant la capacité¢ antioxydante des cellules. Cette molécule a révélé avoir une
activité anticancéreuse lors d’essais cliniques de phase I sur des lymphomes non hodgkiniens
ou encore en combinaison avec le docetaxel pour le traitement des cancers du sein, du poumon

et de la prostate, 40142

Buthionine sulfoximine (BSO) Imexon (Amplimexon®)

Figure 59. Structures de la BSO et de I'Imexon.
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Dans ce premier point, 1’origine et le role des ROS dans I’organisme ont été présentés. En effet,
méme si ces especes peuvent avoir un role bénéfique dans 1’organisme du point de vue du
développement et de la prolifération des cellules, ils sont également trés réactifs et peuvent
induire des processus de mort cellulaire. Dans le cas des cellules cancéreuses, la quantité de
ROS intracellulaires est bien plus importante en comparaison avec les cellules saines ce qui
justifie leur grande capacité de prolifération. Toutefois, afin de ne pas €tre confronté au caractére
toxique des ROS, les cellules cancéreuses vont adapter leur activité antioxydante en
conséquence. C’est donc sur cette base que diverses stratégies de thérapie anticancéreuse ont
émergé et méme si le but premier n’était pas d’affecter la balance redox, les études ont montré
que pour la grande majorité des traitements fournis a ce jour, ils impliquent une augmentation
de la quantit¢ de ROS in fine. Cette partie a ainsi montré I’importance des ROS dans une
stratégie anticancéreuse et a quel point jouer sur cette balance ROS/antioxydant peut étre
bénéfique. Le point suivant va donc présenter, sur la base de la littérature, comment le CO peut

altérer cette balance redox et induire la mort des cellules cancéreuses.

3.2 Etude de réactivité du complexe [Mn(8-HQ)(CO)3(Me-Imd)] avec
H:0:;

3.2.1 Approches spectroscopiques et théoriques

Dans un premier temps, afin de comprendre le comportement du CORM 2 vis-a-vis des ROS,
sa réactivité en présence d’H»O; a été étudiée. Pour cela une analyse UV-visible du complexe
2 a été effectuée dans du PBS en présence de dix équivalents d’H>O». Le spectre UV-visible a
été enregistré toutes les 15 secondes et sur ce dernier, on peut constater une diminution
progressive des bandes d’absorption du complexe ; cependant, contrairement au profil observé
dans 1’acétonitrile (Figure 40), il n’y a pas d’apparition d’une nouvelle bande, suggérant la
formation d’une espece différente dans le PBS (Figure 60). Néanmoins, en comparant avec le
spectre obtenu sous irradiation a A =450 nm, les profils obtenus sont identiques confirmant que
la méme espéce est obtenue a la fin de ces deux activations. Le H>O, semble agir en tant que

stimulus extérieur dans le cadre de la dégradation du CORM.
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Figure 60. a) Evolution du profil UV-visible du complexe 2 (100 uM dans PBS) sous irradiation a A =
450 nm ; b) Evolution du profil UV-visible du complexe 2 (50 uM) en présence de H,0; (500 uM).

Afin de tenter d’¢lucider la structure du iCORM, une réaction test de 2 en présence de dix
équivalents H>O» et vingt équivalents d’HCI (1 M dans de 1’eau) a été effectuée (Schéma 19.a)),
le nombre d’équivalents a été déterminé grace a 1’équation théorique de réduction d’H>O2 en
H>0 ou 1 mole d’H>0, donne 2 moles d’H>O en présence de 2 équivalents d’H* (schéma 19.b)).
A D’issue de la réaction, une poudre verte est obtenue et est analysée par IR, et comme attendu
le composé ne présente plus aucune bande vCO. Cependant, la structure de ce composé n’a pas
pu étre ¢élucidée, en effet I’analyse par RMN du proton réveéle un spectre trés peu résolu
présentant des signaux élargis, ce qui peut étre associé a la présence d’une espece
paramagnétique. De plus des tentatives de cristallisation de cette espece ont été réalisées mais

ont été infructueuses.

a) | X
N/ 10 equiv. Hy,O5,
, 20 equiv HCI (1M dans H,0)
OCu O - 77
oc” | I MeCN, 24h
co |-y
+ -
b) HoO2 + 2H + 27 == 2H,0

Schéma 19. a) Réaction d’oxydation du complexe 2 par H,0,.b) Equilibre redox du couple H,0,/H0.
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Une seconde réaction test, sans HCI, a également été effectuée. Dans ces conditions, le
complexe 2 est récupéré majoritairement, néanmoins, un sous-produit 16 a été isolé et sa
structure a été ¢lucidée par diffraction des rayons X. Sur cette derniére, nous pouvons voir que
le noyau 8-HQ est oxydé (Figure 61.a)). Cette espece n’est peut-Etre pas un intermédiaire du
processus réel se produisant en milieu biologique. Cependant, il permet de confirmer le
caractére non-innocent de ce ligand. En effet, il est en général admis que les processus
d’oxydoréduction impliquant des complexes organométalliques sont localisés exclusivement
sur le métal. Cependant, il a été montré, dans certains cas que ce processus redox se produit
exclusivement ou dans un premier temps sur le ligand, ces derniers sont ainsi qualifiés de non-
innocents'*. Parmi eux, sont inclus les ligands 8-HQ et dérivés qui ont montré par exemple
dans le cadre de réaction d’oxydation la capacité d’induire un processus de délocalisation de
lacune électronique ou dans un premier temps un €lectron est retiré sur le ligand formant ainsi
un radical cation qui est ensuite stabilisé par la migration d’un électron du métal vers cette

lacune, oxydant ainsi dans un second temps le métal'** (Figure 61.b)).

a)

b)
B ® B
Nig ° 'Tl/ — N
|\|/||/O MI/O |\|/|||/O

Figure 61. a) Représentation de la structure cristalline du complexe 16. Ellipsoides a 30 % de
probabilité. b) Processus de délocalisation de lacune électronique entre le ligand 8-hydroxyquinoléine
et un métal.

Dans le but de corroborer ces résultats et surtout le caractére non-innocent du noyau 8-HQ, des
analyses théoriques ont ét¢ entreprises en collaboration avec le Dr. Héloise Dossmann et ont

permis de confirmer que le processus d’oxydation du complexe était centré sur le ligand (Figure

98



62). En effet, par cette ¢tude, il a pu étre déterminé que I’ orbitale la plus haute occupée (HOMO)
se situe sur le noyau 8-HQ qui ainsi subirait 1’abstraction d’un électron. Afin de compléter ce
résultat, un autre calcul théorique consistant a identifier les zones les plus perturbées par le
retrait d’un ¢€lectron a été entreprise. Comme attendu, par le biais d’une analyse des charges
partielles, ’'unité 8-HQ se révele étre celle pour laquelle la plus grande densité électronique
disparait, confirmant le caractére non-innocent et I’implication du ligand dans le processus de

libération de CO par oxydation.

Figure 62. Représentation de la HOMO du complexe 2, déterminée par calcul TD-DFT (B3LYP/Def2-
tzvp), avec un surface d’isodensité de 0.051.

Afin de comprendre le processus de libération de CO, différentes expériences ont été
entreprises, la premicre est une analyse infrarouge en temps réel effectuée dans 1’acétonitrile.
A travers cette analyse, deux informations importantes peuvent étre extraites. La premicre est
que, de fagon similaire au test sous irradiation, une diminution progressive et simultanée de

I’intensité des trois bandes vCO est observée apres ajout de H2O2 et HCI, sans apparition
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intermédiaire de nouvelles bandes, indiquant donc qu’il n’y a pas de modification de la symétrie
du complexe impliquant ainsi une libération simultanée des 3 CO (Figure 62.a)). Dans un
second temps, 1’évolution de I’intensité de la bande vCO a 1950 cm™ a été tracée en fonction
du temps. Pour cette derniére, il peut étre observé qu’avant addition d’H>O, aucune variation
de I’intensité¢ de la bande n’est observée. Toutefois dés 1’ajout de 1’oxydant, une diminution
immédiate est constatée, confirmant la seule implication de H>O> dans I’induction de la

libération de CO (Figure 63.b)).
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Figure 63. a) Spectre infrarouge en temps réel du complexe 2 en présence de 10 équivalents de H,0;
et 20 équivalents de HCI dans I'acétonitrile. b) Evolution de I'intensité de la bande vCO & 1950 cm™ au
cours du temps, Tracé bleu : sans H,0,. Tracé orange : Aprés ajout d’H,0..

3.2.2 Approche électrochimique

Il est fait I’hypothése que le mécanisme supposé de cette réaction et de la toxicité du complexe
passe par un processus d’oxydo-réduction. Afin de vérifier cette hypothése, les potentiels redox
des complexes 2, 13 et 15 ont été déterminés par voltampérométrie cyclique en collaboration
avec le Pr. Sébastien Blanchard. Ici I’idée est de mesurer les potentiels de ces différents
complexes portant des 8-HQ enrichis ou appauvris en €lectrons, de les comparer et de vérifier
s’il y a une corrélation entre le potentiel et la toxicité afin de confirmer que le mécanisme
d’action implique une réaction d’oxydoréduction. Pour ce faire, un systéme électrochimique a
trois électrodes est utilisé, avec comme électrode de travail une électrode au carbone vitreux,
une ¢lectrode au calomel saturé (ECS) comme électrode de référence et une électrode au platine
comme contre-¢lectrode. Le complexe 2 est ensuite dissous dans I’acétonitrile contenant de
I’hexafluorophosphate de tétrabutylammonium (100 mM) en guise d’électrolyte porteur. Le
voltamogramme cyclique est enregistré a une vitesse de balayage de 100 mV.s!'. A I’issue de

cette expérience, I’influence des substituants sur le motif 8-HQ se vérifie et confirme d’autant
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plus le caractére non-innocent de ce ligand. En effet, un potentiel d’oxydation de 0,9 V est
déterminé dans le cas du complexe 2, associé a un processus irréversible qui s’explique par la
perte des CO qui en découle. Le complexe 15 (8-HQ dinitrée) quant a lui présente un potentiel
d’oxydation de 1,07 V (vs. ECS), ce qui est cohérent car un appauvrissement €lectronique du
noyau 8-HQ implique une plus grande difficulté a perdre un électron, et cela se traduit par un
potentiel plus élevé et toujours via un processus irréversible. Le composé¢ 13 (8-HQ di-
isopropyle), comme attendu, présente un potentiel d’oxydation plus bas de 0,68 V (vs. ECS)
associé a un processus quasi réversible. En effet, le caractére enrichi en ¢€lectrons da a ’effet
inductif donneur des groupements isopropyle permet une stabilisation de 1’espéce radical cation
formée qui présente donc un temps de vie suffisamment long pour subir le processus de

réduction inverse (Figure 64).
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Figure 64. Voltampérométrie cyclique des composés 2, 13 et 15 (1 mM) dans MeCN en présence de
TBAPFs (100 mM) versus ECS ; vitesse de balayage v = 100 mV.s! & température ambiante.

A D’issue de cette analyse, un mécanisme de libération de CO peut étre proposé ou la premiere
¢tape consiste en 1’oxydation du motif 8-HQ entrainant la formation du radical cation
correspondant. Ensuite, afin d’étre stabilisé, un transfert électronique du métal vers la 8-HQ se
produit formant ainsi un manganése (II) qui ne sera plus capable s’assurer une bonne
rétrodonation 7 conduisant a un affaiblissement de la liaison Mn-CO et entraine le départ de

ces derniers (Schéma 20).
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Schéma 20. Mécanisme proposé de libération des CO du complexe 2 par processus d’oxydoréduction.

3.2.3 Approche biologique et mécanisme d’action.
Comme expliqué dans le point précédent, afin d’aller plus en profondeur dans I’¢lucidation du
mécanisme d’action, des tests de viabilité sur cellules cancéreuses MDA-MB-231 ont été
entrepris avec les complexes 13 et 15 afin de déterminer la relation entre leur potentiel
d’oxydation et leur cytotoxicité. Dans un premier temps, lorsque la toxicité du complexe 13 est
comparée a celle de 2, aucune différence significative n’est observée. Cependant, une
augmentation de 1’ICso par presque 2 est constatée dans le cas du complexe 15, montrant ainsi
I’influence du potentiel sur la toxicité. Pour le complexe 13, le fait qu’aucune différence de

toxicité ne soit observée apres traitement par rapport au complexe 2 peut s’expliquer par une

différence de potentiel redox déja suffisante avec le couple H2O2/H>O (1,54 V vs ECS) (Tableau
5).

I N
R —

N =

%, /ﬂ\\\\\rE/\N‘
oc” M|n\co
Cco
R=H, iPr, NO,
Composé 2 (-H) 13 (-iPr) 15 (-NO»)
MDA-MB-231 74 +1,6 uM 7,3 +£0,4 uM 12,7+ 1,1 uyM

Tableau 5. Valeurs d’ICso de 2, 13 et 15 obtenues par un test au MTT aprés 72 h d’incubation a 37°C
sur la lignée cellulaire MDA-MB-231 (cancer du sein triple négatif).

A travers les analyses effectuées, les résultats obtenus ont permis la proposition d’un mécanisme
d’action de nos composés sur les cellules. En effet, comme vu dans la premiéere partie de ce
chapitre, les ROS sont produits majoritairement par les mitochondries, et on estime que 1% de
la consommation totale de dioxygene sert a produire des ROS et en I’occurrence du

superoxyde.''? La production de superoxyde quant a elle, est assurée majoritairement par les
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complexes I (NADH déshydrogénase) et 11 (coenzyme Q-cytochrome c réductase) de la chaine
de transport des électrons.!*-14¢ I] est important de rappeler que le CO posséde une forte affinité
pour I’héme, qui est environ 200 fois supérieure a celle du dioxygene, et en effet, les complexes
IT (succinate déshydrogénase) et IV (cytochrome c oxydase) sont des hémoprotéines et
représentent ainsi des cibles pour le CO. Ainsi, le H2O: extra-mitochondrial réagirait avec nos
complexes et induirait la libération de CO. Le CO libéré interagirait ensuite avec les complexes
I et IV, perturbant I’activité mitochondriale et entrainant une accumulation d’électrons sur les
complexes I et 111 et résultant en une surproduction de superoxyde!*’. Les anions superoxyde
libérés seraient convertis en H>O», et le méme processus se produirait en boucle jusqu’a
consommation totale du complexe dans la cellule et la mort des cellules cancéreuses. (Figure

65).
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Figure 65. Potentiel mécanisme d’action des CORMs [Mn(8-HQ)(CO)sR-Imd sur les cellules. Figure
issue de biorender.com.
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3.3 Conclusion et perspectives

Dans ce chapitre, I’importance des ROS dans le cadre du développement et du traitement des
cellules cancéreuses a été exposée. En effet, les ROS jouent un rdle central dans ces dernicres,
ce qui a permis I’introduction de stratégies visant a les cibler afin d’induire la mort des cellules
tumorales. Les CORMs présentés ont démontré une sensibilit¢é a H»O; au travers d’une
libération de CO par réaction avec ce dernier. Cela a pu étre vérifié par spectroscopie UV-
Visible et par IR en temps réel grace auxquelles la capacité du H>O; a dégrader le complexe
mais également a induire la libération de CO a pu étre confirmée. Ensuite, des études
approfondies sur le mécanisme de libération de CO ont été entreprises et ont permis de
déterminer que I’oxydation avait lieu principalement sur le ligand 8-HQ avant 1’oxydation de
I’ion métallique et ainsi induire la libération de CO. Afin de vérifier et confirmer cette
hypothése, les complexes 13 et 15 présentant des 8-HQ respectivement enrichis et appauvris en
¢lectrons ont été étudiés en parallele du complexe 2. Leur potentiel d’oxydation a été déterminé
et comme attendu il est augmenté dans le cadre du complexe 15 (1,07 V) et diminué pour le
complexe 13 (0,67 V). Cette différence de potentiel a pu étre corrélée aux ICso des 3 complexes
sur une lignée cellulaire cancéreuse, démontrant que le complexe 15 avec le plus haut potentiel
présente la toxicité la plus faible, confirmant ainsi le caractére redox du processus de libération

de CO intracellulaire.

L’étude mécanistique de libération de CO du complexe 2 par H20- étant effectuée, 1’objectif
suivant va consister a tenter d’améliorer la sélectivité en espérant permettre par la méme

occasion d’augmenter la toxicité. Cet aspect fera 1’objet du chapitre suivant.

104



3.4 Reéférences

[113] L. B. Sullivan and N. S. Chandel, Cancer & Metabolism, 2014, 2, 17.
[114] F. Jiang, Y. Zhang and G.J. Dusting, Pharmacol. Rev. 2011, 63, 218-242,
[115] H. Sies, Redox Biol., 2017, 11, 613-619.

[116] C. R. Reczek and N. S. Chandel, Annu. Rev. Cancer Biol., 2017, 1, 79-98.
[117] L. S. Harris et G. M. DeNicola, Trends Cell. Biol., 2020, 30, 440-451
[118] M. Schieber, N.S. Chandel, Curr. Biol., 2014 24, R453-R462

[119] A. Glasauer and N. S. Chandel, Biochem. Pharmacol., 2014, 92, 90-101.

[120] S.K. Nelson, S.K. Bose, G.K. Grunwald, P. Myhill and J.M. McCord, Free Radic. Biol. & Med.,
2006, 40, 341-347.

[121] P. Gao, H. Zhang, R. Dinavahi, F. Li, Y. Xiang, V. Raman, Z. M. Bhujwalla, D.W. Felsher, L.
Cheng, J. Pevsner, L. A. Lee, G. L. Semenza and C. V. Dang, Cancer Cell, 2007, 12, 230-238.

[122] M.L. Teoh-Fitzgerald, M.P. Fitzgerald, W. Zhong, R.W. Askeland and F.E. Domann, Oncogene,
2014, 33, 358-368.

[123] K.T. Khaw, S. Bingham, A. Welch, R. Luben, N. Wareham and S. Oakes, N. Day, Lancet 2001,
357, 657-663.

[124] M. Burr, P. Appleby, T. Key and M. Thorogood, Lancet, 2001, 357, 2135-2136.

[125] The Alpha-Tocopherol, Beta Carotene Cancer Prevention Study Group. N. Engl. J. Med. 1994,
330, 1029-1035.

[126] J. Sceneay, M.C. Liu, A. Chen, C.S. Wong, D.D. Bowtell, A. Moller. PLoS One, 2013, 8,
€66388.

[127] V.I. Sayin, M.X. Ibrahim, E. Larsson, J.A. Nilsson, P. Lindahl and M.O. Bergo, Sci. Transl.
Med., 2014, 6, 221ral5.

[128] .M. Lee, N.R. Cook, J.E. Manson, J.E. Buring and C.H. Hennekens. J. Natl. Cancer Inst., 1999,
91, 2102-2106.

[129] S. H. Kaufmann and W.C. Earnshaw, Exp. Cell Res., 2000, 256, 42—-49.
[130] K.A. Conklin, Cancer Ther., 2004, 3, 294-300.

[131] W. H. Miller, H. M. Schipper, J. S. Lee, J. Singer and S. Waxman, Cancer Res., 2002, 62, 3893—
3903.

[132] T. Yoshida, S. Goto, M. Kawakatsu, Y. Urata and T.S. Li, Free Radic. Res., 2012, 46, 147—-153.
[133] C. Gorrini, I.S. Harris, T.W. Mak, Nat. Rev. Drug Discov., 2013, 12, 931-947.

[134] J. F. Algorri, M. Ochoa, P. Roldan-Varona, L. Rodriguez-Cobo and J.M. Lépez-Higuera,
Cancers, 2021, 13, 4447.

105



[135] P.F. Lenchan, P.L. Gutierrez, J.L.. Wagner, N. Milak, G.R. Fisher, D.D. Ross, Cancer Chemother.
Pharmacol., 1995, 35, 377-386.

[136] O.W. Griffith and A. Meister, J. Biol. Chem., 1979, 254, 7558-7560.

[137] H.H.Bailey, G. Ripple, K.D. Tutsch, R.Z. Arzoomanian, D. Alberti, C. Feierabend, D. Mahvi, J.
Schink, M. Pomplun, R.T. Mulcahy and G. Wilding, J. Natl Cancer Inst., 1997, 89, 1789-1796.

[138] H. Maeda, S. Hori, H. Ohizumi, T. Segawa, Y. Kakehi, O. Ogawa and A. Kakizuka, Cell Death
Differ., 2004, 11, 737-746.

[139] R.H. Engel and A.M. Evens, Front. Biosci., 2006, 11, 300-312.

[140] S. Moulder, N. Dhillon, C. Ng, D. Hong, J. Wheler, A. Naing, S. Tse, A.L. Paglia, R. Dorr, E.
Hersh, M. Boytim and R. Kurzrock, /nvest. New Drugs, 2010, 28, 634—640.

[141] E.V. Sheveleva, T.H. Landowski, B.K. Samulitis, G. Bartholomeusz, G. Powis, and R. T. Dorr,
Mol. Cancer Res., 2012, 10,392—-400.

[142] T. Dragovich, M. Gordon, D. Mendelson, L. Wong, M. Modiano, H.H.S. Chow, B. Samulitis, S.
O’Day, K. Grenier, E. Hersh and R. Dorr, J. Clin. Oncol., 2007, 25, 1779-1784.

[143] M. C. Aragoni, C. Caltagirone, V. Lippolis, E. Podda, A.M.Z. Slawin, J.D. Woolins, A. Pintus
and M. Arca, Inorg. Chem., 2020, 59, 17385—17401.

[144] S.Bellinger-Buckley, T.-C. Chang, S. Bag, D. Schweinfurth, W. Zhou B. Torok, B. Sarkar, M.-K.
Tsai, and J. Rochford, /norg. Chem., 2014, 53, 5556—5567.

[145] E. L. Muller, Y. Liu and H. Ven Remmen, J. Biol. Chem., 2004, 279, 49064-49073.
[146] M. P. Murphy, Biochem. J., 2009, 417, 1-13.

[147] M. Desmard, J. Boczkowski, J. Poderoso and R. Motterlini, Antioxid. Redox Signal., 2007, 9,
2139-2155.

106



Chapitre 4

Deéveloppement de CORMs
glycoconjugues (GlycoCORMs) pour de la
thérapie ciblce

107



Chapitre 4. Développement de CORMs glycoconjugués
(GlycoCORMY) pour de la thérapie ciblée
4.1 Lintérét de la thérapie ciblée

Comme expliqué précédemment, I’un des problémes majeurs de la thérapie anticancéreuse est
le manque de sélectivité des agents de chimiothérapie vis-a-vis des cellules tumorales. C’est
pourquoi un des grands défis de ces derni¢res années a été de développer des stratégies de
traitements permettant un ciblage spécifique afin de permettre de réduire considérablement les
effets secondaires mais également d’augmenter D’effet thérapeutique et peut étre méme
permettre de traiter les cancers a des stades avancés. Cette stratégie porte le nom de thérapie
ciblée, et implique I’utilisation d’une molécule naturelle ou synthétique qui va cibler des entités
moléculaires cellulaires surexprimées et présentes spécifiquement dans les cellules cancéreuses
entrainant une toxicit¢ dans ces derniéres et conduisant a leur mort. Dans ce chapitre,
I’historique de la thérapie ciblée en cancérologie sera présenté. S’en suivra une description des
cibles sur lesquelles nous avons choisi de travailler. Ensuite, la conception de la nouvelle série
de CORMs vectorisés constituera un point important de ce chapitre, expliquant le raisonnement
dans leur design mais également les difficultés synthétiques rencontrées et les résultats obtenus.
Dans un second temps, les tests de viabilité cellulaire réalisés sur ces complexes seront discutés

et comparés avec ceux obtenus avec le complexe 2 non fonctionnalisé.

4.1.1 Historique de la stratégie

Le Dr Paul Ehrlich a décrit pour la premiére fois a la fin du 19°™ siécle le concept de thérapie
ciblée avec le concept de « balle magique » qui a I’époque était censé décrire une molécule
permettant de cibler spécifiquement les microorganismes.!'*® C’est seulement 80 ans plus tard,
que le concept a été étendu aux thérapies anticancéreuses.'*’ L’un des points déterminants dans
le succes d’une stratégie de thérapie ciblée est I’identification de la cible. L’apparition des
cancers de maniere générale est associée a une altération du génome conduisant a des mutations
ou la surexpression de protéines pouvant induire la survie et la prolifération cellulaire. Ces
altérations génétiques font partie des facteurs clé permettant la distinction entre cellules
cancéreuses et cellules saines, et ce sont ces paramétres qui vont étre exploités pour le

développement de vecteurs moléculaires. La premicre étape avant la conception d’agents de

thérapie ciblée est 1’identification des cibles cellulaires. Un grand nombre d’études a été
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entrepris dans le but de déterminer ces marqueurs, et c¢’est a travers le séquencage de I’ADN
que des variations génétiques entre les cellules saines et cancéreuses ont pu étre €¢lucidées et
ont permis de mettre en avant certaines protéines en tant que potentielles cibles. Parmi les cibles
peuvent Etre citées, les facteurs de croissance, les protéines du cycle cellulaire, les modulateurs

de I’apoptose ou encore les molécules promouvant ’angiogenése.!>%-15!

Afin de toucher ces différents marqueurs, différentes familles de molécules et stratégies ont été
développées et étudi¢es. On peut citer les petites molécules, les anticorps monoclonaux, les
vaccins contre le cancer, la thérapie génique ou encore les carbohydrates. Les points qui

suivront détailleront de chacune de ces méthodes de thérapie ciblée.

4.1.2 Ciblage par des molécules de faible poids moléculaire

Les petites molécules en thérapie ciblée sont définies comme étant des molécules ayant une
masse molaire inférieure a 900 g/mol, capable de pénétrer la membrane plasmique afin de cibler
spécifiquement certaines protéines présentes dans les cellules et a leur surface.!*® La plupart
des enzymes ciblées sont des kinases. Les kinases sont des enzymes qui assurent le transfert de
groupements phosphates a partir d’ATP fonctionnant de pair avec les phosphatases qui
hydrolysent les groupements phosphates. A elles deux, ces classes d’enzymes modulent de
nombreux processus cellulaires et sont par exemple fortement impliquées dans la prolifération

cellulaire'>? (Schéma 21).

o, °
Kinases ,P\ -
Protéine OH + ATP Protéine o O + ADP
Phosphatases

Schéma 21. Réactions catalysées par les kinases et phosphatases.

La grande majorit¢ des cancers sont connus pour surexprimer les protéines kinases, c’est
pourquoi elles ont tout naturellement été associées au phénomeéne d’oncogenése.!>* Le kinome,
c’est-a-dire I’ensemble des protéines kinases exprimées dans les cellules, est devenu un sujet
d’étude important dans la recherche pour le traitement de nombreux cancers. L'un des
challenges dans le développement d’inhibiteurs de kinases, est I’identification de la ou des
protéines offrant les meilleurs effets thérapeutiques, cependant des centaines de kinases
présentent un role important dans I’initiation, la survie et la prolifération des cellules
cancéreuses. C’est pourquoi les kinases ont été divisées en quatre groupes selon leurs roles

biologiques précis.!3>134158
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Les inhibiteurs de kinases représentent 1’une des classes les plus importantes d’anticancéreux
en stratégie de thérapie ciblée. Le Imatinib (Glivec®) est le premier inhibiteur de kinase ciblant
la tyrosine kinase d’Abelson (ABL) approuvée pour le traitement de la leucémie myéloide
chronique.’®® Aujourd’hui, un quart de la recherche et des médicaments développés dans le
monde sont des inhibiteurs de kinases, en effet, 31 molécules ont été approuvées par la FDA
depuis lors (Tableau 6). Ces molécules ciblent une large variété de kinases dont celles décrites
ci-dessus telles que ’EGFR, VEGFRs, ABL ou encore SRC pour en citer quelques-unes, et
toutes présentent de trés bons résultats.'®® La majorité de ces inhibiteurs sont compétitifs par
interaction avec le site de reconnaissance de I’ ATP permettant d’empécher la prolifération des

cellules et in fine, de soigner les patients,!6%163

Drug target  Protein substrate Drug

ALK Tyrosine Crizotinib, Ceritinib, Alectinib, Brigatinib

BCR-ADbI lyrosine Bosutinib, Dasatinib, Imatinib, Nilotinib,
Ponatinib

B-Raf Serine/threonine  Vemurafenib, Dabrafenib

BTK lyrosine Ibrutinib

CDK family  Serine/threonine  Palbociclib, Sorafenib, Ribociclib

c-Met Tyrosine Crizotinib, Cabozantinib

EGFR family ~ Tyrosine Gefitinib, Erlotinib, Lapatinib,
Vandetanib, Afatinib, Osimertinib

JAK family Tyrosine Ruxolitinib, Tofacitinib

MEK1/2 Dual specificity ~ Trametinib

PDGFR a/B  Tyrosine Axitinib, Gefitinib, Imatinib, Lenvatinib,

Nintedanib, Pazopanib, Regorafenib,
Sorafenib, Sunitinib

RET Tyrosine Vandetanib

Src family Tyrosine Bosutinib, Dasatinib, Ponatinib,
Vandetanib

VEGER family Tyrosine Axitinib, Lenvatinib, Nintedanib,
Regorafenib, Pazopanib, Sorafenib,
Sunitinib

Tableau 6. Liste des différentes protéines kinases ciblées en thérapie anti-cancéreuse et les molécules
les ciblant. Tableau issu de la référence 152.

Malgré d’excellents résultats obtenus, ces molécules présentent certains inconvénients, dont le
principal est la résistance des cellules cancéreuses apres traitement, ou un traitement qui était
initialement efficace, finit par ne plus faire effet. Ceci est dli a I’'importante capacité des cellules
cancéreuses a s‘adapter et muter en réponse a un traitement, empéchant ainsi la reconnaissance

et rendant inefficace ces molécules, 4160

4.1.3 Ciblage par la vaccination
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La stratégie via des vaccins contre le cancer consiste a cibler la réponse immunitaire contre les
cellules cancéreuses. La stratégie est divisée en deux types, la thérapie patient-spécifique ou le
vaccin est congu a partir des cellules cancéreuses du patient et la thérapie non-spécifique pour
laquelle un vaccin va induire une réponse immunitaire généralisée par 1’utilisation d’un vaccin

peptidique par exemple.'®’

Les vaccins thérapeutiques anticancéreux vont induire une réponse immunitaire dirigée contre
les cellules cancéreuses par I’administration d’antigénes associés aux tumeurs et trés souvent
surexprimés par celles-ci. L’administration de ces derniers va permettre de déclencher une
réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T cytotoxiques qui, aprés reconnaissance de

la tumeur, vont entrainer son élimination.'®

Le sipuleucel-T (Provenge®) est le premier vaccin thérapeutique pour le traitement du cancer a
avoir été approuvé par la FDA en 2010 et par ’EMA en 2013 dans le cadre du cancer de la
prostate. Cependant, aucun autre exemple de thérapie vaccinale n’a été approuvé. En effet, une
légere augmentation de la survie des patients a été constatée dans le cadre du sipuleucel-T et
méme certains essais cliniques de phase III impliquant d’autres vaccins ont présenté des
résultats négatifs.!®!"! Cela s’explique de différentes fagons. Premiérement, le complexe
tumeur-hote et les facteurs environnementaux ont révélé ne pas avoir d’influence directe sur
I’immunité spécifique de la tumeur signifiant que la conception de vaccins anticancéreux ne
prend pas compte tous les mécanismes impliqués dans la réponse immunitaire. De plus, les
vaccins se sont avérés étre incapables de générer une quantité suffisante de lymphocytes T

requise pour avoir un réel effet anticancéreux.!”> 173

C’est pourquoi, malgre le fait que les vaccins anticancéreux soient une stratégie prometteuse,
la recherche a continué¢ d’avancer sur le développement d’autres thérapies pouvant éviter les

limites de cette derniere, en I’occurrence la thérapie génique qui constituera le troisiéme point.

4.1.4 Ciblage par thérapie génique

La thérapie génique consiste en I’introduction de matériel génétique qui peut étre de I’ADN ou
de I’ARN par le biais de vecteurs qui peuvent étre viraux ou non. La thérapie génique peut étre
exploitée dans différents types de pathologies comme les maladies génétiques par exemple,
mais peut présenter un grand intérét en thérapie anticancéreuse. En effet, la thérapie génique
peut permettre par le biais de matériel génétique, d’introduire ou de remplacer des genes

suppresseurs de tumeur mutés, d’inhiber 1’expression d’oncogenes par siRNA (« small
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interfering RNA ») ou des oligonucléotides antisens afin de stimuler la réponse immunitaire et
inhiber le processus d’angiogenése associé¢ aux tumeurs, dans le but final de tuer les cellules

tumorales ou d’inhiber leur croissance.!*% 174

Le premier essai clinique en thérapie génique chez I’homme a été effectué en 1989 par
Rosenberg et collaborateurs afin de soigner des patients présentant un mélanome avanceé.
L’essai consistait a injecter a 1’intérieur des sites cancéreux des malades des lymphocytes
d’infiltration tumorale (TILs), ou avait ét¢ introduit un geéne favorisant la mort des cellules
tumorales, Les résultats de cette ¢tude ont montré que les tumeurs ne se développaient plus au

niveau du site d’injection.!”

L’une des stratégies prometteuses de thérapie génique en thérapie anticancéreuse est a travers
I’utilisation de la technologie CRISPR-Cas9 (« Clustered Regularly Interspaced Pallindromic
Repeats »). Cette stratégie mis au point par Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna a été
récompensée du prix Nobel de chimie en 2020. Cette technologie permet la reconnaissance
spécifique de séquence d’ADN par le biais de CRISPR qui est une séquence d’ARN court, et

également la coupure de I’ADN en question grace a la protéine Cas9 7% 177 (Figure 66).
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Figure 66. Processus d’édition de gene par CRISPR-Cas9. Figure issue de la référence 177.

Une ¢étude effectuée par Z.-H. Cheng et collaborateurs a présenté 1’utilisation de CRISPR-Cas9
afin d’introduire un géne codant pour la thymidine kinase HSV1-tk dans le génome de cellules

cancéreuses remplagant ainsi I’ADN muté par un géne suicide entrainant la mort des cellules

112



cancéreuses du foie de type Hep3B et Huh7.!”® Une autre étude de Su et collaborateurs a
présentée I’utilisation de CRISPR-Cas9 afin de perturber le géne codant pour la protéine PD-1
responsable en partie de la régulation négative de ’activité des lymphocytes T. L’altération du
gene de la protéine PD-1 permet ainsi de réactiver les lymphocytes T afin qu’ils puissent
s’attaquer aux cellules cancéreuses.!”® Ces études ont permis de mettre en avant I’intérét de la
stratégie par thérapie génique a travers I’exploitation de CRISPR-Cas9 en thérapie anti-
cancéreuse, plusieurs essais cliniques sont en cours principalement aux Etats-Unis et en Chine
sur différents types de cancers tels que les lymphomes ou le cancer du sein en couplant la
technologie CRISPR-Cas9 avec de I’immunothérapie (CAR-T cell), montrant ainsi

I’engouement entourant cette technique.'*

4.1.5 Ciblage par anticorps monoclonaux

La stratégie de ciblage par les anticorps ou conjugués anticorps-médicament (ADC =
«antibody-drug conjugate») consiste en 1’utilisation d’anticorps monoclonaux liés de fagon
covalente a un agent thérapeutique. Ces composés vont combiner le caractére hautement
cytotoxique d’une petite molécule avec la sélectivité, la stabilité et 1’excellent profil
pharmacocinétique des anticorps monoclonaux. En effet, les anticorps vont permettre une
reconnaissance spécifique des antigenes surexprimeés ou uniquement exprimeés sur les cellules
cancéreuses réduisant ainsi drastiquement les effets secondaires non ciblés. Une fois I’anticorps
lié¢ a ’antigéne, le complexe anticorps-molécule cytotoxique est internalisé par endocytose, et
ainsi, la liaison anticorps-molécule cytotoxique va €tre rompu par le biais de réactions

chimiques ou enzymatiques, permettant ainsi induire la mort de la cellule'" 182 (Figure 67).
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Figure 67. Fonctionnement général des ADC. Figure issue de Biorender.com
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Concernant la conception de ces composés, trois parametres clés sont a sélectionner, 1’agent
cytotoxique, le bras espaceur et I’anticorps. En effet, la grande majorité des agents cytotoxiques
utilisés sont les auristatines et les maytansinoides, pour la simple et bonne raison que toutes les
autres familles de composés comme les vinca-alcaloides ou anthracyclines ont échou¢ lors des
tests cliniques. En effet, ces composés doivent avoir un fort potentiel cytotoxique (ICso < nM),
une bonne hydrophilie ainsi qu’étre facilement modifiables chimiquement afin de pouvoir étre
couplés a I’anticorps. Le bras espaceur quant a lui, doit étre suffisamment stable pour assurer
le lien avec I’anticorps lors de circulation dans le sang jusqu’a I’arrivée aux cellules tumorales.
Il peut étre cité comme exemple, 'utilisation d’un lien thiosuccinimide avec les résidus
cystéines. Néanmoins, le probléme de ce dernier réside dans la possibilit¢ de phénomenes
d’échange de thiols, observés avec d’autres cystéines ou le glutathion induisant la libération

précoce du médicament'®! (Figure 68).
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Figure 68. Echange de thiols entre un résidu cystéine et du glutathion.

L’autre point central concerne le choix de I’anticorps, et dans le cas des ADC, cela signifie le
choix de I’antigéne. En I’occurrence, un bon antigéne signifie qu’il doit étre exprimé ou
surexprimé par les cellules cancéreuses en comparaison aux cellules saines. Une importante
partie du développement des ADC a consisté et consiste encore a chercher ces antigénes, et a
I’issue de ces travaux, certains ont été reconnus comme étant spécifiques des cellules tumorales.
Nous pouvons citer par exemple le récepteur 5T4 surexprimé par les tumeurs solides'®*, CD138
dans différents myélomes'®*, ou encore HER2 pour le cancer du sein et qui est I’objet de ciblage
de deux ADC mis sur le marché (Trastuzumab emtansine, Loncastuximab tesirine)!®?. Un
deuxiéme point important est que 1’antigéne ciblé doit étre présent a la surface de la cellule afin
d’étre accessible pour I’anticorps et surtout il doit étre un antigéne internalisant permettant ainsi

d’introduire I’agent cytotoxique a I’intérieur de la cellule.'®!

Les premiers exemples de couplage covalent de molécules a des anticorps monoclonaux date

de la fin des années 50 ou G. Math¢ coupla le méthotrexate avec un anticorps ciblant les cellules
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leucémiques.'®> En 2000, la FDA approuva le premier ADC, le gemtuzumab ozogamicin
développé par Wyeth (maintenant Pfizer) (Figure 69). Ce composé combine un anticorps anti-
CD33 avec la calicheamicine pour le traitement de patients atteints d’une leucémie aigiie
my¢loide. Cependant, aprés une étude complémentaire, ce composé n’a pas montré une réelle
augmentation de la survie et surtout montrait une toxicité plus importante que la chimiothérapie
seule, ce qui a entrainé son retrait du marché en 2010 (réapprouvé en 2017). Dans les années

qui suivirent, neuf nouveaux ADC ont été approuvés par la FDA et I’AEM.'#2

Gemtuzumab ozogamicin

Figure 69. Structure du premier ADC approuvé par la FDA gemtuzumab ozogamicin.

Les ADC représentent une stratégie de traitement révolutionnaire dont I’engouement ne cesse
d’augmenter, a la vue du nombre croissant d’essais cliniques impliquant ces composés mais
¢galement le nombre de composés approuvés ces 10 dernieres années. Cependant, les ADC
présentent certaines limitations : premierement, la présence d’effets secondaires dus a la
libération des agents cytotoxiques avant d’atteindre les cellules cibles. Le deuxieéme est la
clairance trop importante de ces composés dii a leur hydrophobie causé¢ par une sur-
fonctionnalisation des anticorps. L’inconvénient majeur des ADC est leur tendance a s’agréger,
causee par leur hydrophobie, entrainant des modifications structurales altérant ainsi la capacité
de I’anticorps a reconnaitre les antigenes diminuants donc drastiquement 1’efficacité du

médicament. '8¢

Afin de contourner ce probleme d’agrégation et de diminution de la reconnaissance des
récepteurs, il est donc nécessaire de diminuer le taux de fonctionnalisation des anticorps, ou de

changer de stratégie en exploitant des vecteurs plus petits avec une fonctionnalisation controlée.
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C’est pourquoi le dernier point traitera des carbohydrates comme vecteurs et expliquera

pourquoi nous les avons sélectionnés pour la conception de CORMs glycoconjugués.

4.1.6 Ciblage via les carbohydrates

Les carbohydrates sont des molécules organiques essentielles pour le vivant contenant un
groupement carbonyle (aldéhyde ou cétone (aldose et cétose)) et au moins deux groupements
hydroxyles et ont pour formule générale CnH21On avec n >3. Ils sont présents sous la forme de
monomeéres, dimeres, oligomeéres et polyméres appelés respectivement monosaccharides
(glucose, galactose), disaccharides (lactose, maltose), oligosaccharides (cyclodextrine) et
polysaccharides (cellulose) (Figure 70 a) b).). Ils ont des rdles clés dans plusieurs processus
cellulaires tels que la reconnaissance ou la signalisation cellulaire. De plus, ces composés
entrent dans la composition de I’ADN et I’ARN et sont ['une des premicres sources d’énergie

dans I’organisme a travers la glycolyse'®” (Figure 70 c)).
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Figure 70. a) Structure des molécules de glucose, galactose et lactose. b) Structure des nucléosides 2-
désoxyadénosine et 2-désoxyguanosine qui composent I’ADN avec en rouge |'unité osidique 2-
désoxyribose ; c) Schéma de la glycolyse représentant la dégradation du glucose en pyruvate. Figure
issue de Biorender.com.
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4.1.6.1 Ciblage des GLUTs

Une caractéristique importante des cellules cancéreuses est leur tendance a surexprimer les
récepteurs a glucose (GLUT) en comparaison aux cellules saines. La famille des GLUT est
composée de treize protéines transmembranaires nommées GLUT 1 a 13. Cette famille peut
étre divisée en trois classes, la classe I connue sous le nom de transporteurs a glucose
correspondant aux récepteurs GLUT 1 a 4, la classe II représentant les récepteurs a fructose
correspondant aux GLUT 5, 7, 9 et 11 et la classe III correspondant aux GLUT 6, 8, 10, 12 et
13. Le role des GLUTs est de faciliter I’internalisation du glucose et dérivés afin d’étre
métabolisés par les cellules. Les organes exprimant la majorité des GLUTs sont le foie, la rate

et le cerveau.'®®

Dans les années 20, Otto Warburg observa que les cellules cancéreuses utilisaient la glycolyse
comme source principale d’énergie au lieu du processus habituel passant par les mitochondries.
Cependant la production d’ATP par la glycolyse est bien plus faible (2 molécules d’ATP par
molécule de glucose) en comparaison du processus aérobique classique (38 molécules d’ATP
par molécule de glucose). Pour ce faire, les cellules cancéreuses vont donc métaboliser une
quantité bien plus importante de glucose en surexprimant les récepteurs GLUTs et en particulier
le récepteur GLUTI, a leur surface. Ce phénomene porte le nom d’effet Warburg. C’est donc
naturellement que beaucoup de scientifiques ont tenté d’exploiter ce phénomene, dans le cadre
de la thérapie anticancéreuse comme moyen de cibler spécifiquement les cellules tumorales.'®-
1 Un des tournants dans le développement de tels composés a été la conception de glucose
radiomarqué au fluor 18, le 2-désoxy-2('*F) fluoro-D-glucose (*F-FDG) (Figure 71), qui est
un agent d’imagerie pour le diagnostic et I’observation de 1’évolution du cancer par le biais de

la technique de tomographie par émission de positrons (PET).!78 192
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2-désoxy-2-("8F)fluoro-D-glucose
Figure 71. Structure du ¥F-FDG.

L’effet Warburg a également ouvert la porte a une nouvelle génération d’agents de thérapie

ciblée. C’est en 1995 que Wiessler et collaborateurs ont synthétisé le glufosfamide, la version
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glycoconjuguée de I’ifostamide qui est un anticancéreux agissant comme agent alkylant (Figure
72). Le glufosfamide a montré une toxicité environ quatre fois moins élevée que 1’ifosfamide
et une meilleure sélectivité sur des modéles de rats sains.'”® Sur cette base, le premier essai
clinique de phase I a été entrepris deux ans plus tard en Europe sur vingt patients présentant
divers cancers. Les résultats de 1’étude ont été trés encourageants surtout dus a la rémission
d’un patient présentant un cancer du pancréas aprés quatre années de traitement. Dans les

années qui ont suivi, plusieurs essais cliniques ont été entrepris aux Etats-Unis et au Japon.'**
195
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Figure 72. Structures de I'ifosfamine et du glufosfamine.

Dans les années qui suivirent, beaucoup d’autres anticancéreux tels que le paclitaxel, le
docétaxel et d’autres agents alkylants ont été glycoconjugués et ont globalement tous montré
de meilleures activités sur lignées cellulaires comparé a leurs versions non-glycoconjuguées.
Une autre étude intéressante faite par S.J Lippard et collaborateurs a présenté des dérivés
glycoconjugués de I’oxaliplatine. Dans cette étude le motif glucose est fonctionnalisé en
différentes positions (Figure 73), et I’efficacité de chacun des analogues a ainsi été testée sur
les lignées cancéreuses DU145 (cancer de la prostate), A2780 (cancer de 1’ovaire), SKOV3
(cancer de I’ovaire) et A549 (cancer du poumon). Dans cette étude, S.J. Lippard conclut que la
position fonctionnalisée présentant la meilleure activité est sur le C2, augmentant drastiquement

I’internalisation en comparaison a 1’oxaliplatine sur cellules et sur modéle de souris in vivo.'*>:
196
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Figure 73. Structures des différents composés dérivés de l'oxaliplatine synthétisés et testés par S.J.
Lippard. Figure issue de la référence 196.

Dans ce point, nous avons pu voir que la thérapie ciblée par I'utilisation de glucose est une
stratégie trés prometteuse, et qui mérite d’étre étudiée encore plus en profondeur. En effet, les
¢tudes effectuées sur les anticancéreux modifiés, les analogues glycoconjugués correspondants
ont présenté des activités anticancéreuses similaires mais surtout, une meilleure sélectivité. Cela
représente la raison qui nous a conduit a choisir cette stratégie pour le développement des
glycoCORMs. Cependant, afin d’exploiter tout le champ du possible pour le cancer du foie,
nous avons également choisi d’étudier les récepteurs aux ASGP qui sont exclusivement

exprimés a la surface des cellules de foie. Le point suivant les décrira briévement.

4.1.6.2 Ciblage des recepteurs ASGP

Le récepteur aux asialoglycoprotéines (ASGP-R) aussi connu sous le nom du récepteur
d’Ashwell-Morell est la premiere lectine animale découverte et identifiée, par G. Ashwell et A.
Morell en 19747, Les lectines sont des protéines présentes chez ’animal et les plantes, se liant
sélectivement et de maniere réversible aux carbohydrates par leur domaine de reconnaissance.
Les lectines ont des rdles importants dans divers processus biologiques comme dans I’immunité
via la reconnaissance de motifs osidiques présents dans certains virus ou bactéries, dans la
régulation de I’adhésion cellulaire ou encore dans la synthése de glycoprotéines. Il existe

différentes classes de lectines classées selon la structure de leur domaine de reconnaissance et
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ainsi les différents sucres qu’elles reconnaissent. Parmi ces classes, peuvent étre citées les

lectines de type C (« calcium dépendant ») dont font partie les récepteurs ASGP.!?

Les récepteurs ASGP sont exprimés majoritairement a la surface des hépatocytes, et ce, méme
si une trés faible quantité a pu étre détectée sur certaines cellules extra-hépatiques telles que les
cellules épithéliales de I’intestin ou encore les monocytes, la quantité¢ de récepteurs ASGP a la
surface des hépatocytes est largement supérieure, a hauteur de 500000 récepteurs ASGP par
hépatocyte contre une centaine sur les autres types cellulaires.!”® Chez ’homme, ce récepteur
est composé de deux sous unités nommeées H1 et H2 de masses respectives 46 et 50kDa. Les
ASGP-R sont des hétéro-oligomeres composés de deux sous-unités H1 et une sous -unité H2.

Le domaine de reconnaissance des carbohydrates (DRC) des ASGPR appartient a la famille des

199, 200

lectines de type-C, c’est-a-dire qu’elles sont dépendantes du calcium (Figure 74).

Geometric relationship

a) of ASGPR binding site

Carbohydrate recognition
domain (CRD)

Stalk region

GG% Transmembrane domain :

Cytoplasmic domain @ CRD

Figure 74. a) Structure simplifiée de 'ASGPR. b) Interaction dépendante du calcium d’'une molécule
de GalNAc. Figures issues de la référence 200.

L’ASGP-R est également connu sous le nom de récepteur au galactose, car en effet, il présente
une tres forte affinité pour les motifs galactose et N-acétylgalactosamine (GalNAc) avec des Kp
respectifs d’environ 100 et 10 puM. Les ligands naturels de ces récepteurs sont les
asialoglycoprotéines, c’est-a-dire des glycoprotéines dont 1’acide sialique terminal a été retiré
laissant comme sucre libre une unité galactose qui sera reconnue par I’ASGP-R. Nous pouvons
citer comme exemple d’ASGP I’asialoorosomocoide (ASOR) ou encore 1’asialofétuine. Apres
reconnaissance du sucre, 1’internalisation s’effectue avec une cinétique treés rapide, avec un
temps de demi-vie d’environ 3 min par un processus d’endocytose médiée par les protéines

clathrines.'®’
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Cette affinité des ASGP-R pour les dérivés galactose et GaINAc a motivé le développement
d’un grand nombre de composés a visée thérapeutique ciblant les hépatocytes. Nous pouvons
citer par exemple les travaux de D. Deniaud et collaborateurs dans le cadre de la vectorisation
de virus adénoassociés par le biais de motif N-acétylgalactosamine en thérapie génique®®' ou
encore ceux de S.K. Wang et collaborateurs, ou des nanoparticules lipidiques ont été
fonctionnalisées avec des galactoses afin de délivrer des siRNA dans des mod¢les cellulaires
de cancer du foie (Hep3B, HCA-1). Dans cette étude, une augmentation de I’internalisation
ainsi que I’activité antitumorale sont observées dans le cas des composés fonctionnalisés?.
Ces quelques exemples montrent le potentiel de cette stratégie pour la vectorisation aux
hépatocytes. Toutefois, cette affinit¢é peut étre améliorée par le biais de plateformes
multivalentes. En effet, les récepteurs ASGP étant trimériques, ils vont privilégier les
interactions avec les ligands multivalents, on parle d’ici d’effet cluster.?® Cet effet posséde une
influence significative, et se voit particulierement a travers la constante de dissociation Kp. En
effet, pour un motif monovalent il présente une valeur de I’ordre du micromolaire voir de la
centaine de micromolaires tandis que, pour les motifs trivalents elle est de I’ordre du
nanomolaire. Cette stratégie de multivalence a été largement développée ces dernicres années
et a présenté de trés bons résultats. En effet, nous pouvons citer les travaux de C.-C. Lin et
collaborateurs, dans lesquels ils ont concu des nanoparticules de silice fluorescente
fonctionnalisées avec un motif trivalent compos¢ de trois unités galactose et une partie
thérapeutique avec le greffage de paclitaxel (Figure 75). Les études d’internalisation et de
toxicité ont été effectuées sur des cellules HepG2, et elles ont permis de conclure que ces deux

paramétres sont améliorés dans le cas des nanoparticules portant les vecteurs.?*

Figure 75. Structure du composé développé par C.-C. Lin avec en bleu la plateforme multivalente et
en vert le paclitaxel. Figure issue de la référence 204.

En 2018, J.A. Doudna et collaborateurs ont présenté la fonctionnalisation de 1’endonucléase

CRISPR-Cas9 par une plateforme trivalente de dérivés GalNAc modifiés pour une vectorisation
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aux cellules HepG2. De facon similaire a I’étude de C-C Lin, ils concluent que I’internalisation
est largement améliorée pour ces composés dans les cellules HepG2 par rapport aux cellules
skHep qui expriment trés peu les récepteurs ASGP, confirmant de la méme maniere que le
processus d’internalisation s’effectue par le biais de ces récepteurs.’”> Ces deux exemples ne
représentent qu’une infime partie des travaux effectués autour du développement de ces
plateformes, cependant, un des événements marquants a ¢été 1’approbation du Givlaari
(givosiran) par la FDA en 2019 et ’AEM en 2020 pour le traitement de la porphyrie hépatique.
Ce composé est un siRNA fonctionnalisé avec une plateforme trivalente composée d’unités

GalNAc, et il a permis de prouver I’intérét et I’efficacité de la méthode pour la thérapie ciblée.2%

Ces études ont largement motivé notre intérét sur 1’utilisation de tels motifs pour le
développement des glycoCORMs. La synthese et 1’étude de ces composés constituera les points

suivants.

4.2 Synthése des glycoCORMs
4.2.1 Les premiers glycoCORMs

Les premiers glycoCORMSs ont été rapportés en 2018 par D. He et collaborateurs dans le cadre
du ciblage des ASGPRs. Pour cela, ils ont présenté la synthése et 1’évaluation biologique de
complexes de cobalt glycoconjugués a des fins de thérapie anticancéreuse.??” Dans cette étude,
ils ont montré que les complexes portant des motifs galactose et GalNac présentent une toxicité
plus importante contre la lignée cancéreuse du foie HepG2 (respectivement ICso de 5,7 uM et
7,7 uM) en comparaison aux autres lignées testées (poumon A549, sein MCF-7, colon HT-29
et col de ’'utérus HeLa) ou les ICso sont doublées voir triplées. Cependant, méme si la toxicité
observée est prometteuse, 1I’implication du CO dans celle-ci n’est pas clairement exposée et
I’effet CORM de ces complexes semble limité. En effet, ces complexes libérent du CO par
échange de ligand, et afin de vérifier cela, des tests a la myoglobine ont été effectués. Méme si
effectivement des changements sont observés sur le profil spectral au niveau de la bande Q, les
bandes de la MbCO observées sont tres peu intenses, suggérant une tres faible conversion de la

myoglobine en MbCO (Figure 76).
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Figure 76. Structures des CORMs glycoconjugués développés par D. He et collaborateurs avec les
tests a la myoglobine correspondants?”’. Spectres issus de la référence 207.

Le terme « glycoCORMs » a été introduit pour la premicre fois en 2023 par R. Motterlini et

collaborateurs dans le cadre du développement d’un complexe de manganese glycoconjugué

pour le traitement contre I’obésité. En effet, dans une de leurs précédentes études, leur complexe

CORM-401 avait présenté promouvoir la perte de poids sur un modéle de souris obéses.?*® Et

afin d’améliorer cet effet, ils ont décidé de combiner 1’effet du CORM-401 avec la capacité du

dextrane (polysaccharide de glucose, 40 a 70 kDa) a cibler les tissues adipeux (Figure 77
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Figure 77. Structure de CORM-401 et du glyco-CORM.

Dans cette étude, ils ont retrouvé la méme activité que celle du CORM-401 sur la perte de poids,
néanmoins, aucune sélectivité particuliere n’a été observée pour les tissues adipeux, en effet,

une accumulation massive est constatée dans des organes comme le foie ou la rate.

Ces deux études représentent la toute premiere description de CORMs glycoconjugués
montrant ainsi la faisabilit¢ dans la conception de tels composés®!’, et encourageant la

conception de nouvelles molécules dans 1’optique d’améliorer I’indice thérapeutique.

4.2.2 Synthése des ligands

Sur la base des études exposées dans les points précédents, nous avons sélectionné le glucose,
le galactose et le GalNAc, mais en plus, le 2-désoxyglucose a été ajouté a la liste. En effet, le
2-désoxyglucose est une molécule proche structurellement du glucose, a I’exception qu’elle ne
présente pas de groupement alcool sur le carbone 2. De par sa similitude de structure avec le
glucose, le 2-DG est ainsi capable d’étre internalisé par les récepteurs GLUT cependant la
modification en position C2 permet au 2-DG d’étre un inhibiteur de la glycolyse et a montrer

une activité anticancéreuse.?!!

La stratégie de formation du glycoCORM s’effectue en deux temps, formation du ligand suivie
de la complexation. Afin de conserver 'utilisation de la synthése développée dans le chapitre
2, le ligand doit étre composé d’une partie imidazole conjuguée avec 1’unité osidique. Pour ce
faire, la premicre tentative a ¢té d’effectuer une réaction de glycosylation entre le glucose
peracétylé (glu-perOAc) et le N-hydroxyéthylimidazole. Ainsi, le glu-perOAc est engagé avec
1.5 équivalents de N-hydroxyéthylimidazole en présence de 1.5 équivalents de diéthyléthérate

de trifluorure de bore (BF3.Et20) dans du DCM. Cependant, dans ces conditions, le composé
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souhaité n’a pas pu €tre obtenu. Le nombre d’équivalents de BF3.Et;O a alors ét¢ augmenté
jusqu’a 7 équivalents, mais malgré cela, aucune réaction n’est observée et le sucre de départ est

récupéré (Schéma 22).
HO =
15 éq. ﬂ\,N/\j‘
—

1,5 et 75*BF3Et20

OAC  pDCeMTA. toute la nuit
OAc 0% OAc

0. LOA
AcO ¢

AcO"

Schéma 22. Premiére tentative de glycosylation entre le N-hydroxyéthylimidazole et le glu-perOAc.

La raison supposée de I’échec de cette réaction, est due a la partie imidazole qui est susceptible
de réduire la nucléophilie de I’hydroxyle par le biais de liaisons hydrogéne. Pour contourner
cela, la réaction a été envisagée en deux temps.?!? Premiérement, la glycosylation est réalisée
en présence de 1,5 équivalents de 2-bromoéthanol et 3 équivalents de BF3.Et;O, et permet
I’obtention du glycoside 17 correspondant avec un rendement de 53 %. Ensuite, une réaction
de substitution nucléophile a été tentée. Pour cela, le composé 17 est mis en réaction avec de 2
équivalents d’imidazole, 1,5 équivalents de carbonate de potassium ainsi que 0,5 équivalent
d’iodure de potassium. La réaction a été réalisée dans 1’acétone au reflux cependant, les sels
n’étant pas capables de se dissoudre la réaction n’a pas fonctionné. Afin de favoriser la
solubilité, I’acétone a été remplacée par du DMF, mais malgré ¢a, seul 17 est récupéré (Schéma
23).
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Schéma 23. Tentative d’obtention du ligand glycosidique en deux temps, avec dans un premier temps
la glycosylation avec le 2-bromoéthanol suivi d’une substitution nucléophile du brome par
I'imidazole.

L’absence complete de substitution peut s’expliquer par le caractére faiblement basique du
K2COs (pKa = 10,3). De ce fait une autre tentative a été réalisée en utilisant comme base
I’hydrure de sodium (pKa = 35). Cependant comme précédemment, le composé souhaité n’a pu
étre obtenu. Comme alternative, il a donc été envisagé d’effectuer la substitution directement

sur le carbohydrate.?!® Pour ce faire, une réaction de type Koenigs-Knorr est effectuée. Pour
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cela, le glu-perOAc est mis en réaction avec 5 équivalents d’acide bromhydrique dans du DCM.
Le bromoglycoside 18 correspondant est ainsi obtenu avec un rendement quantitatif, puis
engagé directement en réaction avec 1 équivalent d’imidazole en présence de 1,5 équivalents
de NaH dans du 1,4-dioxane. Cependant, le composé souhaité n’est pas récupéré, et ce méme

lorsque le dioxane est remplacé par du DCM et aucune conversion n’est observée (Schéma 24).

OHNN
O _OAc . O._.Br o. LNz
Acop/ 5 éq. HBr AcO/\Q 1.5 &q. NaH x Acop/
AcO" “'OAc AcO" “'OAc
AcO OAc DCM,TA, 3h30 I Dioxane ou DCM, TA oA
OAc quant. ¢ toute la nuit, C
18 0%

Schéma 24. Syntheése du ligand a partir du dérivé bromé 18 par une réaction de type Koenigs-Knorr.

Suite a ces échecs, il a donc été décidé de changer la stratégie de formation de ces ligands. En
effet, que ce soit en condition acide ou basique, le couplage sucre / imidazole n’a jamais porté
ses fruits, ¢’est pourquoi, sur la base des travaux d’A. Dondoni, il a été¢ décidé de passer par la
voie radicalaire. A. Dondoni a rapporté la synthése d’oligosaccharides entre un alcéne et un
thioglycoside par couplage thiol-éne avec d’excellents rendements.?!* En effet la réaction thiol-
éne consiste dans un premier temps a effectuer une étape d’initiation permettant la formation
d’un radical thiyle par le biais d’un initiateur radicalaire tels de le 2,2-diméthoxy-2-phényl-
acétophénone (DPAP) par exemple. S’en suit I’étape de propagation, avec une addition anti-
Markovnikov sur un dérivé alcéne formant un nouveau radical sur le carbone central qui va
ensuite abstraire 1’hydrogéne du thiol régénérant ainsi le radical thiyle, permettant ainsi de

répéter le processus, jusqu’a consommation complete du thiol (Schéma 25).
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Schéma 25. Mécanisme général de la réaction thiol-ene par initiation radicalaire avec le DPAP
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La premiére étape consiste en la formation du thioglycoside. Pour cette synthése, le premier
protocole exploité a été celui de F.M. Ibatullin.?!> Pour ce faire, le bromoglucose 18 est mis en
réaction avec 1,1 équivalent de thiourée afin de former le sel de thiouronium intermédiaire
correspondant. Ensuite, le thiouronium est mis en réaction avec la TEA pour former le thiol
correspondant, cependant dans ces conditions, le composé souhaité n’a jamais pu étre obtenu

et le thiouronium est récupéré (Schéma 26).
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18
Schéma 26. Tentative de synthése du thioglycoside par la méthode de F.M. Ibatullin.

Comme alternative, une autre méthode de synthése de thioglycosides publiée par S. Messaoudi
et M. Alami a été entreprise.?'® De facon similaire a la méthode précédente, la séquence
réactionnelle est initiée par la synthése d’un intermédiaire thiouronium. Le thiouronium est ici
réduit en présence d’un léger exces de métabisulfite de sodium dans un mélange biphasique
DCM/H20 (2/1) permettant I’obtention du thioglycoside 25 avec un rendement de 66%. Cette
méthode a été appliquée a la formation des thioglycosides 23 (2-DG), 24 (Gal) et 25 (GalNAc),
la plupart ont été obtenus avec de bons rendements, sauf le dérivé 2-DG 23. En effet, le 1-
bromo-2-désoxyglucose est extrémement réactif et se décompose tres rapidement au contact de
’air, de ce fait, le composé 23 n’a pu étre obtenu qu’avec un rendement de 22% sous forme

d’un mélange d’anomeres o/f (1/1) (Schéma 27).
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18-21 22-25
18 (GIuOAcBr) 22 (GIuOACSH)= 66%
19 (2-DGOACcBr) 23 (2-DGOACSH)= 22%
20(GalOAcBr) 24(GalOAcSH)= 75%
21(GalNAcOAcBr) 25(GalNAcOACSH)= 51%

Schéma 27. Synthese des thioglycosides 22-25 via la méthode développée par S. Messaoudi.
Afin d’obtenir les sucres déprotégés, une méthanolyse de Zemplén a été tentée selon de
protocole de S. Messaoudi. Etonnamment, cette méthode n’a jamais fonctionné, le méthanolate
de sodium a donc été remplacé par la soude mais sans succes. Les sucres peracétylés ont donc
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été engagés dans la réaction de thiol-éne selon les conditions développées par A. Dondoni.!*

Le composé 22 est mis en solution dans le DCM en présence de 0,7 équivalent d’N-
allylimidazole et 0,1 équivalent de DPAP comme amorceur radicalaire. La réaction est effectuée
sous irradiation a 1’aide d’un photoréacteur de type Rayonnet a 365 nm pendant 30 min, et le
produit de thiol-ene 26 est ainsi récupéré avec un rendement de 95%. Grace a cette méthode,
tous les dérivés ont pu étre obtenus avec d’excellents rendements. Afin d’obtenir les composés
déprotégés, une méthanolyse de Zemplen a été effectuce, et les dérivés déprotégés ont ainsi été

obtenus avec de trés bons rendements (Schéma 28).
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25 (GalNAcOAc) 29 (GaINAcOAc)= 57% 33 (GalNAc)= 81%
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Schéma 28. Synthese des ligands protégés et déprotégés par thiol-éne et méthanolyse.

Dans ce point, la synthése et 1’optimisation des ligands imidazoles glycoconjugués ont été
présentées, ces ligands ont pu étre obtenus avec de bons rendements. Les étapes suivantes vont

donc consister en la formation des glycoCORMs correspondants a partir du dimere 1.

4.2.3 Complexation et obtention des glycoCORMs

Concernant la syntheése des glycoCORMs, la stratégie consiste en 1’application simple du
protocole présenté dans le chapitre 2. Cependant, le choix a été de concevoir deux séries de
glycoCORMSs : une série avec les sucres protégés et une avec les sucres déprotégés. L’intérét
pour les sucres protégés est basé sur les travaux de J.C. Paulson et collaborateurs, ou ils ont
présenté le fait que les carbohydrates protégés passaient les membranes par diffusion passive,
mais qu’une fois internalisés, les estérases intracellulaires vont déprotéger les fonctions

hydroxyles séquestrant ainsi les sucres a I’intérieur de la cellule (Figure 78).2!7
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Figure 78. Représentation simplifiée de la diffusion passive des sucres protégés, suivie de leur
séquestration apreés clivage des fonctions acétate.?!’

De ce fait, pour la synthése des glycoCORMs protégés, le dimere 1 réagit donc avec 2
équivalents de ligands protégés dans du THF. Ainsi, les glycoCORMs protégés 34-37 ont pu
étre obtenus avec d’excellents rendements (Schéma 20). I1 est important de souligner que les
carbohydrates sont des molécules possédant des centres stéréogenes, le produit de réaction est
donc obtenu sous la forme d’un mélange de diastéréoisomeres, ce qui est confirmé en RMN du
proton avec un dédoublement des signaux. Néanmoins, les stéréoisomeres n’ont pas pu étre

sépareés.
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34 (GIuOAc)= 78%
35 (2-DGOAc)=76%
36 (GalOAc)= 91%
37 (GalNAc)= 67%
Schéma 29. Synthese des glycoCORMs 34-37 protégés a partir des ligands protégés.

Afin d’obtenir les glycoCORMs déprotégés, le méme protocole a été appliqué. Cependant les
complexes correspondants n’ont pas pu étre formés. L’hypothese de cette absence de réactivité
a été expliquée par la trés faible solubilité¢ des ligands déprotégés dans le THF. Afin, de

contourner ce probléme, la réaction a été effectuée dans d’autres solvants tels que 1’acétonitrile
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ou le DMF. Malgré¢ ca, la réaction n’évolue pas et le dimere 1 est récupéré et ce, méme apres

des temps de réaction de plus de 24 h (Schéma 30).
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Schéma 30. Tentative de synthése des glycoCORMs a partir des ligands déprotégés.

A partir de ces résultats, nous avons conclu que la formation des glycoCORMs déprotégés a
partir des ligands correspondants ne fonctionne pas. Une hypotheése serait une diminution de la
nucléophilie du noyau imidazole a cause de potentielles liaisons hydrogénes avec les
hydroxyles portés par la partie osidique. De ce fait, la stratégie a été modifiée et nous avons
choisi de déprotéger les sucres directement apres la formation des glycoCORMs. Pour ce faire,
une méthanolyse de Zemplén a donc été effectuée mais malheureusement, ces conditions se
sont révélées inappropriées. La RMN du proton a montré que méme si les signaux de la 8-HQ
restent présent, le sucre semble dégradé et les acétates sont toujours présents, indiquant que la

réaction souhaitée n’a pas eu lieu (Schéma 31).

OH

AcO OAc

“1110OH

Schéma 31. Tentative de synthése des glycoCORMs déprotégés par méthanolyse sur 34.

La déprotection des acétates par solvolyse étant une méthode qui théoriquement fonctionne
bien, il a été nécessaire de rendre les conditions plus « douces ». En effet, le méthanolate a ainsi
été remplacé par la soude (NaOH). Ainsi, le composé 34 est dissous en présence de 1 équivalent
de NaOH dans du méthanol et le milieu est maintenu sous agitation pendant 30 min a
température ambiante. Grace a cette méthode, le glycoCORM déprotégé 38 a pu étre formé et

isolé avec un rendement de 63%. Ce méme protocole a été appliqué pour les autres

130



glycoCORMSs protégés, et tous les complexes déprotégés correspondants ont pu étre obtenus

avec des rendements modérés (Schéma 32).
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34-37
R= OAc, NHAc, H
R4= OH, NHAc, H
38 (Glu)= 63%
39 (2-DG)= 39%
40 (Gal)= quant.
41 (GalNAc)= 23%

Schéma 32. Synthese des glycoCORMs déprotégés.

Ainsi, tous les glycoCORMs ciblés ont pu étre formés par une synthése en cinq étapes
(maximum) avec de bons rendements. Les étapes restantes et qui clotureront ce chapitre sont

les études biologiques de ces composés.

4.3 Etudes biologiques
4.3.1 Mesure de la cytotoxicité des glycoCORMs

La cytotoxicité des glycoCORMs a été évaluée par un test MTT sur différentes lignées
cancéreuses du sein (MDA-MB-231), du poumon (A549) du foie (HepG2 et HuH7) et
également une lignée non cancéreuse du sein (MCF-10A). En effet, comme présenté
précédemment, les cellules cancéreuses surexpriment les récepteurs GLUT afin d’internaliser
le plus de glucose possible afin de produire suffisamment d’énergie pour leur développement.
Les cellules HepG2 quant a elles, sont des cellules du cancer du foie et plus précisément du
CHC, par conséquent elles expriment a la fois les récepteurs GLUT et ASGP. La toxicité des
glycoCORMs a été comparée avec celle du complexe modele 2, afin d’évaluer I’influence des

carbohydrates sur le ligand imidazole (Figure 79).
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Figure 79. Structure des glycoCORMs synthétisés 34-41, et du CORM modele 2.

Dans un premier temps, la toxicité du composé 2 a été évaluée sur toutes les lignées cellulaires
citées. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 7. Sur toutes les lignées cancéreuses
testées, le composé 2 présente une ICso du méme ordre de grandeur, rationnalisant le fait que
les cellules cancéreuses produisent une importante quantité de ROS et qu’une variation de cette
balance ROS / antioxydant affecte différents types de cellules cancéreuses de la méme maniere.
Ce résultat est d’autant plus intéressant que la toxicité observée sur les cellules non cancéreuses
MCF-10A est environ 3 fois plus faible, ce qui confirme notre hypothese initiale et I’intérét de

notre stratégie.
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Lignée cellulaire ICs0 (uM)
MDA-MB-321 7.4+1,6
A549 8,6+0,7
HepG2 7.4+1,6
HuH?7 6,8+1,0
MCF-10A 17,8 £2,3

Tableau 7. Valeurs d’'ICso de 2 obtenues par un test au MTT apres 72 h d’incubation a 37°C, sur les
lignées cellulaires MDA-MB-231 (cancer du sein), A549 (cancer du poumon), HepG2 et HuH-7 (CHC)
et MCF-10A (cellules épithéliales mammaires).

La cytotoxicité des ligands protégés et déprotégés a ensuite été évaluée. Ces composés
possedent une faible solubilité dans I’eau de ce fait, ils ont été solubilisés dans du DMSO au
préalable avant d’étre introduits sur les cellules. La viabilité cellulaire a ét€¢ mesurée de la méme
manicre que précédemment avec une incubation de 72 h a 37°C sous 5% COa, suivie du test au
MTT. Aucune toxicité n’a été observée pour tous les ligands, ce qui nous a permis d’éliminer
une potentielle toxicité induite par le produit de décomposition. De la méme manicere, la toxicité
des glycoCORMs protégés a été évaluée. Les résultats obtenus par cette série sont assez mitigés.
En effet, dans le cas de toutes les lignées cellulaires testées, une tendance est constatée. Les
glycoCORMs protégés sont globalement légerement plus toxiques que le complexe 2 a
I’exception du composé 36 qui présente des ICso nettement supérieurs a ceux de 2. Ce résultat
est difficilement rationalisable, car en effet, cette tendance est présente pour toutes les lignées
cellulaires. Un résultat intéressant est celui obtenu sur les cellules non cancéreuses, ou tous les
glycoCORMs testés présentent une cytotoxicité est plus faible par rapport aux lignées

cellulaires cancéreuses (Tableau 8).
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R= OAc, NHAc, H

ICso (uM)
Lignée cellulaire | 34 (GluOAc) | 36 (GalOAc) |37 (GalNAcOAc) |35 (2-DGOAc)
MDA-MB-231 52+2,1 129+3,4 32+2,5 2,7+ 1,6
A549 8,6+0,2 14,1 +3,2 7,5+0,9 7,7+0,1
HepG2 55+1,5 83+1,9 4,6 £0,7 3,6+1,4
MCF-10A 16,0 £2,1 250+1,4 12,7+1,2 93+1,2

Tableau 8. Valeurs d’ICso de 34-37 obtenues par un test au MTT apres 72 h d’incubation a 37°C, sur
les lignées cellulaires MDA-MB-231 (cancer du sein), A549 (cancer du poumon), HepG2 (CHC) et MCF-
10A (cellules épithéliales mammaires).

Le dernier test a été celui des glycoCORMSs déprotégés. En comparant avec les résultats obtenus
pour le complexe 2, la toxicité¢ des composés 38-41 est de maniere générale plus importante sur
toutes les lignées testées. Nous pouvons remarquer que 1’effet est deux fois plus important sur
les lignées MDA-MB-231 et HepG2, mais reste limité sur la lignée A549. 1l est intéressant de
noter qu’encore une fois I’ICso est multipliée par 2 pour la lignée non-tumorale MCF-10A.
L’autre point important concerne la lignée HepG2, ou nous pouvons constater que ¢’est la lignée
cellulaire pour laquelle la toxicité des glycoCORMs est globalement la plus ¢élevée, ce qui est

encourageant dans une optique de thérapie du CHC (Tableau 9).
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R= OH, NHAc, H

ICso (nM)
Lignée cellulaire 38 (Glu) 40 (Gal) 41 (GalNAc) 39 (2-DG)
MDA-MB-231 3,8+2,0 4,5+2,5 6,0+0,1 59+22
A549 6,4+0,1 7,7+0,7 6,2+0,1 7,3+0,8
HepG2 4,5+0,4 42+1,1 4,2+0,9 4,0+0,5
MCF-10A 11,1 +1,3 12,1 +1,0 10,5+ 0,7 9,8+0,4

Tableau 9. Valeurs d’ICso de 38 - 41 obtenus par un test au MTT aprés 72 h d’incubation a 37°C, sur les
lignées cellulaires MDA-MB-231 (cancer du sein), A549 (cancer du poumon), HepG2 (CHC) et MCF-
10A (cellules épithéliales mammaires).

Dans ce point, I’activité cytotoxique des glycoCORMs a pu étre confirmée. En effet, ils ont
globalement montré une activité supérieure par rapport au CORM non-vectoris€ 2. De plus, ils
s’averent tous €tre moins toxiques sur les cellules non-cancéreuses, ce qui s’expliquerait par le
fait d’une production plus faible de ROS. A ce stade, ce comportement serait justifié par une
internalisation plus importante des composés par le biais des récepteurs GLUT surexprimés par
les cellules cancéreuses, mais également les ASGPR surexprimés par les hépatocytes. Afin de
s’assurer de cela, il est nécessaire d’effectuer des analyses complémentaires d’inhibition ou
d’activation de ces récepteurs, ce qui devrait théoriquement affecter directement la toxicité et

donc les ICso associées. Ces travaux constitueront le dernier point de cette partie.

4.3.2 Etudes du mode d’internalisation

Afin de vérifier I’'implication des récepteurs GLUT dans I’internalisation des glycoCORMs,

nous avons choisi de les inhiber. Deux stratégies ont été envisagées : la premicre en augmentant
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la quantité¢ de glucose dans le milieu afin de rentrer en compétition avec le composé et la
seconde en utilisant un inhibiteur des transporteurs, la quercétine.?!® 2! En effet, la quercétine
est une molécule naturelle présente dans de nombreux fruits et légumes, cependant il a été
rapporté qu’elle est également un inhibiteur compétitif de GLUT1 empéchant ainsi I’entrée du
glucose et du 2-DG. Cette caractéristique lui a ainsi permise d’étre utilisée a cet effet afin

d’évaluer le mode d’internalisation de molécules glycoconjuguées par les GLUT1.2!18-220

Pour la premiére stratégie, un milieu DMEM est préparé avec un ajout supplémentaire de
glucose de facon a avoir une concentration finale de 5 g/L. Les composés 38 et 39 ont été testés,
et apres 24 h d’incubation la cytotoxicité est évaluée selon le protocole rapporté par S.
Lippard®'®. Les résultats observés sont assez mitigés, en effet, dans le cas du composé 38 aucune
variation d’ICso n’est observée, et pour 39, la toxicité est augmentée en milieu a haute

concentration en glucose ce qui représente I’inverse du résultat attendu (Tableau 10).

N™ S
/\/\ \::-N\ ,N
oc\\“Mn.l‘\o
)\
oc Co
R= OH, H
I1Cso (uM)
composé 38 (Glu) 39 (2-DG)
D-Glu (-) 6 8,4
D-Glu (+) 6,5 4,4

Tableau 10. Valeurs d’ICso de 38 - 39 obtenues par un test au MTT apres 24 h d’incubation a 37°Cen
présence d’une concentration de D-glucose de 5 g/L et sans ajout de D-glucose, sur la lignée cellulaire
MDA-MB-231 (cancer du sein).

Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer de deux facons. Soit la quantité de glucose
introduite n’est pas suffisante pour avoir une réelle inhibition des GLUT ou cela pourrait étre
1i¢ au temps d’incubation qui est trop long pour observer le phénomene d’inhibition. En effet,
il peut étre envisagé que méme si une importante quantité de glucose va diminuer la vitesse
d’internalisation des composés, sur une longue durée la vitesse n’a plus d’influence car les

glycoCORMs finissent par étre internalisés malgré tout par d’autres mécanismes.
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En parall¢le, afin d’évaluer I’influence des récepteurs ASGP, les composés 38 et 39 ont été
testés sur la lignée Huh-7 qui sont des cellules cancéreuses du foie exprimant trés peu les
ASGPR (environ 3000 ASGPR par hépatocyte contre 76000 pour les HepG2).!%8-221. 222
Néanmoins, a I’issue de cette expérience, aucune tendance ne se dessine. En effet, les ICso
observées sont équivalentes a celles obtenues pour les cellules HepG2 (Tableau 11). Comme
pour I’expérience précédente, le temps d’incubation peut étre la cause de 1’absence de
différence de toxicité, ou bien, cela pourrait étre di aux GLUT en 1’occurrence GLUT1, qui

présente également une affinité pour les motifs galactose et dérivés.??

~N X \/
\;N\M;‘.lu\o
@@t
oc/ \CO
R= NHAc, OH, H.
ICs0 (M)
Lignée
2 38 (Glu) 39 2DG) 40 (Gal) | 41 (GaINAc)
cellulaire
HepG2 74+1,6 45+04 40+0,5 42 +1,1 42+09
Huh-7 6,8+1,0 3,6 £0,8 42+ 14 45+1,2 39+0,7

Tableau 11. Valeurs d’ICso de 2 et 38 - 41 obtenues par un test au MTT aprés 72h d’incubation a 37°C,
sur les lignées cellulaires HepG2 et HUH7 (CHC).

Afin de vérifier I'implication des GLUTs dans le processus d’internalisation, la quercétine, un
inhibiteur de GLUT1, a été utilisée.??? Pour cette expérience, les complexes 2, 36, 37, 38 et 39
ont €té incubés en présence de 20 uM de quercétine pendant 72 h, et les résultats ont été
comparés avec ceux obtenus sans quercétine. A I’issue de 1I’expérience, nous pouvons constater
que les ICso sur la lignée Huh-7 sont augmentés par co-incubation avec la quercétine, ce qui
peut confirmer 1’implication des GLUTs dans I’internalisation des glycoCORMs. Cependant,
le méme résultat est observé pour le complexe 2 ce qui ne peut étre justifié par ’intervention

des GLUTs (Tableau 12).
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R= ,NHAc, OH, H
I1Cso (M)
2 38(Glu) | 39(2-DG) | 40 (Gal) | 41 (GalNAc)

Quercétine (+) | 9,8+ 0,5 6,7+0,9 50+1,6 |73+09| 63+2,1
Quercétine (-) 6,8+ 1,0 3,6+0,8 42414 |45+12| 3,9+07

Tableau 12. Valeurs d’'ICso de 2 et 38 - 41 obtenues (en présence ou non de 20 UM quercétine) par un
test au MTT aprés 72 h d’incubation a 37°C, sur la lignée cellulaire HuH7 (CHC).

4.4 Conclusion

Dans ce chapitre ont été exposés les intéréts de la thérapie ciblée ainsi qu'un bref état de 1’art
de ce qui existe et ce qui est proposé pour la thérapie contre le cancer. En effet, certaines de ces
stratégies sont trés prometteuses et sont méme trés présentes dans le cadre des traitements
proposés et au niveau des essais cliniques (ADC, petites molécules). Cependant, les
phénomenes de résistance ou encore les colts €levés en production de ces composés exigent la
recherche d’alternatives, et c’est pourquoi le développement de composés glycoconjugués
suscite I’intérét de beaucoup. En effet, les motifs glucose permettent un ciblage des récepteurs
GLUTTI surexprimés a la surface des cellules cancéreuses et ¢’est la raison pour laquelle dans
le cadre de cette these, a été décidé de développer des CORMs glycoconjugués (glycoCORMs).
De plus, dans le cadre du cancer du foie, le ciblage des hépatocytes par les récepteurs ASGP
grace aux motifs galactose et GalNAc a été envisagé a travers la syntheése des glycoCORMs
correspondants. Ainsi, dans ce chapitre, la syntheése en 4 étapes d’une nouvelle série de
glycoCORMs a été présentée et la toxicité de ces derniers a été évaluée. Ces composés ont
montré une cytotoxicité supérieure sur les lignées cellulaires cancéreuses en comparaison a
celle du complexe 2 non vectorisé, confirmant ainsi I’ intérét des carbohydrates comme vecteurs.
De plus cette toxicité est diminuée sur cellules non cancéreuses validant de la méme manicére le
ciblage des ROS dans le mécanisme d’action de ces composés. Toutefois, malgré plusieurs
tentatives, il n’a pas été possible de confirmer le mécanisme d’internalisation de ces composés
méme s’il est déja bien décrit dans la littérature. En effet, que ce soit par les GLUT via une

augmentation de la quantité de glucose dans le milieu de culture ou encore par I’utilisation de
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la quercétine ou encore les récepteurs ASGP en effectuant 1’expérience sur la lignée Huh-7,
aucune différence sur la toxicité n’a été observée. Bien entendu, ces manipulations peuvent étre
améliorées a travers une optimisation des protocoles, mais force est de constater que cette

augmentation semble étre due a la présence des carbohydrates sur les CORMs.
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Chapitre 5. Les photoCORMSs pour la carbonylation
5.1 La carbonylation par du CO gazeux et ses limites

La réaction de carbonylation consiste en I’insertion de CO dans une molécule organique ou
inorganique. La premicre réaction de carbonylation connue est la synthése du complexe
[Ni(CO)4] décrit par L. Mond en 1890. Sept ans plus tard, L. Gattermann et J.A. Koch ont
développé une réaction de formylation du toluéne a partir de CO gazeux en présence de HCI et
une quantité catalytique d’AlCI3 et de CuCl; en tant qu’acides de Lewis. Dans cette derniére, le
CO est d’abord protoné par HCI, ensuite 1’oxygene va interagir avec 1’acide de Lewis (AlCI3)
augmentant ainsi le caractére électrophile du carbone et permettant la SE4; et la formation du
dérivé aldéhyde correspondant. Cette réaction est maintenant connue sous le nom de réaction

de Gattermann-Koch?** (Schéma 33).
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Schéma 33. Mécanisme réactionnel de la réaction de Gattermann-Koch.

La premiére réaction de carbonylation catalysée par un complexe métal-carbonyle a été décrite
par O. Roelen en 1938. Cette réaction consiste dans la réduction et la formylation d’éthyléne
sous atmosphere de CO et H> (200-300 bars), en présence d’un catalyseur de cobalt (I)
[CoH(CO)4] afin d’obtenir I’aldéhyde correspondant. Dans cette réaction, le complexe actif de
Co(I) subit une substitution de ligand, ou un CO est remplacé par 1’éthyléne. Cela est suivi par
une insertion-migration de 1’hydrure sur 1’éthyléne libérant un site de coordination qui est
directement occupé par un CO. L’étape suivante consiste en une seconde insertion-migration
avec formation du ligand acyle correspondant, libérant un site de coordination. Ce complexe
intermédiaire va ensuite subir une addition oxydante par H> formant un complexe de Co(III), et
s’en suit une élimination réductrice permettant la formation de I’aldéhyde et la régénération du
complexe actif de Co(I). Cette réaction est connue sous le nom d’hydroformylation, et a été trés

utilisée dans I’industrie pour la synthése d’aldéhydes a partir d’alcénes??® (Schéma 34).
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Schéma 34. Cycle catalytique de la réaction d’hydroformylation catalysée par le complexe [CoH(CO),].

Un évenement majeur dans I’histoire de la réaction de carbonylation est la synthese de I’acide
acétique a partir de méthanol. En effet, de par une demande mondiale en acide acétique
d’environ 13 millions de tonnes en 2015%%°, un immense intérét est né dans 1’industrie
concernant I’optimisation de sa méthode de production. Initialement, le processus de production
d’acide acétique se faisait par pyrolyse du bois. Cela présente comme inconvénients d’avoir un
faible rendement et de former une importante quantité de sous-produits. Comme autre méthode
historique, peut €tre citée la fermentation aérobie d’éthanol qui a comme principal défaut d’étre
un processus extrémement lent (environ une semaine). Le premier processus de carbonylation
du méthanol en acide acétique a été développé par BASF??7 en 1960. Pour cela, le méthanol
ainsi qu’un catalyseur de cobalt (II) de formule [Col] sont mis sous forte pression de CO (entre
600 et 700 bars) et également a haute température (230°C) afin d’obtenir 1’acide acétique avec
90 % de sélectivité, les sous-produits étant le méthane, 1’acétaldéhyde, 1’éthanol et 1’éther
(Schéma 35). Concernant le mécanisme, [Coly] réagit avec H,O et CO afin de former le
complexe catalytiquement actif [HCo(CO)4] mais également quatre moles de HI. Dans un
premier temps, le complexe [HCo(CO)4] va subir un échange de ligand en réagissant avec du
iodométhane, ou I’hydrogene est remplacé par le méthyle libérant HI. L’étape suivante est une
insertion-migration du CO formant le ligand acyle correspondant, entrainant la libération d’un
site de coordination qui sera ensuite occupé par un CO. La derniére étape avant la régénération
du catalyseur est la substitution du ligand acyle par un hydrogéne apporté par le HI formant

I’iodure d’acétyle qui va réagir avec H>O formant ainsi 1’acide acétique et du HI. La molécule
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d’HI formée, va réagir avec le méthanol afin de former I’iodométhane qui sera réengagé dans
le cycle catalytique. L’'un des inconvénients majeurs de cette méthode est la nécessité¢ de
travailler a une pression de CO trés importante et également a haute température, ¢’est pourquoi,

la majorité des travaux qui ont suivi, ont visé a optimiser ces conditions.

2Col, + 2H,0 + 1000 ——————— Co,(CO)g + 4HI + 2CO,

Co,(CO)g + H,O + CO ———————  2HCo(CO), + CO,

HI T
oc—cou\\“CO HI
| Yco
co
CH5COlI CHs
o CHal .
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Schéma 35. Cycle catalytique du processus de carbonylation du méthanol en acide acétique en
présence de [CoH(CO)4].

Une autre alternative a €té 1’utilisation de complexe de nickel comme catalyseur. En effet, a
partir de [Nil2], un complexe [Ni(CO)4] est formé sous atmosphére de CO. Ce complexe de
nickel(0) est le catalyseur qui permet la réaction de carbonylation selon un mécanisme similaire
que celui décrit dans le cas du cobalt. L’avantage de I'utilisation du complexe de nickel est
I’adoucissement des conditions de réaction. En effet, cette réaction a été décrite comme
fonctionnant sous une pression de 35 bars et 4 150°C.?*® Cependant du fait de I’importante

toxicité du complexe [Ni(CO)s], ce procédé n’a pas été appliqué industriellement.

L’un des procédés qui a représenté un tournant dans I’univers de la carbonylation et surtout de
la synthése d’acide acétique, est le procédé Monsanto mis au point en 1967.227 En effet, par
I’utilisation d’un catalyseur a base de rhodium, la réaction peut étre effectuée sous une pression

de 30 a 60 bars et a une température située entre 150 et 200 °C. De plus cette méthode permet
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I’obtention d’acide acétique avec une sélectivité de 99%. L’espece réactive ici est I’anion

[Rh(CO):12] et le mécanisme est similaire a la réaction catalysée au cobalt (Schéma 36).

|"'. " )
Rh"\\CO
" co
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CcoO l\R|h““\CO

Schéma 36. Cycle catalytique du processus de carbonylation du méthanol en acide acétique en
présence de [Rh(CO),l2]".

Cependant de nos jours, ce procédé a été¢ mis de c6té au profit du procédé Cativa développé en
1996, qui s’effectue en présence d’un complexe d’iridium (I) de formule [Irl>(CO)]". Ce
procédé est préféré pour des raisons de cofit du catalyseur d’iridium vis-a-vis du rhodium mais
¢galement car il nécessite des quantités d’eau moins élevées, évitant ainsi la formation de sous-

produits.??

En 1973, I. U. K. Khand et P. L. Pauson développent la synthése de cyclopenténone a travers
une cycloaddition [2+2+1] en faisant réagir un alcéne, un alcyne en présence d’un complexe
bimétallique de cobalt [Co2(CO)s] sous atmosphére de CO 2*° (Schéma 37). Cette réaction,
connue sous le nom de réaction de Pauson-Khand, est une référence parmi les réactions de

carbonylation.

H o
R Co,(CO)
H 2 8
%R / + CO R R
R R
R R

Schéma 37. Schéma de la réaction de Pauson-Khand.
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Le premier exemple de réaction de carbonylation pallado-catalysée a été rapporté par Heck et

21 en 1974. Cette étude a servi de base a la synthése de nombreux composés mais

collaborateurs
également dans des études visant a I’optimisation de cette derniére.?3 En effet, ce type de
réaction permet la synthése d’une large variét¢ de dérivés carbonylés tels que des amides
(aminocarbonylation), des esters (alcoxycarbonylation) ou encore des cétones (carbonylation
par des réactions de type Suzuki-Miyura ou Sonogashira) (Figure 80). Toutes les méthodes
historiques de carbonylation ont pour point commun [’utilisation de CO gazeux. La forte
toxicité du CO gazeux impose de prendre d’une part, d’importantes précautions par 1’utilisation
de matériels spécifiques (détecteur de CO, travail sous pression) afin d’assurer la sécurité des
manipulateurs. D’autre part, la formation trés fréquente de sous-produits et I'utilisation de
quantité steechiométrique de catalyseurs dans certains cas sont des aspects importants a gérer.
C’est la raison pour laquelle, au début des années 2000, les chercheurs ont développé
I’utilisation de substituts de CO dans le cadre de réactions de carbonylation et cela constituera

le second point, qui présentera un bref historique des substituts développés ces 20 dernicres

années.

O\\-f/OH
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(0]
3 X

& R co R™H
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Figure 80. Exemples de réactions de carbonylation catalysées au palladium. Figure issue de la
référence 232.
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5.2 Améliorations récentes
5.2.1 Développement des substituts de CO

La premicére utilisation d’un substitut de CO dans le cadre d’une réaction de carbonylation a été
décrite par M. Larhed et collaborateurs en 2003. Dans ces travaux, il utilise comme donneur de
CO, le complexe hexacarbonyle de molybdéne ([Mo(CO)s]) afin d’effectuer une réaction
d’aminocarbonylation entre des halogénures d’aryle et des amines en présence d’un complexe
de palladium (II) en quantité catalytique et trois équivalents de DBU dans du THF (Schéma
38). Afin d’induire la libération de CO, la réaction doit étre chauffée a 150°C pendant 15 min.
Grace a ce protocole, une large variété de produits a pu étre obtenue avec de bons rendements
dans I’ensemble. Cependant, ce protocole présente certains inconvénients, d’une part le
complexe [Mo(CO)s] est tres toxique et doit €tre utilisé en quantité stoechiométrique, ce qui,
pour des manipulations a grande échelle, pose un sérieux probléme et de plus, la réaction a

besoin d’étre chauffée a des températures élevées.?*?

1 éq. [Mo(CO)g], 5% Pd", o)

N 3 éq. DBU o
* 3éq. HNR'R? - NR'R

THF, 15min, 150°C

Schéma 38. Réaction d’aminocarbonylation développée par M. Larhed.

La premiere percée dans le monde des substituts de CO a été effectuée par T. Skrydstrup et
collaborateurs en 2011 avec 1’utilisation du COgen et du COware. Dans leur méthode, la
génération de CO s’effectue par le biais d’un chlorure d’acyle a 80°C en présence de palladium.
Cependant le chlorure d’acyle étant sensible aux nucléophiles, la génération de CO ne peut pas
avoir lieu dans le méme milieu que la carbonylation (génération ex-sifu). C’est la raison pour
laquelle a ét¢ développé le COware qui est un systéme a deux chambres reliées par un conduit
afin de permettre au CO de rejoindre 1’espace ou aura lieu la carbonylation (Figure 81). En
effet, dans une premicre chambre se trouve le chlorure d’acyle en présence d’un catalyseur de
palladium et de base, tandis que dans 1’autre chambre se trouve le nucléophile, I’iodure d’aryle,
le complexe de palladium ainsi que la base. Afin d’induire la libération de CO, le milieu est
chaufté a 80 °C et les produits de carbonylation correspondants sont obtenus avec de trés bons

rendements dans I’ensemble?** (Schéma 39).
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Figure 81. Principe du COware. Figure issue de la référence 234.

Pd(dba), (5 mol%)

X PPh; (10 mol%) O
AN .
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= RL
Dioxane, 80°C Z
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j\ 1.5 éq. DIPEA
R™ ~cl
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Schéma 39. Réaction de d’aminocarbonylation développée par T. Skrydstrup.

En 2013, K. Manabe et collaborateurs ont proposé I’utilisation de la N-formylsaccharine comme
donneur de CO. Ce compos¢ a démontré une bonne stabilité en tant que donneur de CO comparé
aux chlorures d’acyle, car en effet, il permet une génération de CO dans le méme environnement
que la réaction de carbonylation (génération in-situ), et a montré d’excellents rendements dans
le cadre de la réaction de formylation.”> De la méme maniére en 2016, X.F. Wu et
collaborateurs ont proposé 1’utilisation de triformate de benzene-1,3,5-triyle (TFBen) qui s’est
révélé étre également un tres bon substitut de CO compatible avec une large variété de réactions
de carbonylation.”*® Comme dernier exemple peuvent étre cités, les travaux d’A. Yudin et
collaborateurs publiés en 2021, présentant 1’utilisation d’un carboxyboronate comme
générateur de CO et démontrant sa compatibilité aussi bien pour une réaction de carbonylation
in situ que ex situ (COware).?3” Néanmoins, méme si ces trois travaux ont présenté 1’utilisation
de tres bons substituts de CO, ils posseédent tous 1’inconvénient de générer le CO et de réaliser
la carbonylation a haute température (plus de 80°C) avec une quantité stcechiométrique de

substitut (Figure 82).
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Figure 82. Structure des différents substituts de CO développés par K. Manabe, X.F. Wu et A. Yudin.

En 2022, X. Yang et B. Wang ont présenté 1’utilisation d’une 1,2-dicétone (CO-501) dans le
cadre de réactions de carbonylation photoinduites. Cette étude est la premiére étude complete
présentant la compatibilité d’une carbonylation photoinduite avec un large spectre de substrats
et réactions. En effet, ce composé a montré d’excellents rendements dans différents types de
carbonylation (aminocarbonylation, Suzuki-Miyaura, Sonogashira), cependant, sa sensibilité
vis-a-vis des nucléophiles force le protocole a s’effectuer en deux temps. La génération de CO
est tout d’abord initiée par la lumicre, puis le nucléophile est introduit pour que la réaction de

carbonylation puisse avoir lieu?*® (Figure 83).

CO generation strategy: CO consumption:
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Figure 83. Structure de la dicétone et processus de libération du CO développé par B. Wang et X.
Yang. Figure issue de la référence 238.

5.2.2 Intérét du [Mn(8-HQ)(CO);Me-Imd

Les substituts de CO n’étant ni plus ni moins que des CORMs d’une certaine manicre, 1’idée
nous est venue d’utiliser nos CORMs dans le cadre de réactions de carbonylation. En effet, nos
composés présentent une cinétique de libération de CO rapide (temps de demi vie d’environ 40
secondes) avec la production de trois moles de CO par mole de complexe sous une irradiation
lumineuse (450 nm). De plus, ils sont facilement synthétisables (2 étapes), pour la plupart
d’entre eux, ils sont solubles dans pratiquement tous les solvants organiques standards, et
surtout, ces complexes ne sont pas sensibles aux nucléophiles permettant une génération de CO

in situ et sans chauffage supplémentaire. Tous ces points ont motivé le développement de ce
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projet parallele, qui d’une part propose 1’utilisation de substituts de CO plus confortables que
ceux décrits a ce jour dans la littérature, mais également démontre le caractére multifacette de

ces CORMs en chimie et méme en science de manicre générale (Figure 84).
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Figure 84. Présentation des différents substituts de CO développés ces 10 derniéres années.

Le choix du substitut s’est porté sur le complexe 2 par rapport aux autres analogues synthétisés,
ce dernier a €ét€¢ motive par la simplicité d’acces au niveau de sa synthése mais €galement au
caractére inerte du groupement méthyle vis-a-vis d’une réaction de carbonylation en
comparaison des fonctions allyle et hydroxyle. La partie qui suit traitera de 1’utilisation du
complexe 2 dans le cadre de réactions d’aminocarbonylation catalysées au palladium. Dans un

premier temps, 1’optimisation du protocole sera présentée, suivie de sa compatibilité sur une

large variété d’amines et d’iodures d’aryle.>*

5.3 Développement de la réaction d’aminocarbonylation via I’utilisation
du complexe [Mn(8-HQ)(CO);Me-Imd]

5.3.1 Optimisation du protocole

Avant méme d’optimiser le protocole, la premicre €tape consiste en la vérification de la

faisabilité de la réaction a travers un montage simple a mettre en ceuvre (Figure 85).
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Figure 85. Montage de la réaction de carbonylation photoinduite. A. Montage sans irradiation
lumineuse. B. Montage de la réaction sous irradiation a 450 nm.

Pour la réaction test, la 4-iodoacétophénone et la pipéridine ont été sélectionnées comme
substrats modéles. Les deux partenaires ont été engagés en présence de 0,5 équivalent du
complexe 2, 5 mol% de palladium(0) tétrakistriphénylphosphine (Pd(PPhs)4) et la tri¢thylamine
comme base dans 1’acétonitrile. A I’issue de cette réaction, le produit d’aminocarbonylation a
¢été¢ obtenu, cependant, le produit de dicarbonylation a également été récupéré, ainsi que

I’acétophénone correspondant a la réaction de déshalogénation de I’iodure d’aryle (Schéma 40).
0.5% Pd(PPh3],

| H 0.5¢éq.2 O
Y©/ ) N 2¢éq. TEA
2 éq. O
.
o) MeCN TA, 18h

42a 43a 44aa 45aa 46
bilue EE 65% 22 %

Trace

Schéma 40. Réaction test d'aminocarbonylation photoinduite catalysée au palladium avec le
complexe 2 comme source de CO.

Ce phénomene s’expliquerait par le caractére tres réducteur du Mn(I) formé apres perte des CO.
C’est pourquoti, afin d’éviter cette réaction secondaire, I’idée a ét¢ d’utiliser le TEMPO comme
accepteur sacrificiel d’électrons. Dans ces conditions, une légere augmentation du rendement
est observée, cependant le substrat n’est pas complétement converti. En changeant de source de
palladium pour du palladium (IT) [PdCl>(PPhs):], une augmentation du rendement ainsi qu’une
conversion complete sont observées, néanmoins la formation de produit de dicarbonylation est
toujours constatée. L’utilisation des phosphines bidentes telles que la 1,2-
bis(diphenylphosphino)ethane (dppe), 1,2-bis(diphenylphosphino)propane (dppp) ou encore la
1,10-bis-(diphenylphino)ferrocene (dppf) (Figure 86) s’est montré étre défavorable pour la

catalyse, avec une chute drastique des rendements.
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Figure 86. Structure des différentes phosphines testées.

Un autre parametre essentiel est le choix de la base. En effet lorsque la TEA est remplacée par
du DABCO ou du carbonate de potassium, aucune formation de produit de dicarbonylation est
observée, cependant entre 20 et 30 % de substrat restent a I’issue de la réaction. Toutefois,
lorsque la DBU est utilisée, un meilleur rendement et une meilleure conversion sont observés.
Diftférents solvants ont également été testés, en I’occurrence le 1,4-dioxane, le THF ainsi que
le toluéne. Les trois ont donné de trés bons résultats avec de bons rendements, de bonnes
conversions et également aucune formation de produit de dicarbonylation. Ce résultat a montré
que les solvants organiques standards sont tout a fait compatibles avec la réaction de
carbonylation. Le pourcentage molaire en catalyseurs a été évalué, et ici, une diminution du
rendement et de la conversion sont observés lorsque le pourcentage diminue. Plusieurs réactions
controles ont également été réalisées. La réaction a été réalisée dans le noir, et comme attendu,
aucune réaction n’a eu lieu, I'iodure d’aryle a été récupéré en totalité. Afin de vérifier la
nécessité de I’irradiation, un test a la lumiére de la piece (lumiére ambiante) a été effectué, et
dans ce dernier, une tres faible conversion d’environ 20% est observée (Tableau 13). Ce
protocole s’est également révelé étre compatible avec une synthese a I’échelle du gramme sans

réellement affecter le rendement.
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Rendement en Rendement

Expérience  Solvant Base Source de Pd Additif 442 on 45aa° 42a

1 CH;CN EtsN Pd(PPh3)s 5%  / 65% 22% /

2 CH3;CN EtN Pd(PPhs)s 5%  TEMPO  72% 13% 14%
PACl2(PPh

3 CH3;CN EtN sic 2(PPhs)2 TEMPO  87% 1% /
0

4 CH;CN EtN PdCla(dppe) 5% TEMPO  22% / 75%

5 CH;CN EtsN PdCl(dppp) 5% TEMPO  46% 8% 45%

6 CH:CN EtsN PdCL(dppf) 5% TEMPO  72% 10% 1%
PACIx(PPh

7 CH3CN DABCO sic 2(PPhs)2 TEMPO  68% / 27%
0
PACIx(PPh

8 CH3;CN K2COs sic 2(PPhs)2 TEMPO  69% / 18%
0
PACL(PPh

9 CH;CN DBU iy (PPR3): e MPO  92% (86%P, 87%¢) [ 4%
(1]
PACly(PPh

10 1,4-dioxane DBU iy 2(PPhs). TEMPO  86% / 3%
0
PACly(PPh

11 THF DBU iy 2(PPhs). TEMPO  77% / 4%
0
PAClx(PPh

12 Toluéne DBU S(jc 2(PPhs)> TEMPO  83% / 12%
0
PAClx(PPh

13 CHsCN DBU 2$C 2(PPhs)> TEMPO  40% / 56%
0
PACly(PPh

14 CHsCN DBU 1o, 2(PPhs)2 TEMPO  28% / 53%
0
PACl(PPh

15 CH3CN DBU SSC 2(PPhs)2 / 43% / /
0
PACl(PPh

169 CH3CN DBU S(jc 2(PPhs)2 TEMPO  / / 98%
0

17¢ CH:CN DBU PdCl(PPhs)2 TEMPO  16% / 80%

5%

Tableau 13. Optimisation de la réaction d'aminocarbonylation photoinduite catalysée au palladium

avec comme source de CO le complexe 2. Rendement RMN, le 1,3,5-trimethoxybenzene est utilisé

comme étalon. ® Rendement isolé. ¢ Rendement isolé pour la manipulation a I'’échelle du gramme. ¢
Sans irradiation, dans I'obscurité. € Lumiere de la piéce, sans irradiation a 450 nm.

Au bilan de ces étapes d’optimisation, le protocole retenu pour la réaction de carbonylation

utilise [PdCIx(PPh3)2] comme source de palladium, la DBU comme base et le TEMPO comme
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additif qui fait office d’accepteur sacrificiel d’électrons. Du point de vue du mécanisme, comme
la plupart des couplages pallado-catalysés, le catalyseur réactif est le palladium (0) subit une
addition oxydante par I’iodure d’aryle entrainant la formation d’un complexe intermédiaire de
palladium(Il) A. Le CO généré par le complexe 2 s’insére ensuite dans la liaison Csp*-
palladium formant ainsi un ligand acyle et ainsi le complexe intermédiaire B. S’en suit une
substitution de ligand, ou I’iode est remplacé par I’amine assistée par la présence de la base,
permettant ainsi la formation de I’intermédiaire C. La derniére étape est I’élimination réductrice

entrainant la formation du produit de carbonylation et régénérant le catalyseur (Schéma 41).

Pd'L,Cl,
i “ L = PPh,
R1 RN Ar L2_Pdo Ar—I
D
L o L /Ar
2~
Pd” " ZPdH A
c | r \
NRR; | @
@ o /_\ blue LEDs K/
H—DBU Lo CO =
I r
| ! CH3CN, TA co
DBU + HNRR;

Schéma 41. Cycle catalytique de la réaction d’aminocarbonylation catalysée au palladium avec
comme substitut de CO le complexe 2.

L’un des autres avantages de cette méthode est 1’utilisation d’une quantité sous-
steechiométrique de complexe de manganese du fait de la libération de 3 moles de CO par mole
de complexe. De plus, le Mn(Il) formé a I’issue de la réaction peut étre éliminé par simple

lavage aqueux, facilitant ainsi grandement I’étape de purification.

Un fois les conditions optimales déterminées, les étapes suivantes vont consister en

I’exemplification des iodures d’aryle compatibles ainsi que les dérivés amines.

5.3.2 Exemplification des substrats

Dans un premier temps, une large variété d’iodures d’aryle a ¢été testée avec la pipéridine
comme nucléophile fixe. Une large variété de dérivés aryles a été engagée et tous se sont réveélés

étre compatibles avec la méthode. Les iodures d’aryle para-substitués par des halogénes ont pu
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étre convertis et isolés avec de trés bons rendements montrant de la méme maniére, la trés bonne
chimiosélectivité de la réaction car en effet, méme lorsque les halogénes en para sont un chlore
ou un brome, la réaction n’a lieu que sur la partie iodo, ce qui peut permettre d’envisager une
seconde fonctionnalisation via un couplage palladié sur les positions bromo et chloro restantes.
Un résultat intéressant a été également observé sur le dérivé 1,4-diiodobenzeéne, ou une double
fonctionnalisation a pu étre effectuée permettant 1’obtention du diamide correspondant avec un
rendement de 56 %. Lorsque des groupements électroattracteurs tels que le trifluorométhyle,
cyano, ester ou encore nitro sont positionnés en position para, de trés bons rendements sont
observés. Toutefois, dans le cas de iodoaryles ortho-substitués, des rendements plus faibles sont
constatés, ceci étant di a la plus faible réactivité de ces derniers a cause de I’encombrement

stérique induit par le groupement en position ortho (Schéma 42).
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Schéma 42. Exemplification des iodoaryles pour la réaction d'aminocarbonylation catalysée au
palladium, a partir de la pipéridine 43a et le complexe 2 comme substitut de CO.

L’exemplification des amines a été effectuée en maintenant comme électrophile le 4-
iodobenzonitrile. Les amines cycliques telles que la pyrrolidine et la morpholine ont permis

d’obtenir les amides correspondants avec de bons rendements. Les amines secondaires telles
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que la diéthylamine permettent également la formation du produit souhaité, cependant lorsque
I’amine devient trop encombrée comme dans le cas de la diisopropylamine aucune réactivité
n’est observée, et I’amide correspondant n’est pas formé. Les amines primaires testées, la
phenyléthylamine, la benzylamine I’isopentylamine ont montré une réactivité plus modérée
avec des rendements légeérement plus faibles mis a part pour la butan-2-amine pour laquelle
I’amide correspondant est obtenu avec un trés bon rendement. Dans le cas d’amines primaires
encombrées comme 1’adamantylamine ou encore la tert-butylamine, une diminution du
rendement est également observée, ce qui était attendu du fait d’une diminution de la
nucléophilie. La grande limitation se trouve étre les amines aromatiques comme 1’aniline et la

para-methoxyaniline, pour lesquelles, aucune réactivité n’est observée (Schéma 43).
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Schéma 43. Exemplification des amines pour la réaction d’aminocarbonylation catalysée au
palladium, a partir du 4-iodobenzonitrile 42h et le complexe 2 comme substitut de CO.

Afin de prouver I’utilité synthétique de cette méthode, ce méme protocole a été appliqué a la
synthése du moclobémide qui est un composé pharmacologiquement actif, inhibiteur de la

monoamine oxidase et utilisé pour le traitement de troubles dépressifs. Grace a ce protocole, le
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moclobémide a pu étre obtenu en une étape a partir de deux composés commerciaux avec un

rendement de 79% (Schéma 44).

2 (0,5¢€éq)
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blue LEDs
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Schéma 44. Synthése du Moclobémide par aminocarbonylation catalysée au palladium selon notre
protocole.

5.3.3 Conclusion et perspectives

Pour conclure, dans ce chapitre, une nouvelle méthode d’aminocarbonylation pallado-catalysée
photoinduite de dérivés iodoareénes a été présentée. En effet, les enjeux de la carbonylation ont
été exposés et ont permis de constater I’importance de I’introduction de motif CO de maniére
générale dans la chimie que ce soit industriel ou académique. Le développement de méthodes
permettant d’éviter 1’utilisation de CO gazeux a été le défi de ces 20 dernieres années a travers
la mise en avant de substituts de CO. Méme si ces molécules permettent d’effectuer des
réactions de carbonylation avec de trés bons rendements, elles sont soit toxiques, sensibles aux
nucléophiles ou encore nécessitent d’étre chauffées a haute température pour pouvoir
fonctionner. C’est dans 1’objectif de contourner ces inconvénients, qu’a été proposée
I’utilisation du complexe 2 comme substitut de CO. En effet, ce composé est inerte vis-a-vis de
pratiquement tous types de substrats, permettant ainsi une génération photoinduite de CO in
situ. En utilisant le complexe 2 en tant que substitut de CO, une large variété de substrats a pu
étre convertie en amide, que ce soit avec différents iodures d’aryle ou amines. De plus, cette
méthode s’est montrée €tre compatible pour une réaction a plus grande échelle (gramme), mais
également, son intérét a été prouvé par la synthése du composé biologiquement actif
moclobémide. Afin d’aller plus loin, les perspectives seraient d’utiliser ce photoCORM dans le

cadre d’autres réactions de carbonylation palladocatalysées®*”(Schéma 45).
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Schéma 45. Perspectives de réactions de carbonylation envisageables

Quelques résultats préliminaires ont été obtenus pour la carbonylation de type Suzuki-Miyura.
Dans le cadre de la réaction de Suzuki-Miyura, une premicre tentative a été effectuée afin
d’évaluer la faisabilité de la réaction. Pour cela, le iodobenzene et I’acide phénylboronique ont
été sélectionnés comme substrats test, avec du carbonate de potassium comme base oxygénée
et le toluéne comme solvant. Concernant le catalyseur, le palladium(II) a été conservé ainsi, que
I’utilisation de TEMPO comme accepteur sacrificiel d’électron. Selon le méme principe que
I’aminocarbonylation, la benzophénone correspondante a pu étre obtenue avec une conversion
complete (Schéma 46). Cela signifie que le composé 2 est compatible avec les conditions de
réaction de Suzuki-Miyura. Il reste maintenant & optimiser certains parametres comme la base
(NaOH, tert-butanolate de sodium) ou encore le solvant.
0,5% Pd(PPhs],

0,5¢éq. 2
B(OH),  3éq. K,CO4 o)

' 0,5 éq. TEMPO
136 DAY
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Schéma 46. Réaction test de carbonylation de type Suzuki-Miyura photoinduite catalysée au
palladium avec le complexe 2 comme source de CO
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Chapitre 6. Conclusion générale et perspectives

Pour conclure ce manuscrit, dans un premier temps a été présentée la problématique de
I’absence de traitement efficace du carcinome hépatocellulaire en stade avancé (C et D). A partir
de ce constat, la proposition d’une alternative afin d’y pallier est primordiale, et c’est pourquoi
le CO est envisagé comme piste éventuelle. En effet, I’intérét du CO en thérapie de manicre
générale a été présenté mais surtout son activité anti-cancéreuse a ¢t¢ démontrée lorsqu’il est
introduit de maniere contrdlée et a un dosage optimal. Cependant, son caractére gazeux rendant
difficile son administration maitrisée, les CORMs, des prodrogues permettant sa libération sous
I’effet de stimuli externes ont été développés en conséquence. C’est dans cette idée qu’a été
développée au sein du laboratoire une nouvelle série de CORMSs photo-activables de formule
[Mn(8-HQ)(CO)3R-Imd]. La synthése en deux étapes de ces derniers a été exposée dans le
chapitre 2, cette derniére permet 1’obtention d’une large variété de complexes portant des
fonctions chimiques plus ou moins élaborées avec de bons rendements. Les études structurales
et de libération de CO ont été réalisées, et ces complexes se sont montrés étre des photoCORMs
efficaces avec une cinétique de libération rapide sous irradiation ainsi qu'une libération des 3
CO de maniere simultanée. Cependant, le devenir du complexe apres irradiation n’a pas pu étre
déterminé avec certitude. En effet, méme si I’analyse par spectrométrie de masse a permis
d’observer un photo-produit de formule [Mn(8-HQ)2Me-Imd] le fait que deux ligands 8-HQ
soient présents autour du méme manganése implique qu’un autre se retrouve « nu » cependant
la structure ou méme la présence ce dernier n’ont jamais pu €tre démontrées. Dans un second
temps, la toxicité du complexe [Mn(8-HQ)(CO)3Me-Imd] sous irradiation a été confirmée par
un test MTT, cependant lors du test contrdle dans le noir, ce méme composé a présenté la méme
toxicité impliquant I’existence d’un second stimulus, qui, a la suite de différentes expériences
s’est révélé étre les ROS. Le ROS le plus abondant étant H2O, des tests de dégradation du
complexe 2 et de libération de CO en présence d’un exces de H2O» ont été faits et ont confirmé
le caractere ROS induit de ce CORM. En allant plus loin dans la détermination du mécanisme
de libération de CO, I'implication de la 8-HQ s’est montré étre essentielle dans le cadre de la
libération de CO et dans la toxicité du complexe justifiant bien que le mécanisme passe par un
processus d’oxydo-réduction médié par les ROS. Afin d’augmenter la toxicité ainsi que la
sélectivité, la synthése en 4 étapes a partir du dimere 1 de CORMs glycoconjugués a été
discutée. Ces composés ont montré une cytotoxicité plus élevée sur plusieurs lignées cellulaires
cancéreuses par rapport au composé non conjugué 2 et plus particuliérement sur les lignées du

cancer du foie (HepG2 et HuH7). En termes de perspectives pour ce projet, I’idée serait
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maintenant de développer des glycoCORMs multivalents afin d’augmenter la capacité
d’internalisation de ces complexes par effet multivalent et ainsi augmenter la sélectivité. Pour
ce faire, I’unité osidique choisie est le galactose, et la stratégie synthétique employée est celle
décrite par J. Wang et collaborateurs.>*’ Ici, le tris(hydroxyméthyl)aminométhane (Tris) est
protégé par un groupement Boc afin d’obtenir I’amine protégée 48. Une réaction de type
Williamson est ensuite effectuée entre les fonctions hydroxyles du Tris protégées et 6
équivalents de bromure de propargyle en présence de potasse, permettant ainsi 1’obtention du
compos¢ 49 avec un rendement de 45%. En paralléle, le galactose bromé 23 est engagé dans
une réaction de substitution nucléophile en présence de 1,1 équivalents d’azoture de sodium
formant ainsi le dérivé azoturé 47 isol¢ avec un rendement de 50%. Afin de rassembler les
sucres sur la plateforme, une réaction de « click-chemistry » a été effectuée et a permis d’obtenir
le produit souhaité 50 avec un rendement de 91% (Schéma 47).

O N
AcO O._OAc 5 eq. HBr AcO O__..Br NaNj AcO 3 ACO.
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AcO “OAc  DCM,ta, 3h AcO “OAc DMF, 80°C, toute la nuit ACO “OAc %
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quant. OAc 50% OAc AcO

23 47 0.4 eq. CuSO4.5H20. Acé N\’\\j
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\\ INHBOC
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HO NH NHBoc
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Schéma 47. Schéma de synthése de la plateforme trivalente 50.

Afin d’obtenir le complexe final, la stratégie sera dans un premier temps de déprotéger I’amine
par I’acide trifluoroacétique (TFA), d’effectuer ensuite un couplage entre I’amine et un chlorure
d’acyle (chlorure de 2-chloroacétyle) et terminer par une substitution nucléophile entre la N-
aminoethyl-imidazole afin d’obtenir le ligand trivalent. Les étapes suivantes consisteront en la
méme complexation que celle développée au cours de cette thése, suivie de la déprotection des

acétates par la soude (Schéma 48).
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Schéma 48. Suite synthétique hypothétique du glycoCORM trivalent a partir de 50.

Une autre perspective serait de changer de série de complexes en développant de nouveaux
photoCORMs mais cette fois-ci insensibles aux ROS, et photoactivables via une irradiation
dans le rouge ou l’infrarouge. Pour ce faire, la stratégie d’annihilation triplet-triplet est
envisagée. Dans ce processus, comme expliqué dans le chapitre 1, un photon de faible énergie
est converti en photon de haute énergie a travers des échanges d’énergie entre un
photosensibilisateur et un annihilateur. Les complexes de formule [Mn(X)bpy(CO)3] sont
envisagés comme CORMs et le systeme photosensibilisateur-annihilateur choisi est le systéme

BODIPY-anthracene (Figure 87).
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Figure 87. Structure du complexe envisagé pour la stratégie d’up-conversion par annihilation triplet-
triplet avec les motifs BODIPY comme photosensibilisateur (PS) et phenyl-anthracéne comme
annihilateur (A).
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Partie experimentale
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Partie expérimentale

6.1 General information

All commercial reagents were used without further purifications. Reactions were performed
under argon using standard Schlenk techniques. Brown glassware was employed for the
synthesis of the CORMSs and usual glassware was used for the synthesis of ligands. Manganese
pentacarbonyl bromide ([Mn(CO)sBr]) was purchased from Strem Chemicals. Sodium 8-
hydroxyquinolinate ligand was synthesized as described by J.R. Marshall**!. Solvents were
freshly distilled before use, according to standard procedures. All analysis under irradiation
have been performed using a Kessil lamp A160WE tuna blue model (A= 450 nm, 20 mW/cm?
at 20 cm). Infrared (IR) spectra were recorded on a Bruker Tensor 27 (equipped with ATR
accessory, Pike) FT-IR spectrometer. 'H, '°F, and '3*C NMR spectra were recorded at room
temperature at 400 or 300, 377, and 100 or 75 MHz respectively, on Bruker AVANCE 400 or
Bruker AVANCE 300 spectrometers. Chemical shifts (3) are reported in ppm and coupling
constants (J) are given in Hertz (Hz). Abbreviations used for peak multiplicity are: s (singlet);
bs (broad singlet); d (doublet); t (triplet); q (quartet); quint (quintet); sept (septet); m (multiplet).
Thin layer chromatography (TLC) was performed on Merck silica gel 60 F 254 and revealed
with a UV lamp (A = 254 nm) and KMnOy or vanillin staining. Flash Column Chromatography
was conducted on silica Geduran® Si 60 A (40 — 63 pum). High resolution mass spectrometry
was performed a LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) instrument equipped with an

electrospray ion source in the positive mode.

DFT calculations were performed with the GAUSSIAN 16 software. The level of theory
PBE0/Def2-TZVP was applied for geometry optimizations, frequency and single-point energy
calculations. The polarizable continuum model (PCM) was used to mimic the MeCN solvent
effect. The same method was applied for time-dependent (TD)-DFT calculations. Transitions
associated to specific excited states are qualitatively described using natural transition orbitals

(NTOs). Computed structures shown in this work are depicted using the Chemcraft software.

In situ IR was performed with a React-IR 15 apparatus (Mettler Toledo) equipped with an MCT
detector using HappGenzel apodization to collect IR spectra. The instrument was fitted with a
DiComp (diamond) probe connected via 6 mm x 1.5 m silver halide fiber. All data was collected

at 8 cm™! resolution from 4000 to 650 cm™ . Scan intervals ranged from 0.5 to 1 min. An air
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background was collected prior to the experiments, and Mettler Toledo iCIR version 4.3 was

used for instrument control and data analysis.

HPLC was performed on an instrument comprising PU- 2080 and PU-2087 pumps and UV-
2075 detector (Jasco) using a Nucleodur C18ec column, 5 pm, 150 x 4.6 mm, 100 A (Macherey-
Nagel) with HoO/MeOH 3:7 as mobile phase at 0.8 mL/min with detection set at 254 nm.
Injection volume: 20 uL of a 100 uM solution in MeOH.

X-band electron paramagnetic resonance (EPR) spectra were recorded in non-saturating
conditions on a Bruker ELEXSYS 500 spectrometer equipped with an Oxford instrument
continuous-flow liquid-helium cryostat and a temperature control system. Typical conditions

were 20 K, 1G amplitude modulation, 9.40 GHz, microwave power 1.26 mW.

The myoglobin assay was used to study CO release from the CORMs. In the assay, conversion
from deoxy-myoglobin (deoxy-Mb) to carbonmonoxy-myoglobin (MbCO) is monitored
spectroscopically. The amount of CO liberated is quantified by measuring the absorbance of the
MbCO Q band at 540 nm and then fitting this data with Excel, from which the amount of CO
equivalents released per mole of metal complex and the half-life can be calculated. For a typical
measurement, a few crystals of myoglobin were dissolved in a few hundred microliters of 0.1
M phosphate buffer (PBS, pH = 7.3), placed in a quartz cuvette, and degassed with argon.
Subsequently, an excess of sodium dithionite was added to convert Mb to deoxy-Mb and the
concentration of deoxy-Mb determined spectrophotometrically at 560 nm using an extinction

coefficient of 13 800 L.mol '.cm™.

The MTT assay was carried out to determine the cytotoxicity of the compounds. Cells
(4000/well in 100 pL medium (DMEM (10% FBS and 1% kanamycin) for MDA-MB-231,
A549, HepG2 and HuH7) and DMEM F12 (5% horse serum, 10 pg/mL insulin, 20 ng/mL EGF,
100 ng/mL cholera toxin and 500 ng/mL hydrocortisone) for MCF-10A)) were seeded in a 96-
well plate and incubated for 24 h. Then, the medium was removed and freshly prepared
solutions of compounds (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78 and 0.39 uM) in DMEM or
DMEM-F12 were added and incubated for 72 h (total volume 100 pL/well) at 37°C under 5%
COy. Subsequently, 10 pL of a 5 mg/mL solution of MTT was added, and the plate was
incubated for an additional 2-3 h. The DMEM/MTT or DMEM-F12/MTT mixture was removed
and 100 pL of DMSO was added to dissolve the resulting formazan crystals. The absorbance at
570 nm of the solution in each well was read using a Thermo Fisher Scientific Varioskan LUX

microplate plate reader. Absorbance values were normalized to control wells and plotted as
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concentration of test compound versus % cell viability. ICso values were interpolated from the
resulting dose-dependence curves. The reported ICso values are the average from at least three

experiments, each of which consisted of three replicates per concentration level.

For the GLUT mediated cytotoxicity analysis, Huh-7 cells were seeded at 8000 cells/well in
100 uL of DMEM and incubated for 24 h. Next, the medium was replaced by a glucose-free
DMEM and the cells were incubated for an additional 2 h. The medium was then removed, and
freshly prepared solutions of compounds in DMEM with quercetin (20 uM) were introduced
and the plates were incubated for 72 h at 37° under 5% COx. The cell viability was determined

by the MTT assay in the same way as described above.

6.2 Synthesis and characterization of compounds.

Compounds 10, 11, 12 and 14 were synthesized according to protocols described in the

literature' %4196,

6.2.1 PhotoCORMs

Compound 1 [Mny(8-HQ)(CO)s]

OCV,'Mn..\.... mQ, /N
| Yo=—Zpi4.1CO
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Sodium 8-hydroxyquinolinolate (1 equiv., 8.05 mmol, 1.42 g) was solubilized in THF (25 mL)
at room temperature and manganese pentacarbonyl bromide ([Mn (CO)sBr]) (1 equiv., 8.05
mmol, 2.336 mg) was added in one portion. The solution was stirred under argon for 4 h at
room temperature with exclusion of light. Sodium bromide was filtered off and rinsed with THF
(2 mL). The solvent was removed by rotatory evaporation with the heating bath at 25 °C to
afford a yellow solid. The product was purified by silica gel chromatography (DCM/MeOH
99:1) yielding the dimer 1 as a yellow powder (1.39 g, 57%). Slow diffusion of pentane into a
dichloromethane solution of 1 afforded yellow blade-like crystals suitable for X-ray diffraction

analysis.
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RP-HPLC: retention time, 5.7 min; purity, 92.4%. "H NMR (400 MHz, Methylene Chloride-
d2) 6 7.94 (dd, J =4.9, 1.4 Hz, 2H, H,), 7.68 (dd, J = 8.4, 1.4 Hz, 2H, H3), 7.48 (t, ] = 7.9 Hz,
2H, Hs), 7.39 (dd, J =7.7, 1.2 Hz, 2H, H4), 6.93 (dd, J = 8.0, 1.2 Hz, 2H, He), 6.79 (dd, ] = 8.3,
4.9 Hz, 2H, H,) ppm. 3C NMR (75 MHz, Methylene Chloride-d2) 6 168.1, 151.4, 144.5,
137.0, 129.5, 128.8, 122.1, 117.6, 116.3 ppm. IR (v, ecm-1): 2031, 2016, 1926, 1893, 1759.
HRMS (ESI"), m/z calcd. For [M+H"] C24H12MnaN2OgH 566.9427 found 566.9417.

Compound 2 [Mn(8-HQ)(CO)sMe-Imd]
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A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)s] (1 equiv., 0.3 mmol, 181 mg) and 1-methylimidazole (2
equiv., 0.6 mmol, 72 pL) in THF (3 mL) was stirred for 2 h. The solvent was removed under
vacuum, and the residue was washed thoroughly with pentane. The product was purified by
silica gel chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 4:6) to yield the complex 2 as a yellow
powder (181 mg, 77%). Slow diffusion of pentane into a dichloromethane solution of 2 afforded

yellow blade-like crystals suitable for X-ray diffraction analysis.

RP-HPLC: retention time, 5.75 min; purity, 99.9%. Amax (nm) (¢ [M! .cm!]) in CH3CN: 346
(4060), 433 (2700). 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.93 (d, ] = 4.5 Hz, 1H, H;), 8.06
(d,J=8.3 Hz, 1H, Hs), 7.37 (m, 2H, Ha, Hy), 7.32-7.27 (m, 1H, Hz), 7.05 (m, 1H, Hs), 6.94 (s,
1H, Ho), 6.83 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hy), 6.65 (s, 1H, Hs), 3.49 (s, 3H, Hio) ppm. >C NMR (75
MHz, Chloroform-d) 6 147.6, 138.7, 137.0, 130.3, 130.25, 130.1, 121.5, 121.0, 109.4, 34.4
ppm. IR (v, emt): 2026, 1925, 1905. HRMS (ESI*), m/z caled. for [M+H'] C16H13MnN;O4H
366.02810 found 366.02813.

Compound 3 [Mn(8-HQ)(CO)3H-Imd]
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A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)¢] (1 equiv., 0.18 mmol, 104.6 mg) and imidazole (2.1 equiv.,
0.38 mmol, 226 mg) in THF (6 mL) was stirred for 2 h. The solvent was removed under vacuum,
and the residue was washed thoroughly with pentane to afford complex 3 as a yellow powder
(83 mg, 67%). Slow diffusion of pentane into a dichloromethane solution of 3 afforded yellow

blade-like crystals suitable for X-ray diffraction analysis.

RP-HPLC: retention time, 5.76 min; purity, 99.0%. Amax (nm) (¢ [M! .cm™]) in CH3CN: 348
(6800), 435 (4600). "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 12.51 (s, 1H, NH), 9.00 (d, J = 4.7 Hz,
IH, Hy), 8.24 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, Hs ), 7.71 (s, 1H, Hy), 7.47 (dd, J = 8.4, 4.7 Hz, 1H, H>), 7.28
(t,] =7.8 Hz, 1H, Hs ), 7.05 (s, 1H, Ho), 6.96— 6.52 (m, 3H, Ha, H, Hs) ppm. 13C NMR (100
MHz, DMSO-ds) 6 169.3, 148.2, 143.5, 137.1, 137.0, 129.8, 127.8, 122.3, 117.7, 113.5, 108.6
ppm. IR (v, em™): 2026, 1925, 1905. HRMS (ESI*), m/z calcd. for [M+H'] C1sH11MnN3O4H
352.0125 found 352.0126.

Compound 4 [Mn(8-HQ)(CO)3;Allyl-Imd]
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A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)s] (1 equiv., 0.35 mmol, 200 mg) and allyl imidazole (2 equiv.,
0.7 mmol, 75 pL) in THF (3 mL) was stirred for 3.5 h. The solvent was removed under vacuum,
and the residue was washed thoroughly with pentane. The product was purified by silica gel
chromatography (DCM/MeOH 98:2) to yield complex 4 as a yellow-orange powder (208 mg,
76%). Slow diffusion of pentane into a dichloromethane solution of 4 afforded yellow blade-

like crystals suitable for X-ray diffraction analysis.

RP-HPLC: retention time, 5.83 min; purity, 98.8%. Amax (nm) (¢ [ML.em']) in CH3CN: 347
(5940), 433 (4000). '"H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 8.94 (dd, J =4.8, 1.4 Hz, 1H, H)),
8.06 (dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 1H, Hs), 7.44 (s, 1H, Hy), 7.37 (t, ] = 7.9 Hz, 1H, Hs), 7.31- 7.27 (m,
1H, Hy), 7.03 (dd, J=7.9, 1.1 Hz, 1H, Hs), 6.94 (s, 1H, Ho), 6.82 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, H),
6.66 (s, 1H, Hs), 5.86-5.65 (m, 1H, H11), 5.19 (d, J = 10.3 Hz, 1H, Hi2), 4.96 (d, J = 17.1 Hz,
1H, Hiz), 4.33 (d, J = 5.9 Hz, 2H, Hio) ppm. 3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) 3 169.55,
147.6, 144.5, 138.2, 137.0, 131.4, 130.35, 130.3, 130.1, 121.5, 119.9, 119.8, 114.7, 109.4, 50.4
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ppm. IR (v, em™): 2020, 1920, 1897. HRMS (ESI"), m/z calcd. for [M+H"] C1gHisMnN3O4H
392.0438 found 392.0438.

Compound 5 [Mn(8-HQ)(CO)sHO-Et-Imd]
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A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)s] (1 equiv., 0.32 mmol, 181 mg) and 1-(2-
hydroxyethyl)imidazole (2 equiv., 0.64 mmol, 72 mg) in THF (3 mL) was stirred for 2 h. The
solvent was removed under vacuum, and the residue was washed thoroughly with pentane to
yield complex 5 as a yellow powder (196 mg, 77%). Slow diffusion of pentane into a
dichloromethane solution of 5 afforded yellow blade-like crystals suitable for X-ray diffraction

analysis.

RP-HPLC: retention time, 5.73 min; purity, 99.9%. Amax (nm) (¢ [M! .cm!]) in CH3CN: 347
(5500), 433 (3650). '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.99 (d, J = 4.6 Hz, 1H, H)), 8.25 (d, J=
8.3 Hz, 1H, Hs), 7.80 (s, 1H, Hy), 7.49 (dd, J = 8.4, 4.7 Hz, 1H, H2), 7.29 (t, ] = 7.9 Hz, 1H,
Hs), 7.10 (s, 1H, Ho), 6.81 (m, 2H, Ha, He), 6.74 (s, 1H, Hs), 4.90 (t, J = 5.0 Hz, 1H, Hy2), 3.90
(t,J=5.2 Hz, 2H, Hy0), 3.51 (q, J = 5.1 Hz, 2H, H;1) ppm. *C NMR (100 MHz, DMSO-d5s)
169.4, 148.2, 143.6, 139.0, 137.1, 129.8, 127.8, 122.3, 121.1, 113.5, 108.6, 60.0, 49.7 ppm. IR
(v, em™): 2019, 1919, 1891. HRMS (ESI"), m/z calcd. for [M+H"] C17H;sMnN3OsH 418.0208
found 418.0208.

Compound 6 [Mn(8-HQ)(CO)3BocNH-Pr-Imd]
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A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)s] (1 equiv., 0.35 mmol, 200 mg) and 1H-imidazol-1-
yl)propyl)carbamate (2 equiv., 0.7 mmol, 158 mg) in THF (3 mL) was stirred for 2 h. The

solvent was removed under vacuum, and the residue was washed thoroughly with pentane. The
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product was purified by silica gel chromatography (DCM/MeOH 99:1) to yield complex 6 as a
yellow powder (211 mg, 59%).

RP-HPLC: retention time, 5.77 min; purity, 99.9%. Amax (nm) (¢ [Ml.ecm]) in CH3CN: 347
(5400), 433 (3650). '"H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 8.97 (dd, J =4.8, 1.4 Hz, 1H, H)),
8.07 (dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 1H, Hz), 7.49 (s, 1H, Hy), 7.38 (t, J = 7.9 Hz, 1H, Hs), 7.33-7.29 (m,
1H, Ha), 7.05 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Hs), 6.95 (s, 1H, Ho), 6.84 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Hg), 6.72 (s, 1H,
Hg), 4.48 (s, 1H, NH), 3.80 (t, ] = 6.9 Hz, 2H, H,), 3.00-2.58 (m, 2H, Hy»), 1.78 (m, 2H, Hy),
1.45 (s, 9H, Hi3) ppm. 13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 169.45, 147.7, 144.4, 138.3,
137.0, 130.3, 130.3, 130.2, 121.6, 119.7, 114.55, 109.5, 77.4, 45.3, 31.1, 28.5 ppm. IR (v, cm"
1y: 2019, 1909, 1895. HRMS (ESI*), m/z caled. For [M+H*] Ca3HasMnN4OgH 509.1227 found
509.1225.

Compound 7 [Mn(8-HQ)(CO)s;Dansyl-Imd]

A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)s] (1 equiv., 0.26 mmol, 150 mg) and dansyl-imidazole (2
equiv., 0.52 mmol, 157 mg) in THF (3 mL) was stirred for 2 h. The solvent was removed under
vacuum, and the residue was washed thoroughly with pentane to yield complex 7 as a yellow
powder (197 mg, 65%). Slow diffusion of pentane into a dichloromethane solution of 7 afforded

yellow blade-like crystals suitable for X-ray diffraction analysis.

Amax (nm) (¢ [M.em™']) in CH3CN: 362 (4200), 420 (1040). 'H NMR (300 MHz, Methylene
Chloride-d:) 5 8.87 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 8.64 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.24 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 8.13
(s, 1H), 8.04 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.53 (t, J = 8.3 Hz, 1H), 7.47 — 7.20
(m, 3H), 7.16 (d, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.09 (s, 1H), 6.98 (s, 1H), 6.91 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 6.80 (d, J
=7.7 Hz, 1H), 2.86 (s, 6H) ppm. IR (v, cm™): 2018, 1923, 1890. HRMS (ESI*): m/z calculated
for [M+H"] C27H22MnN4O6SH 585.0635 found 585.0635.

Compound 8 [Mn(8-HQ)(CO);BODIPY-Imd]
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Compound 9 [Mn(8-HQ)(CO)3NAc-His-OMe]
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A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)s] (1 equiv., 0.34 mmol, 192 mg) and di-protected histidine (2
equiv., 0.68 mmol, 144 mg) in THF (5 mL) was stirred for 2 h under reflux. The solvent was
removed under vacuum, and the residue was washed thoroughly with pentane. The product was
purified by silica gel chromatography (DCM/MeOH 95:5) to yield complex 9 as a yellow
powder (106 mg, 32%). Slow diffusion of pentane into a dichloromethane solution of 9 afforded

yellow blade-like crystals suitable for X-ray diffraction analysis.

RP-HPLC: retention time, 5.79 min; purity, 99.9%. Amax (nm) (¢ [Ml.em™! ]) in CH3CN: 347
(6060), 433 (4100). "H NMR (400 MHz, Methylene Chloride-d2) § 11.87 (s, 1H, NHing), 8.95
(d, ] =4.7 Hz, 1H, H), 8.21-7.91 (m, 1H, H3), 7.51-7.11 (m, 3H, Ha. Hs. Hy), 6.84 (m, 2H, Hi,
He), 6.64 (m, 2H, NH, Hs), 4.61 (s, 1H, Ho), 3.49 (m, 3H, Hy)), 3.15-2.70 (m, 2H, Ho), 1.81
(m, 3H, Hi2) ppm. *C NMR (100 MHz, Methylene Chloride-d2) 5 172.0, 169.1, 148.6, 144.6,
137.6, 130.8, 130.5, 127.5, 127.4, 122.3, 114.6, 110.5, 53.0, 52.9, 52.6, 28.7, 23.2 ppm. IR (v,
em): 2023, 1921, 1897. HRMS (ESI*), m/z caled. for [M+H"] CaiHaoMnN4O7H 495.0707
found 495.0705.

Compound 13 [Mn(5.7-diiPr-8-HQ)(CO);Me-Imd)]

A mixture of [MnBr(CO)s] (1 equiv., 0.55 mmol, 150 mg), Me-Imd (1 equiv., 0.55 mmol, 45
mg), KOH (1 equiv. 0.55 mmol, 31 mg) and 12 (1 equiv. 0.55 mmol, 125 mg) in DMF (5 mL)
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was stirred overnight under reflux. The solvent was removed under vacuum, and the residue
was dissolved in DCM and then washed with water, dried over MgSO4 and concentrated under
reduce pressure. The product was purified by silica gel chromatography (DCM) to yield
complex 13 as an orange powder (137 mg, 56%).

RP-HPLC: retention time, 6.89 min; purity, 97.6%. Amax (nm) (¢ [Ml.em™! ]) in CH3CN: 358
(4700), 460 (2800). "TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.93 (d, J = 4.7 Hz, 1H, H)), 8.31
~822(d,J=8.5Hz, 1H, Hs), 7.41 (s, 1H, H7), 7.30 (s, 1H, Hs), 7.21 (dd, J = 8.5, 4.8 Hz, 1H,
H,), 6.98 (s, 1H, Hy), 6.63 (s, 1H, Hs), 3.89 — 3.75 (m, 1H, Ha), 3.49 (s, 3H, Hio), 3.48 — 3.37
(m, 1H, He), 1.43 —1.20 (m, 12H, Hy1, Hi2) ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 6 164.3,
146.8, 144.3, 138.8, 133.7, 132.8, 130.2, 126.0, 125.6, 123.1, 120.8, 119.9, 34.4, 31.1, 27.9,
26.7,24.4, 23.7, 22.9.ppm. IR (v, em™): 2017, 1901 HRMS (ESI"), m/z calcd. for [M+H']
C220H24MnN304H 450.1220 found 450.1207.

Compound 15 [Mn(5.7-dinitro-8-HQ)(CO);Melmd]
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A mixture of [MnBr(CO)s] (1 equiv., 0.7 mmol, 200 mg), Me-Imd (1 equiv., 0.7 mmol, 58 mg),
KOH (1 equiv. 0.7 mmol, 39 mg) and 14 (1 equiv. 0.7 mmol, 170 mg) in DMF (7 mL) was
stirred overnight under reflux. The solvent was removed under vacuum, and the residue was
dissolved in DCM and then washed with water, dried over MgSO4 and concentrated under
reduce pressure. The product was purified by silica gel chromatography (DCM) to yield
complex 15 as an orange powder (283 mg, 89%). Slow diffusion of pentane into a
dichloromethane solution of 15 afforded yellow blade-like crystals suitable for X-ray diffraction

analysis.

RP-HPLC: retention time, 3.87 min; purity, 98.1%. Amax (nm) (¢ [Ml.em']) in CH3CN: 283
(14400), 410 (12330). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 6 9.40 (dd, J = 5.0, 1.3 Hz, 1H, H3),
9.30 (dd, J = 8.9, 1.3 Hz, 1H, Hy), 9.08 (s, 1H, H), 8.05 (dd, J = 8.9, 4.9 Hz, 1H, Ha), 7.86 —
7.79 (m, 1H, He), 7.15 (t, J = 1.5 Hz, 1H, Hy), 6.81 (t, ] = 1.5 Hz, 1H, Hy), 3.5 (s, 3H) ppm.
13C NMR (DMSO, 75 MHz): §171.0, 152.2, 146.0, 139.8, 134.9, 131.6, 128.3, 128.3, 127.4,
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126.6, 126.4, 122.7, 34.0 ppm. IR (v, em™): 2030, 1946, 1932, 1922, 1910 HRMS (ESI*), m/z
calcd. for [M + Na'] C16H10MnNsOgNa 477.9802 found 477.9796.

6.2.2 Synthesis of carbohydrate ligands

Compounds 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 and 25 were synthesized according to protocols

described in the literature?!? 216-242,

Compound 26, (2S,3R,4S,5R,6R)-2-((3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)thio)-6-

(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyl triacetate
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To a mixture of 18 (1 equiv., 1.8mmol) and DPAP (10 mol%) in DCM, allyl imidazole (0.7
equiv., 1.32 mmol) was added and the solution was put under argon atmosphere. The solution
was then irradiated under stirring for 30 min at 350 nm. The complete consumption of allyl
imidazole was observed by '"H NMR. The mixture was then purified through silica gel column
chromatography (DCM/MeOH, 97/3) to give the desired compound 26 (594 mg, 95%) as a

colorless oil.

'"H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.47 (s, 1H, Hi2), 7.04 (s, 1H, Hi1), 6.91 (s, 1H, Hjo),
5.0 (t, J = 9.4 Hz, 1H, Hs), 5.09 — 4.96 (m, 2H, Ha, Ha), 4.45 (d, J = 10.0 Hz, 1H, H)), 4.22
(dd, J=12.4,4.9 Hz, 1H, He.), 4.12 (dd, J=12.4, 2.4 Hz, 1H, Hev), 4.06 (t, J = 6.8 Hz, 2H,
Ho), 3.68 (ddd, J = 10.1, 4.9, 2.4 Hz, 1H, Hs), 2.73 — 2.54 (m, 2H, H7), 2.11 — 2.02 (m, 8H,
2x0Ac, Hs), 2.01 (s, 3H, OAc), 1.99 (s, 3H, OAc) ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d)
0 170.6, 170.2, 169.5, 169.5, 137.3, 129.8, 118.9, 83.6, 76.2, 73.8, 69.7, 68.3, 62.1, 45.1, 30.9,
26.7, 20.8, 20.8, 20.7, 20.7 ppm. HRMS (ESI*): m/z calculated for [M+H"] C20HasN20oSH
473.1588 found 473.1581.

Compound 27, (2R,3S,4R,68)-6-((3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)thio)-2-

(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4-diyl diacetate
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To a mixture of 19 (1 equiv., 0.3 mmol) and DPAP (10 mol%) in DCM, allyl imidazole (0.8
equiv., 0.24 mmol) was added and the solution was put under argon atmosphere. The solution
was then irradiated under stirring for 30 min at 350 nm. The complete consumption of allyl
imidazole was observed by '"H NMR. The mixture was then purified through silica gel column
chromatography (DCM/MeOH, 98/2) to give the desired compound 27 (134 mg, 88%) as a

colorless oil.

'TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.43 (s, 1H, Hi2), 7.00 (s, 1H, Hjo), 6.88 (s, 1H, Hi1),
5.33 (d, ] = 5.6 Hz, 0.5H, Hiq), 5.16 (m, 0.5H, H3, or H3p), 4.99 — 4.87 (m, 1.5H, H3, or Hap,
Haqand Hap), 4.55 (dd, J=11.8,2.0 Hz, 0.5H, Hip), 4.31 —4.22 (m, 1H, He), 4.17 (dd, J =12.3,
5.2 Hz, 0.5H, Heap), 4.09 —3.90 (m, 3H, Hsq ,Hebp, Ho), 3.56 (dq, J = 7.3, 2.6 Hz, 0.5H, Hsp),
2.70 — 1.70 (m, 15H, Haq, Hop, H7, Hs, OAcqand OAcg) ppm. HRMS (ESIY): m/z calculated for
[M+H"] Ci13H26N207SH 415.1533 found 415.1531.

Compound 28, (2S,3R,4S,5S,6R)-2-((3-(1 H-imidazol-1-yl)propyl)thio)-6-

(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyl triacetate
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To a mixture of 20 (1 equiv., 3.0 mmol) and DPAP (10 mol%) in DCM, allyl imidazole (0.7
equiv., 2.1 mmol) was added and the solution was put under argon atmosphere. The solution
was then irradiated under stirring for 60 min at 350 nm. The complete consumption of allyl
imidazole was observed by '"H NMR. The mixture was then purified through silica gel column
chromatography (DCM/MeOH, 99/1) to give the desired compound 28 (818 mg, 83%) as a

colorless oil.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.51 (s, 1H, Hj2), 7.08 (s, 1H, Hi1), 6.95 (s, 1H, Hjo),
542 (dd,J=3.4,1.0 Hz, 1H, Hs), 5.21 (t,J=10.0 Hz, 1H, H>), 5.03 (dd, /=10.0, 3.4 Hz, 1H,
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Hs), 4.44 (d,J=9.9 Hz, 1H, H)), 4.18 — 4.02 (m, 4H, Hs, Ho), 3.97 — 3.87 (m, 1H, Hs), 2.75 —
2.56 (m, 2H, Hy), 2.14 (s, 3H, OAc), 2.06 (m, 5H, OAc, Hy), 2.02 (s, 3H, OAc), 1.97 (s, 3H,
OAc) ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 4 170.4, 170.1, 170.0, 169.6, 84.0, 74.6, 71.7,
67.2,67.0, 61.5,45.1,30.8, 26.7, 20.8, 20.7, 20.6, 20.6 ppm. HRMS (ESI*): m/z calculated for
[M+H"] C20H2sN209SH 473.1588 found 473.1586.

Compound 29, (2R,3R 4R,5R,6S)-6-((3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)thio)-5-acetamido-2-

(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4-diyl diacetate
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To a mixture of 21 (1 equiv., 0.7 mmol) and DPAP (10 mol%) in DCM, allyl imidazole (0.7
equiv., 0.52 mmol) was added and the solution was put under argon atmosphere. The solution
was then irradiated under stirring for 60 min at 350 nm. The complete consumption of allyl
imidazole was observed by '"H NMR. The mixture was then purified through silica gel column
chromatography (DCM/MeOH, 95/5) to give the desired compound 29 (212 mg, 87%) as a

colorless oil.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.51 (s, 1H, Hi2), 7.03 (s, 1H, Hu1), 6.93 (s, 1H, Hio),
6.42 (d,J= 9.4 Hz, 1H, NH), 5.36 (d, J = 3.4 Hz, 1H, Ha), 5.11 (dd, J = 10.8, 3.3 Hz, 1H, H3),
457 (t,J=10.3 Hz, 1H, H2), 4.25 (d, /= 10.3 Hz, 1H, Hy), 4.15 — 4.02 (m, 4H, Ho, Hy), 3.93 —
3.85 (m, 1H, Hs), 2.75 — 2.60 (m, 2H, Hy), 2.14 (s, 3H, NHAc), 2.13 — 2.03 (m, 2H, Hs), 2.01
(s, 3H, OAc), 1.99 (s, 3H, OAc), 1.95 (s, 3H, OAc) ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-
d) o 170.7, 170.7, 170.5, 170.4, 137.4, 129.4, 119.0, 85.3, 74.7, 71.3, 67.0, 61.8, 49.4, 45.2,
30.7, 26.9, 23.4, 20.8, 20.8, 20.8 ppm. HRMS (ESIY): m/z calculated for [M+H']
C20H29N3OsSH 472.1748 found 472.1745.

Compound 30, (2S,3R,4S,5S,6R)-2-((3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)thio)-6-

(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol
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To a solution of 26 (1 equiv., 0.75 mmol) in methanol, sodium methoxide (0.5 equiv., 0.37
mmol) was added. The reaction mixture was stirred for 40 min. Then, the mixture was quenched
with DOWEX-H" resin. After filtration, the solvent was removed by concentration under

vacuum to give the corresponding unprotected glycoside 30 (228 mg, 93%) as a colorless oil.

'"H NMR (400 MHz, Methanol-ds) & 7.79 (s, 1H, Hi2), 7.21 (s, 1H, Hu1), 7.02 (s, 1H, Hio),
436 (d,J=9.7 Hz, 1H, Hy), 4.20 (t, J= 6.9 Hz, 2H, Ho), 3.86 (dd, J = 12.0, 1.7 Hz, 1H, Haea),
3.66 (dd, J=12.0, 5.2 Hz, 1H, Hep), 3.41 — 3.26 (m, 3H, Hs, H4, Hs), 3.21 (t, J=9.7 Hz, 1H,
H»),2.80—2.56 (m, 2H, H7), 2.14 (p,J= 7.0 Hz, 2H, Hs) ppm. *C NMR (100 MHz, Methanol-
ds)) & 138.5, 128.5, 120.9, 87.2, 82.0, 79.6, 74.3, 71.4, 62.8, 46.6, 32.1, 27.7 ppm. HRMS
(ESI"): m/z calculated for [M+H"] C12H20N205SH 305.1166 found 305.1165.

Compound 31, (2R,3S,4R,6S)-6-((3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)thio)-2-

(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4-diol

To a solution of 27 (1 equiv., 0.16 mmol) in methanol, sodium methoxide (0.5 equiv., 0.08
mmol) was added. The reaction mixture was stirred for 30 min. Then, the mixture was quenched
with DOWEX-H" resin. After filtration, the solvent was removed by concentration under

vacuum to give the corresponding unprotected glycoside 31 (42 mg, 91%) as a colorless oil.

'H NMR (400 MHz, Methanol-ds) 8 7.85 — 7.65 (m, 1H, Hi2), 7.28 — 7.11 (m, 1H, H,o), 7.01
(s, 1H, Hy1), 5.39 (d, ] = 5.0 Hz, 0.5H, Hy,), 4.65 (dd, J=11.7, 1.9 Hz, 0.5H, Hp), 4.16 (m, 2H,
Ho), 3.95 — 3.50 (m, 4H, Hs,, Hap, Hao, Hap,Heo, Hep), 3.26 — 3.16 (m, 1H, Hs,, Hsp), 2.60 (m,
2H, Hy), 2.25 — 1.90 (m, 3.5H, Hs, Haq, Haup), 1.58 (m, 0.5H, Habp) ppm. 3C NMR (100 MHg,
Methanol-ds)) 3 138.2, 127.9, 121.0, 82.1, 81.4, 74.5, 73.7, 73.6, 72.9, 70.5, 63.0, 62.8, 47.1,
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46.9, 40.7, 39.3, 32.0, 31.6, 28.6, 28.4 ppm. HRMS (ESI*): m/z calculated for [M+H"]
C12H20N204SH 289.1217 found 289.1216.

Compound 32, (2S,3R,4S,5R,6R)-2-((3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)thio)-6-

(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol
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To a solution of 28 (1 equiv, 1.35 mmol) in methanol, sodium methoxide (0.5 equiv., 0.67
mmol) was added. The reaction mixture was stirred for 2 h. Then, the mixture was quenched
with DOWEX-H" resin. After filtration, the solvent was removed by concentration under

vacuum to give the corresponding unprotected glycoside 32 (333 mg, 81%) as a colorless oil.

'H NMR (400 MHz, Methanol-ds) 8 7.96 (s, 1H, Hi2), 7.28 (s, 1H, Hi), 7.10 (s, 1H, Hio),
4.31(d,J=9.5Hz, 1H, H)),4.28 —4.21 (m, 2H, Ho), 3.88 (d, /= 3.2 Hz, 1H, Hs.), 3.78 — 3.65
(m, 2H, Heb, Hs), 3.60 — 3.42 (m, 3H, Ha, H3, H4), 2.82 — 2.58 (m, 2H, H»), 2.16 (p, /= 6.9 Hz,
2H, Hg) ppm. '3C NMR (100 MHz, Methanol-d4)) 6 87.7, 80.7, 76.2, 71.3, 70.5, 62.7, 47.0,
32.1, 27.7 ppm. HRMS (ESI*): m/z calculated for [M+H"] Ci12H20N>OsSH 305.1166 found
305.1166.

Compound 33, N-((2S,3R 4R, 5R,6R)-2-((3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)thio)-4,5-dihydroxy-6-

(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3-yl)acetamide.
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To a solution of 29 (1 equiv, 0.37mmol) in methanol, sodium methoxide (0.5 equiv., 0.19
mmol) was added. The reaction mixture was stirred for 1 hours. Then, the mixture was

quenched with DOWEX-H" resin. After filtration, the solvent was removed by concentration
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under vacuum to give the corresponding unprotected glycoside 33 (127 mg, quant.) as a

colorless oil.

TH NMR (400 MHz, Methanol-ds) & 7.89 (s, 1H, Hi,), 7.24 (s, 1H, Hy1), 7.06 (s, 1H, Ho),
443 (d, J=10.3 Hz, 1H, H)), 4.19 (t, J = 6.9 Hz, 2H, Ho), 4.05 (t, J = 10.2 Hz, 1H, Ha), 3.88
(d,J=3.2 Hz, 1H, Hey), 3.78 — 3.67 (m, 2H, Hey, Hs), 3.57 (dd, J=10.2, 3.2 Hz, 1H, Hs), 3.54
—3.47 (m, 1H, H), 2.82 — 2.54 (m, 2H, Hy), 2.13 (p, J = 7.0 Hz, 2H, Hy), 1.97 (s, 3H, NHAc)
ppm. 13C NMR (100 MHz, Methanol-ds)) 8 173.8, 138.3, 127.8, 121.1, 86.1, 80.8, 74.2, 69.8,
62.8, 52.6, 46.9, 32.0, 27.6, 23.0 ppm. HRMS (ESI*): m/z calculated for [M+H']
C14H23N305SH 346.1431 found 305.1430.

6.2.3 Synthesis of GlycoCORMs

Compound 34, [Mn(8-HQ)(CO)3Glu-perOAc-Imd]
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A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)s] (1 equiv., 0.88 mmol, 500 mg) and 26 (2 equiv., 1.77 mmol)
in THF (8 mL) was stirred for 3 h. The solvent was removed under vacuum, and the residue
was washed thoroughly with pentane. The product was purified by chromatography on

Si02(DCM/MeOH 98:2) to yield complex 34 as a yellow powder (1.174 g, 88%)).

RP-HPLC: retention time, 3.89 min; purity, 99.9%. 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d)
8.93 (d, /J=4.6 Hz, 1H), 8.05 (d, /J=8.2 Hz, 1H), 7.45 (d, J=5.2 Hz, 1H), 7.40 — 7.27 (m, 2H),
7.01 (d, J=7.9 Hz, 1H), 6.90 (s, 1H), 6.82 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 6.69 (m, 1H), 5.25 — 5.14 (m,
1H), 5.06 — 4.88 (m, 2H), 4.36 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 4.22 — 4.02 (m, 2H), 3.91 — 3.80 (m, 2H),
3.69 — 3.54 (m, 1H), 2.56 — 2.25 (m, 2H), 2.08 — 1.94 (m, 12H), 1.93 — 1.83 (m, 2H) ppm. 3C
NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 170.5, 170.2, 169.5, 169.5, 147.6, 144.4, 138.2, 138.2,
137.0, 130.3, 130.2, 130.1, 121.6, 119.8, 119.8, 114.6, 109.5, 83.7, 83.6, 76.2, 76.1, 73.7, 69.6,
68.3, 68.2, 62.1, 62.0, 46.1, 46.0, 30.5, 30.4, 26.6, 26.4, 20.8, 20.7, 20.7 ppm. IR (v, cm™):
2023, 1920, 1892, 1749 HRMS (ESI*): m/z calculated for [M+H"] C3H3aMnN3O13SH
756.1266. Found 756.1668.
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Compound 35, [Mn(8-HOQ)(CO)32-DG-perOAc-Imd]

A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)s] (1 equiv., 0.1 mmol, 58 mg) and 27 (2 equiv., 0.2 mmol, 85
mg) in THF (8 mL) was stirred for 3 h. The solvent was removed under vacuum, and the residue

was washed thoroughly with pentane. The product was purified by silica gel chromatography
(DCM/MeOH 99:1) to yield the complex 35 as a yellow powder (106 mg , 76%).

RP-HPLC: retention time, 4.11 min; purity, 99.9%. 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d)
8.97 (m, 1H), 8.14 — 8.03 (m, 1H), 7.57 — 7.29 (m, 3H), 7.10 — 6.62 (m, 4H), 5.38 — 5.13 (m,
1H), 5.10 — 4.86 (m, 1H), 4.59 — 3.40 (m, 5H), 2.54 — 1.72 (m, 15H) ppm. 1*C NMR (100 MHz,
Chloroform-d) 6 170.7, 170.2, 169.4, 147.6, 144.4, 138.3, 137.1, 130.3, 130.2, 121.6, 119.6,
114.7, 109.5, 80.3, 80.2, 69.6, 69.3, 68.6, 62.4, 46.3, 36.4, 35.3, 30.0, 30.0, 27.4, 22.5, 21.0,
21.0,20.8,20.8, 14.2 ppm. IR (v, ecm™): 2022, 1923, 1895, 1742. HRMS (ESI"): m/z calculated
for [M+H"] C30H32MnN301;SH 698.1211 found 698.1215.

Compound 36, [Mn(8-HQ)(CO)3Gal-perOAc-Imd]
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A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)s] (1 equiv., 0.27 mmol, 155 mg) and 28 (2 equiv., 0.55 mmol,
200mg) in THF (8 mL) was stirred for 2 h. The solvent was removed under vacuum, and the
residue was washed thoroughly with pentane. The product was purified by silica gel
chromatography (DCM/MeOH 99:1) to yield the complex 36 as a yellow powder (378 mg ,
91%).

RP-HPLC: retention time, 3.9 min; purity, 96.4%. 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.94
(d,J=4.6 Hz, 1H), 8.05 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 7.50 — 7.43 (m, 1H), 7.41 — 7.27 (m, 2H), 7.08 —
6.97 (m, 1H), 6.95 — 6.88 (m, 1H), 6.82 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 6.70 (s, 1H), 5.45 — 5.37 (m, 1H),
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5.24 —-5.11 (m, 1H), 5.07 — 4.98 (m, 1H), 4.42 —4.29 (m, 1H), 4.13 —4.01 (m, 2H), 3.93 —3.79
(m, 3H), 2.63 — 2.31 (m, 2H), 2.13 — 2.06 (m, 6H), 1.99 — 1.92 (m, 8H) ppm. *C NMR (100
MHz, Chloroform-d) 6 170.5, 170.4, 170.4, 170.2, 170.1, 170.1, 169.8, 169.7, 147.7, 141.5,
141.4,138.3,137.1, 132.1, 132.1, 130.3, 130.2, 130.2, 130.1, 121.6, 119.8, 119.8, 119.7, 109.5,
84.3,84.2,84.2,74.8,71.8,67.3,67.3,67.0,61.6,61.5,46.2,46.2, 46.1, 30.6, 30.5, 26.9, 26.8,
21.0, 20.9, 20.9, 20.8, 20.8, 20.7, 20.7 ppm. IR (v, em™): 2022, 1922, 1895, 1747. HRMS
(ESI"): m/z calculated for [M+H"] C3:H34MnN3013SH 756.1266 found 756.1675.

Compound 37, [Mn(8-HOQ)(CO)3GalNAc-perOAc-Imd]
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A mixture of [Mn2(8-HQ)2(CO)s] (1 equiv., 0.10 mmol, 57 mg) and 29 (2 equiv., 0.20 mmol,
100mg) in THF (1 mL) was stirred for 3 h. The solvent was removed under vacuum, and the
residue was washed thoroughly with pentane. The product was purified by silica gel
chromatography (DCM/MeOH 98:2) to yield the complex 37 as a yellow powder (100 mg,
67%).

RP-HPLC: retention time, 3.85 min; purity, 99.9%. 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d)
8.96 (m, 1H), 8.07 (m, 1H), 7.50 (m, 1H), 7.33 (m, 1H), 7.01 (m, 1H), 6.94 — 6.82 (m, 2H),
6.71 (s, 1H), 6.49 — 5.99 (m, 1H), 5.14 (m, 1H), 4.56 (m, 1H), 4.32 — 3.74 (m, 7H), 2.48 (m,
2H), 2.13 (s, 3H), 2.07 — 1.81 (m, 9H) ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 6 170.7,
170.4,170.2, 147.8, 144.2, 138.4, 138.3, 137.0, 137.0, 130.1, 129.9, 129.8, 121.6, 119.8, 119.7,
114.4, 109.8, 109.7, 85.3, 74.5, 74.5, 71.1, 71.0, 66.9, 66.8, 61.7, 61.6, 49.4, 45.9, 45.8, 30.1,
29.8,26.8,26.7,23.4,23.4,20.7,20.7, 20.6 ppm. IR (v, cm™): 2023, 1923, 1897, 1746. HRMS
(ESI"): m/z calculated for [M+H"] C32H3sMnNsO12SH 755.1425 found 755.1445.

Compound 38, [Mn(8-HQ)(CO)3Glu -Imd]
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A mixture of 34 (1 equiv., 0.74 mmol, 560 mg) and NaOH (1 equiv., 30 mg) in MeOH (2 mL)
was stirred for 30 min. Then, the solution was quenched with DOWEX H'. The mixture was
then filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The product was purified
by silica gel chromatography (DCM/MeOH 97:3) to yield complex 38 as a yellow powder (272
mg , 62%).

RP-HPLC: retention time, 7.11 min; purity, 99.9%. 'TH NMR (400 MHz, Methanol-ds) 6 9.07
(m, 1H), 8.21 (m, 1H), 7.61 (m, 1H), 7.45 (m, 1H), 7.35 (m, 1H), 6.95 (m, 3H), 6.85 (m, 1H),
4.23 (m, 1H), 3.99 (m, 2H), 3.81 (m, 1H), 3.60 (dd, 1H), 3.31 — 3.03 (m, 2H), 2.31 (m, 2H),
1.90 (m, 2H) ppm. 13C NMR (100 MHz , Methanol-d4): 8 167.0, 148.6, 143.2, 138.6, 137.1,
130.1, 129.5, 128.9, 121.8, 120.1, 113.9, 111.0, 85.9, 80.6, 78.2, 72.9, 70.0, 61.4, 30.4, 30.3,
26.3, 26.2 ppm. IR (v, em™): 3334, 2023, 1922, 1897. HRMS (ESI*): m/z calculated for
[M+H"] C24H26MnN309SH588.0843 found 588.0854.

Compound 39, [Mn(8-HQ)(C0O)32-DG-Imd]

A mixture of 35 (1 equiv., 0.13 mmol, 90 mg) and NaOH (1 equiv., 5 mg) in MeOH (2 mL) was
stirred for 30 min. Then, the solution was quenched with DOWEX H*. The mixture was then
filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The product was purified by
silica gel chromatography (DCM/MeOH 97:3) to yield complex 39 as a yellow powder (29 mg
, 39%).

RP-HPLC: retention time, 4.08 min; purity, 94.9%. '"H NMR (400 MHz, Methanol-d4) 6 9.13
—9.01 (m, 1H), 8.21 (m, 1H), 7.63 — 7.28 (m, 4H), 6.95 (m, 3H), 5.20 (m, 0.5H), 4.57 — 4.34
(m, 0.5H), 3.95 (m, 2H), 3.86 — 3.48 (m, 4H), 3.17 (m, 2H), 2.56 — 1.71 (m, 6H) ppm “C
NMR(75 MHz, Methanol-d4) 6 168.3, 150.0, 144.6, 140.0, 138.5, 131.5, 130.9, 130.5, 123.2,
121.4,115.3,112.4, 82.0, 74.4, 73.6, 70.5, 62.7,47.2, 40.6, 39.3, 31.7, 31.1, 28.2 ppm. HRMS
(ESTY): m/z calculated for [M+H"] C24H26MnN3OsSH [M+H"] 572.0894 found 572.0895.
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Compound 40, [Mn(8-HQ)(CO)3Gal-Imd]
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A mixture of 36 (1 equiv., 0.22 mmol, 162 mg) and NaOH (1 equiv., 9 mg) in MeOH (3 mL)
was stirred for 40 minutes. Then, the solution was quenched with DOWEX H'. The mixture
was then filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The product was
purified by silica gel chromatography (DCM/MeOH 97:3) to yield complex 40 as a yellow
powder (124 mg , quant.).

RP-HPLC: retention time, 7.06 min; purity, 99.9%.'H NMR (400 MHz, Methanol-d4) 6 9.06
(dd, J=4.8, 1.2 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.60 (s, 1H), 7.45 (dd, J = 8.4, 4.8 Hz, 1H),
7.35(t,J=7.9 Hz, 1H), 6.95 (m, 3H), 6.85 (s, 1H), 4.19 (d, ] =9.4 Hz, 1H), 4.00 (t,J] = 6.9 Hz,
2H), 3.87 (m, 1H), 3.67 (m, 2H), 3.55 — 3.39 (m, 3H), 2.52 — 2.11 (m, 2H), 1.91 (p, J = 6.8 Hz,
2H) ppm. ¥C NMR(75 MHz, Methanol-d4):  168.3, 150.0, 144.6, 140.0, 138.5, 131.5, 130.9,
130.3,123.2,121.5,115.3, 112.4, 87.8, 80.6, 76.3, 71.3, 70.5, 62.7, 47.0, 31.8, 27.6, 27.6 ppm.
IR (v, em): 3280, 2024, 1920, 1895. HRMS (ESI"): m/z calculated for [M+H']
C24H26MnN309SH 588.0843 found 588.0845.

Compound 41, [Mn(8-HQ)(CO)3GalNAc -Imd]

A mixture of 37 (1 equiv., 0.22 mmol, 167 mg) and NaOH (1 equiv., 9 mg) in MeOH (2 mL)
was stirred for 30 minutes. Then, the solution was quenched with DOWEX H'. The mixture
was then filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The product was
purified by silica gel chromatography (DCM/MeOH 97:3) to yield complex 41 as a yellow
powder (32 mg, 23%).
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RP-HPLC: retention time, 7.12 min; purity, 99.9%. 'H NMR (400 MHz, Methanol-ds) 6 9.08
(d,/=4.0 Hz, 1H), 8.23 (d,J= 7.9 Hz, 1H), 7.60 (m, 1H), 7.51 — 7.28 (m, 2H), 7.04 — 6.81 (m,
4H), 4.38 (d, /= 10.0 Hz, 1H), 4.08 — 3.41 (m, 9H), 2.69 — 2.19 (m, 2H), 1.95 (m, SH) ppm. IR
(v, em™): 3294, 2024, 1924, 1900. HRMS (ESI"): m/z calculated for [M+H]
C24H20MnN4O9SH 629.1108 found 629.1109.

6.2.4 Carbonylation products

General procedure for the aminocarbonylation reaction

In a screw tube was successively added the aryl iodide 42 (1 equiv., 0.5 mmol), TEMPO (0.5
equiv., 0.25 mmol, 39 mg), complex 2 (0.5 equiv., 0.25 mmol, 91 mg), PACl>(PPh3)2 (5 mol %,
0.025 mmol, 17 mg), amine 43 (2 equiv., | mmol) and DBU (2 equiv., I mmol, 150 pL).
Acetonitrile (2 mL) was added and the tube was screwed. The reaction mixture was irradiated
with blue LEDs under stirring for 18h at room temperature. The reaction mixture was diluted
with ethyl acetate (50 mL) and partitioned with a 1 M aqueous solution of hydrochloric acid
(25 mL). The mixture was put under vigorous stirring until two clear phases were obtained. The
organic layer was washed with 1 M HCI (25 mL), water (25 mL), brine (25 mL) dried over
MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by flash

column chromatography on silica gel to afford the expected amide 44.

Compound 44aa, 1-(4-(piperidine-1-carbonyl)phenyl)ethanone
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Following the general procedure with 4’-iodoacetophenone 42a (0.5 mmol, 123 mg) and
piperidine 43a (1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column

chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:4) to afford 44aa as a white powder (100 mg,

86%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®**.

'"H NMR (400 MHz, Chloroform-d)  7.95 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Hy), 7.44 (d, ] = 8.3 Hz, 2H,
Hs), 3.68 (bs, 2H, H1), 3.26 (bs, 2H, H»), 2.58 (s, 3H, Hg), 1.73 — 1.41 (m, 6H, H3, H4, Hs)
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ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 8 197.5, 169.1, 141.0, 137.6, 128.5, 127.0, 48.7,
43.1,26.7, 26.5, 25.6, 24.5 ppm.

Compound 44ba, (4-fluorophenyl)(piperidin-1-yl)methanone
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Following the general procedure with 4-fluoroiodobenzene 42b (0.5 mmol, 58 pL) and

piperidine 43a (1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44ba as a yellow oil (96 mg, 93%).

The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®**,

TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) 8 7.36 (dd, J = 8.5, 5.5 Hz, 2H, He), 7.04 (t, J = 8.7 Hz,
2H, Hy), 3.65 (s, 2H, Hi), 3.32 (m, 2H, H»), 1.86 — 1.41 (m, 6H, Hs3, Ha, Hs) ppm. 3C NMR
(100 MHz, Chloroform-d) 6 169.4, 163.2 (d, J = 249.1 Hz), 132.5 (d,J =3.4 Hz), 129.1 (d, J
= 8.4 Hz), 115.5 (d, J = 21.7 Hz), 48.9, 43.3, 26.5, 25.7, 24.6 ppm. F NMR (376 MHz,
Chloroform-d) 6 -110.97 ppm.

Compound 44ca, (4-chlorophenyl)(piperidin-1-yl)methanone
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Following the general procedure with 1-chloro-4-iodobenzene 42¢ (0.5 mmol, 120 mg) and

piperidine 43a (1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44ca as a brown solid (90 mg, 80%).

The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®**,

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.47 — 7.29 (m, 4H, Hy,He), 3.67 (s, 2H, Hy), 3.31 (s,
2H, Hy), 1.81 — 1.41 (m, 6H, Hs, Ha, Hs) ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 169.8,
135.4, 134.9, 128.7, 128.4, 48.9, 43.3, 26.6, 25.7, 24.6 ppm.
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Compound 44da, (4-bromophenyl)(piperidin-1-yl)methanone
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Following the general procedure with 1-bromo-4-iodobenzene 42d (0.5 mmol, 142 mg) and

piperidine 43a (I mmol, 99 uL). The crude product was purified by flash column

chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44da as a yellow powder (102 mg,

76%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*.

TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.53 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Hy), 7.27 (d, ] = 8.4 Hz, 2H,
Hs), 3.68 (bs, 2H, H)), 3.32 (bs, 2H, Ha), 1.97 — 1.43 (m, 6H, Hs, Ha, Hs) ppm. 3C NMR (100
MHz, Chloroform-d) & 169.4, 135.4, 131.8, 128.7, 123.7, 48.9, 43.4, 26.6, 25.7, 24.7 ppm.

Compound 44ea, 1,4-phenylenebis(piperidin-1-ylmethanone)

O
6 1
g Q.
N 2 4
o) 3

Following the general procedure with 1,4-diiodobenzene 42e (0.5 mmol, 165 mg) and

piperidine 43a (2 mmol, 200 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 1:4) to afford 44ea as an orange solid (80 mg,

53%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature*°.

'"H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.40 (s, 4H, H¢), 3.70 (br, 4H, H)), 3.31 (br, 4H, H>),
1.67 (br, 8H, Hs, Hs), 1.49 (br, 4H, Hs) ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 169.7,
137.6, 132.0, 128.7, 128.6, 127.0, 48.8, 43.2, 26.6, 25.7, 24.6 ppm.

Compound 44fa, phenyl(piperidin-1-yl)methanone
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Following the general procedure with iodobenzene 42f (0.5 mmol, 56 uL) and piperidine 43a
(1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column chromatography
(cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44fa as a colorless solid (77 mg, 81%). The

spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®**.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 7.38 (s, SH, Hg), 3.70 (br, 2H, H), 3.34 (br, 2H, Ha),
1.80 — 1.60 (br, 4H, Hs, Hs), 1.52 (br, 2H, Hy) ppm. 3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) &
170.4, 136.7, 129.5, 128.5, 126.9, 48.9, 43.2, 26.7, 25.8, 24.7 ppm.

Compound 44ga, piperidin-1-yl(4-(trifluoromethyl)phenyl)methanone
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Following the general procedure with 4-iodobenzotrifluoride 42g (0.5 mmol, 74 pL mg) and
piperidine 43a (1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44ga as a pale yellow solid (98 mg,

76%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 8 7.66 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hs), 7.50 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
H7), 3.72 (bs, 2H, Hy), 3.29 (bs, 2H, H,), 1.60 (m, 6H, Hs, Hs, Hs) ppm. 3C NMR (100 MHz,
Chloroform-d) & 168.9, 140.2, 131.48 (q, J = 32.7 Hz), 127.3, 125.7 (q, = 3.8 Hz), 123.9 (q,
J=272.3 Hz),48.8,43.3,26.7, 25.7, 24.6 ppm. °’F NMR (376 MHz, Chloroform-d) 5 -63.81

Compound 44ha, 4-(piperidine-1-carbonyl)benzonitrile
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Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and

piperidine 43a (I mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 2:3) to afford 44ha as a yellow powder (95 mg,

88%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*.
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.70 (d, ] = 8.3 Hz, 2H, Hs), 7.48 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
Hv), 3.71 (bs, 2H, H1), 3.27 (bs, 2H, H»), 1.69 (bs, 4H, Hs, Hs), 1.51 (bs, 2H, Hs) ppm. 3C
NMR (100 MHz, Chloroform-d) 6 168.3, 141.0, 132.5, 127.6, 118.3, 113.3, 48.8, 43.3, 26.6,
25.6, 24.5 ppm.

Compound 44ia, methyl 4-(piperidine-1-carbonyl)benzoate
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Following the general procedure with methyl 4-iodobenzoate 42i (0.5 mmol, 131 mg) and
piperidine 43a (1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44ia as a beige powder (85 mg, 68%).

The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*,

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.06 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Hy), 7.44 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
Hy), 3.92 (s, 3H, Hs), 3.71 (bs, 2H, H)), 3.28 (bs, 2H, H,), 1.68 (bs, 4H, Hs, Hs), 1.50 (bs, 2H,
H.) ppm. *C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 169.3, 166.6, 141.0, 131.0, 129.9, 126.9,
52.4,48.8,43.2,26.6,25.7, 24.6 ppm.

Compound 44ja, (4-nitrophenyl)(piperidin-1-yl)methanone
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Following the general procedure with 1-iodo-4-nitrobenzene 42j (0.5 mmol, 124 mg) and

piperidine 43a (1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 3:7) to afford 44ja as a yellow solid (89 mg, 76%).

The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*,

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.27 (d, J = 7.7 Hz, 2H, He), 7.55 (d, J = 7.6 Hz, 2H,
Hy), 3.73 (s, 2H, H)), 3.28 (s, 2H, H>), 1.87 — 1.45 (m, 6H, Hs, Hu, Hs) ppm. 3C NMR (100
MHz, Chloroform-d) & 168.0, 148.4, 142.9, 127.9, 124.0, 48.8, 43.3, 26.7, 25.6, 24.6 ppm.
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Compound 44ka, piperidin-1-yl(p-tolyl)methanone
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Following the general procedure with 4-iodotoluene 42k (0.5 mmol, 109 mg) and piperidine

43a (1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column chromatography
(cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44ka as a reddish solid (60 mg, 60%). The

spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®**.

'TH NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.28 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hs ), 7.18 (d, J = 7.9 Hz, 2H,
H7), 3.67 (br, 2H, H1), 3.37 (br, 2H, H»), 2.36 (s, 3H, Hs), 1.70 — 1.65 (br, 4H, H3, Hs), 1.57 (br,
2H, H4) ppm. 13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 8 170.6, 139.5, 133.7, 129.1, 127.0, 48.9,
43.3,26.6, 25.8, 24.8, 21.5 ppm.

Compound 44la, piperidin-1-yl(o-tolyl)methanone

10

Following the general procedure with 2-iodotoluene 421 (0.5 mmol, 64 puL) and piperidine 43a
(1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column chromatography
(cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44la as an orange powder (40 mg, 39%). The

spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*°.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.28 — 7.22 (m, 1H, Ho), 7.22 — 7.11 (m, 3H, H, Hy,
Hy), 3.74 (m, 2H, H)), 3.17 (m, 2H, Ha), 2.30 (s, 3H, Hio), 1.73 — 1.59 (m, 4H, Hs, Hs), 1.54 —
1.39 (m, 2H, Hs) ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 170.0, 136.9, 134.1, 130.4,
128.7, 126.0, 125.7, 48.0, 42.5, 26.7, 25.9, 24.7, 19.1 ppm.
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Compound 44ma, piperidin-1-yl(m-tolyl)methanone
O
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Following the general procedure with 3-iodotoluene 42m (0.5 mmol, 64 pL) and piperidine 43a

(1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column chromatography
(cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44ma as an orange oil (64 mg, 60%). The

spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*>.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) é 7.28 — 7.21 (m, 1H, Hy), 7.20 — 7.11 (m, 3H, He, Hs,
Ho), 3.68 (br, 2H, Hi), 3.32 (br, 2H, H>»), 2.35 (s, 3H, Hio), 1.65 (br, 4H, Hs, Hs), 1.49 (br, 2H,
H4) ppm. 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 170.6, 138.3, 136.6, 130.1, 128.3, 127.5,
123.7,48.8, 43.1, 26.6, 24.7, 21.5 ppm.

Compound 44na, 2-(piperidine-1-carbonyl)benzonitrile
CN O
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Following the general procedure with 2-iodobenzonitrile 42n (0.5 mmol, 114 mg) and

piperidine 43a (1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 2:3) to afford 44na as a brown powder (60 mg,

56%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*’.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.70 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hs), 7.67 — 7.60 (m, 1H, H),
7.54 —7.46 (m, 1H, Hy), 7.44 (d, ] = 7.7 Hz, 1H, H), 3.77 (t, ] = 5.0 Hz, 2H, H,), 3.24 (t, ] =
5.5 Hz, 2H, H>), 1.93 — 1.49 (m, 6H, Hs, Hs, Hs) ppm. *C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 5
166.4, 140.9, 133.2, 133.1, 129.4, 127.4, 117.0, 110.0, 48.5, 43.2, 26.5, 25.5, 24.5 ppm.

Compound 440a, (4-methoxyphenyl)(piperidin-1-yl)methanone
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Following the general procedure with 4-iodoanisole 420 (0.5 mmol, 117 mg) and piperidine
43a (1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column chromatography
(cyclohexane/diethyl ether 3:7) to afford 440a as a yellow oil (78 mg, 71%). The spectroscopic

data are in agreement with those reported in the literature®*®.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.34 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Hp), 6.87 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
H7), 3.80 (s, 3H, Hy), 3.71 — 3.34 (m, 4H, H,, H,), 1.71 — 1.45 (m, 6H, Hs, Hy, Hs) ppm. 13C
NMR (100 MHz, Chloroform-d) 3 170.35, 160.55, 128.89, 128.65, 113.67, 55.37, 48.98,
43.46,26.29, 24.70 ppm.

Compound 44pa, naphthalen-1-yl(piperidin-1-yl)methanone
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Following the general procedure with 1-iodonaphthalene 42p (0.5 mmol, 73 pL) and piperidine
43a (1 mmol, 99 pL). The crude product was purified by flash column chromatography

(cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44pa as a brown powder (105 mg, 88%). The

spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*s.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.16 — 7.72 (m, 3H, Hs, H7, Hy), 7.66 — 7.31 (m, 4H,
Ho, Hio, Hi1, Hio), 4.02 — 3.62 (m, 2H, H), 3.48 — 3.01 (m, 2H, Ha), 2.02 — 1.54 (m, 4H, Hs,
Hs), 1.46 — 1.32 (m, 2H, Ha) ppm. *C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 169.4, 135.0, 133.6,
129.7, 128.9, 128.4, 126.9, 126.5, 125.3, 125.0, 123.5, 48.4, 42.8, 26.8, 26.0, 24.7 ppm.

Compound 44qa, (4-(tert-butyl)phenyl)(piperidin-1-yl)methanone
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Following the general procedure with 1-iodonaphthalene 42p (0.5 mmol, 73 pL) and piperidine

43a (1 mmol, 99 puL). The crude product was purified by flash column chromatography
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(cyclohexane/ diethyl ether 1:1) to afford 44pa as a brown powder (105 mg, 88%). The

spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*s.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.40 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hy ), 7.32 (d, J = 8.6 Hz, 2H,
Hy), 3.70 (bs, 2H, H)), 3.38(bs, 2H, H,), 1.80 — 1.48 (m, 6H, Hs, Ha, Hs), 1.32 (s, 9H, Hg) ppm.
13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 3 170.6, 152.6, 133.7, 126.8,125.4, 48.9,43.2,34.9, 31.3,
26.7,25.8, 24.8 ppm.

Compound 44hb, 4-(pyrrolidine-1-carbonyl)benzonitrile
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Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and
pyrrolidine 43b (1 mmol, 84 pL). The crude product was purified by flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate, 1:3) to afford 44hb as a brownish solid (70 mg,

70%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.66 (d, ] = 8.3 Hz, 2H, Hs), 7.60 — 7.54 (d, J = 8.3 Hz,
2H, He), 3.60 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H1), 3.33 (¢, J = 6.5 Hz, 2H, Ha), 2.01 — 1.75 (m, 4H, H», H)
ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 167.5, 141.3, 132.2, 127.7, 118.1, 113.4, 49.3,
46.3,26.3,24.3 ppm.

Compound 44hc, 4-(morpholine-4-carbonyl)benzonitrile

Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and
morpholine 43¢ (1 mmol, 87 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 1:1) to afford 44he as a brown powder (54 mg,

50%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*°.
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.71 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Hs), 7.50 (d, J = 8.1 Hz, 2H,
Hs), 3.77 (s, 4H, Ha, Hs), 3.68 — 3.52 (m, 2H, Hy), 3.37 (s, 2H, Hs) ppm. 3C NMR (100 MHz,
Chloroform-d) 3 168.3, 139.7, 132.5, 127.8, 118.0, 113.7, 66.7 ppm.

Compound 44hd, 4-cyano-N,N-diethylbenzamide
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Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and N,N-
diethylamine 43d (1 mmol, 103 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44hd as a brown powder (70 mg,

69%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®>!.

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 7.70 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Hs), 7.47 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
Hs), 3.55 (bs, 2H, H)), 3.20 (bs, 2H, H»), 1.36 — 1.03 (m, 6H, H3, Hs) ppm. '3C NMR (75 MHz,
Chloroform-d) 6 169.3, 141.7, 132.5, 127.2, 118.3, 113.2,43.4, 39.6, 14.3, 13.0 ppm.

Compound 44hf, 4-cyano-N-phenethylbenzamide

Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and
phenethylamine 43f (1 mmol, 126 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:3) to afford 44hf as a yellow powder (80 mg,

64%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®*>.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.79 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H), 7.71 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
Hs), 7.39 — 7.20 (m, 5H, Hs), 6.27 (s, IH, NH), 3.75 (q, J = 6.9 Hz, 2H, H)), 2.97 (t, ] = 6.9 Hz,
2H, H,) ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d)  165.8, 138.7, 138.6, 132.6, 128.9, 128.9,
127.7,126.9, 118.1, 115.1, 41.4, 35.6 ppm.
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Compound 44hg, N-benzyl-4-cyanobenzamide

3 1 2
Ij*“@
H
NC

Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and

benzylamine 43g (1 mmol, 109 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44hg as a yellow powder (75 mg,

63%). The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature>2.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.87 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3), 7.70 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
Ha), 7.39 — 7.28 (m, 5H, H>), 6.64 (s, 1H, NH), 4.63 (d, J = 5.5 Hz, 2H, H;) ppm. *C NMR
(100 MHz, Chloroform-d) 6 165.7, 138.4, 137.7, 132.6, 129.0, 128.1, 128.0, 127.8, 118.1,
115.2, 44.5 ppm.

Compound 44hh, 4-cyano-N-isopentylbenzamide
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NC

Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and
isopentylamine 43h (I mmol, 116 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44hh as a yellow solid (50 mg, 46%).

'"H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.85 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, He), 7.70 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
H7), 6.39 (s, 1H, NH), 3.52 — 3.36 (m, 2H, H1),1.73 — 1.57 (m, 1H, H3), 1.54 — 1.43 (m, 2H,
H>), 0.94 (s, 3H, Hs), 0.92 (s, 3H, Hs) ppm. 3C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 8 165.8,
138.9, 132.5,127.7, 118.1, 114.9, 38.8, 38.5, 26.0, 22.5 ppm. IR: v(CN) 2230, v(CO) 1636 cm
!, HRMS (ESI*): m/z calculated for C13HieN2OH [M+H'] 217.1335. Found 217.1335.
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Compound 44hi, 4-cyano-N-(2-morpholinoethyl)benzamide

Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and 4-(2-
aminoethyl)morpholine 43i (1 mmol, 131 pL) but the work-up was performed with a 1 M
solution of KOH instead of 1 M HCI. The crude product was purified by flash column
chromatography (DCM/MeOH 98:2) to afford 44hi as a yellow solid (80 mg, 62%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.87 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Hs), 7.74 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
Hs), 6.86 (s, 1H, NH), 3.85 — 3.63 (m, 4H, Ha), 3.66 — 3.45 (m, 2H, H)), 2.61 (t,J = 6.0 Hz, 2H,
H»), 2.56 —2.51 (m, 4H, H3) ppm. 13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 165.7, 138.6, 132.6,
127.8, 118.2, 115.2, 67.1, 56.8, 53.4, 36.3 ppm. IR: v(CN) 2235; v(CO) 1639 cm™'. HRMS
(ESI™): m/z calculated for C14H;7N3OH [M+H'] 260.1394. Found 260.1394.

Compound 44hj, N-(sec-butyl)-4-cyanobenzamide

O 2
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Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and sec-

butylamine 43j (1 mmol, 101 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/ diethyl ether 1:1) to afford 44hj as a beige powder (86 mg,
85%).

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)  7.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 7.72 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
He), 5.98 (s, 1H, NH), 4.12 (dq, ] = 8.4, 6.6 Hz, 1H, H)), 1.59 (p, J = 7.3 Hz, 2H, Hs), 1.24 (d,
J=6.6 Hz, 3H, H>), 0.96 (t, ] = 7.4 Hz, 3H, H4) ppm. 13C NMR (75 MHz, Chloroform-d)
165.3, 139.1, 132.5, 127.7, 118.2, 115.0, 47.7, 29.8, 20.5, 10.5 ppm. IR: v(CN) 2235; v(CO)
1634 cm™. HRMS (ESI*): m/z calculated for [M+H"] C12H14N>OH 203.1179 found 203.1179.
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Compound 44hk, N-((3s,5s,7s)-adamantan-1-yl)-4-cyanobenzamide

NC

Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and
adamantylamine 43k (1 mmol, 151 mg). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 1:1) to afford 44hk as a white powder (61 mg,
44%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.80 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Hi¢), 7.70 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
Hi), 5.82 (s, 1H, NH), 2.19 — 2.06 (m, 9H, H, Ha, Hs, Ha, He, Hg), 1.77 — 1.66 (m, 6H, Hs, H7,
Ho) ppm. 13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 164.9, 140.1, 132.5, 127.6, 118.2, 114.7,
53.0,41.7, 36.4, 29.6 ppm. IR: v(CN) 2229; v(CO) 1640 cm™'. HRMS (ESI*): m/z calculated
for [M+H"] C1sH20N2OH 281.1648 found 281.1648.

Compound 44hl, N-(tert-butyl)-4-cyanobenzamide

0 1
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Following the general procedure with 4-iodobenzonitrile 42h (0.5 mmol, 114 mg) and tert-

butylamine 431 (1 mmol, 105 pL). The crude product was purified by flash column
chromatography (cyclohexane/diethyl ether 3:2) to afford 44hl as a yellow solid (30 mg, 30%).

The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®>*,

'"H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.81 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H>), 7.70 (d, J = 7.7 Hz, 2H,
Hs), 5.97 (s, 1H, NH), 1.47 (s, 9H, H;) ppm. 13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 165.2,
140.0, 132.5, 127.6, 118.2, 114.8, 52.3, 28.9 ppm.
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Moclobemide

Following the general procedure with 4-chlorobenzene 42¢ (0.5 mmol, 120 mg) and 4-(2-
aminoethyl)morpholine 43i (1 mmol, 131 pL) but the work-up was performed with a 1 M
solution of KOH instead of 1 M HCI. The crude product was purified by flash column
chromatography (DCM/MeOH 97:3) to afford Moclobemide as a yellow solid (107 mg, 79%).

The spectroscopic data are in agreement with those reported in the literature®>*,

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.74 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Hs), 7.44 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
Hs), 6.78 (s, 1H, NH), 3.92 — 3.73 (m, 4H, Ha), 3.61 — 3.46 (m, 2H, H)), 2.62 (t, ] = 6.0 Hz, 2H,
Hs), 2.56 — 2.42 (m, 4H, Hs) ppm. *C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 166.3, 137.6, 133.0,
128.8, 128.4, 67.0, 56.8, 53.3, 36.1 ppm .
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Chapitre 7. Annexes
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Figure A1l. a) Spectre d’absorption du complexe 3 dans l'acétonitrile ; b) Spectre d’absorption du
complexe 3 calculé par TD-DFT dans l'intervalle 250-550 nm.

18000

15000

14000

12000

10000

2000

E (MLeml)

000

4000

2000

260 310 360 410 4650 510

wavelength (nm)

Figure A2. a) Spectre d’absorption du complexe 4 dans I'acétonitrile ; b) Spectre d’absorption du
complexe 4 calculé par TD-DFT dans l'intervalle 250-550 nm.
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Figure A3. a) Spectre d’absorption du complexe 5 dans l'acétonitrile ; b) Spectre d’absorption du
complexe 5 calculé par TD-DFT dans I'intervalle 250-550 nm.
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Figure A4. a) Spectre d’absorption du complexe 6 dans l'acétonitrile ; b) Spectre d’absorption du
complexe 6 calculé par TD-DFT dans l'intervalle 250-550 nm.
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Figure A5. a) Spectre d’absorption du complexe 9 dans I'acétonitrile ; b) Spectre d’absorption du
complexe 9 calculé par TD-DFT dans l'intervalle 250-550 nm.
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Figure A6. Evolution du spectre uv-visible de la région de la bande Q de la myoglobine (65 uM) en
présence du composé 3 (20 uM) dans du PBS. La solution est irradiée pendant 5 min a A =450 nm, les
spectres sont enregistrés toutes les 30 s.
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Figure A7. Evolution du spectre uv-visible de la région de la bande Q de la myoglobine (65 uM) en
présence du composé 4 (20 uM) dans du PBS. La solution est irradiée pendant 5 min a A =450 nm, les
spectres sont enregistrés toutes les 30 s.
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Figure A8. Evolution du spectre uv-visible de la région de la bande Q de la myoglobine (65 uM) en
présence du composé 5 (20 uM) dans du PBS. La solution est irradiée pendant 5 min a A =450 nm, les
spectres sont enregistrés toutes les 30 s.
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Figure A9. Evolution du spectre uv-visible de la région de la bande Q de la myoglobine (65 uM) en
présence du composé 6 (20 uM) dans du PBS. La solution est irradiée pendant 5 min a A =450 nm, les
spectres sont enregistrés toutes les 30 s.
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Figure A10. Evolution du spectre uv-visible de la région de la bande Q de la myoglobine (65 uM) en

présence du composé 9 (20 uM) dans du PBS. La solution est irradiée pendant 5 min a A =450 nm, les
spectres sont enregistrés toutes les 30 s.
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Résumé :

Ce projet de thése s’inscrit dans le développement d’une nouvelle stratégie de traitement du cancer du
foie. En effet, le cancer du foie est 1'un des cancers les plus mortels au monde, sans traitement efficace
jusqu'a présent. Dans ce projet, nous avons proposé d'utiliser le monoxyde de carbone (CO) comme
alternative. Le CO est connu comme étant un gaz mortel, lui valant le surnom de « tueur silencieux »
cependant, depuis une dizaine d'années, le CO est décrit comme étant un agent thérapeutique prometteur
entre autres pour le traitement du cancer lorsqu'il est administré a des concentrations optimales.
Cependant, en raison de sa forme gazeuse, le CO reste difficile a manipuler. Pour résoudre ce probléme
et afin de faciliter son administration, des molécules libérant du monoxyde de carbone (CORM) ont été
développées. Ces molécules sont pour la plupart des complexes organométalliques, permettant la
libération de CO sous l'effet de stimulus externes, tel que la lumiére visible par exemple. Dans la
premiére partie, nous présentons la synthése, les études de libération de CO et de cytotoxicité d’une
nouvelle série de complexes photo-activables [Mn(8-hydroxyquinoline)(CO);(Imd)] (avec Imd =
dérivés d'imidazole). En effet, nous avons développé une voie de synthése en 2 étapes a partir du dimére
[Mny(8-HQ)2(CO)s] et greffé une série de ligands imidazoles. L'utilisation de divers ligands dérivés
d'imidazole permet la synthése d'une large gamme de complexes avec un haut degré de modularité grace
a la présence de groupes allyle, hydroxyle ou amine. Dans un second temps et dans le but d’améliorer
I’effet thérapeutique, est présenté la synthése de nouveaux CORM glycoconjugués (GlycoCORMs) afin
permettre une administration ciblée du CO dans les cellules cancéreuses. Les premiers résultats
biologiques ont montré une cytotoxicité accrue pour les GlycoCORMs par rapport a [Mn(8-
HQ)(CO)sMe-Imd] avec des ICso dans la gamme du pM, respectivement 5 M et 9 uM, montrant le role
positif de I'unité glycosidique dans 'activité biologique des glycoCORMs.

Mots clés : Monoxyde de carbone, CORMs, cancer du foie, manganése, carbohydrates.
Abstract :

This PhD takes place in the context of the development of a new therapeutic strategy for liver cancer.
The liver cancer is one the of deadliest cancers with no efficient treatment up to now. In this project, we
have proposed to use carbon monoxide (CO) as an alternative. CO is known in the popular culture as a
lethal gas, earning its name of “silent killer”. Since the past decade, CO has emerged as a promising
therapeutic agent for cancer treatment when administrated at optimal concentrations. However, due to
its gaseous form, CO remains difficult to handle. To overcome this issue, Carbon Monoxide Releasing
Molecules (CORMs) have been introduced as a more convenient mode of administration. These
molecules are mostly organometallic complexes, enabling the release of CO upon a given external
stimulus. In this context, we first present the synthesis, CO release and cytotoxicity studies of a new
series of photo-activatable complexes [Mn(8-hydroxyquinoline)(CO)s;(Imd)] with Imd = imidazole
derivatives. We developed an expedite synthetic route from the dimeric structure [Mnz(8-HQ)2(CO)s]
and applied a series of imidazole ligands. The use of various imidazole-based ancillary ligands allows
the synthesis of a wide range of complexes with a high degree of modularity due to the presence of allyl,
hydroxyl, or amine groups on the imidazole ring. Secondly, in order to increase the therapeutic effect,
we synthesized a series of new glycoconjugated CORM (GlycoCORMs) allowing the enhancement of
the delivery of CO toward cancer cells. The first biological results showed an enhanced cytotoxicity for
the GlycoCORMSs compared to [Mn(8-HQ)(CO);Me-Imd] with ICso in the uM range, respectively 5 uM
and 9 uM, assessing the positive role of the carbohydrate moiety in the biological activity of the
glycoCORMs.

Keywords : Carbon monoxide, CORMs, Liver cancer, manganese, carbohydrates.



