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Introduction Générale

Face a la hausse de l'espérance de vie de I’'humanité depuis le 20éme siecle, on observe une
forte croissance des déces liés au cancer dans le monde. Le domaine de l'oncologie a d{i s'adapter tres
rapidement et développer des diagnostics précoces et des traitements personnalisés aux tumeurs. De
nos jours, les demandes en agents de contraste pour le diagnostic et I'imagerie médicale sont
grandissantes et stimulent de plus en plus l'activité scientifique. En imagerie médicale, un agent de
contraste est une substance permettant d’augmenter artificiellement le contraste afin de visualiser
une structure anatomique naturellement peu contrastée (tissue, organe, ...) et subséquemment,
d’augmenter la sensibilité des techniques d’imagerie. On parle d’agent d’imagerie dans le cas ou il ne
s’agit pas de I'imagerie par résonnance magnétique. Cet agent d’imagerie peut étre une nanoparticule,
une molécule organique ou encore un complexe de coordination. Différentes techniques d’imagerie
médicale ont été développées a ce jour. On y retrouve par exemple la Tomographie par Emission de
Positon (TEP), qui est une technique ultrasensible basée sur I'utilisation de radioisotopes émetteurs de
positon (B* : 18F, ®Cu, %8Ga, 2Tb, 13!I...) pour la détection de pathologie. Certaines paires d’isotopes
offrent un avantage non négligeable comme la disponibilité de deux isotopes du méme élément
utilisables I'un en imagerie TEP et I'autre en thérapie (*%'Tb, ®’Cu, ...). On parle alors de théranostique.
Cette technique est toutefois limitée par sa faible résolution spatiale (4 - 6 mm). A l'inverse, I'lmagerie
par Résonance Magnétique (IRM) est une technique d’imagerie intéressante pour sa haute résolution
(0,5 mm — valeur indicative car la résolution dépend de plusieurs paramétres, tels que le champ
magnétique ou encore le temps d’acquisition). Elle est basée essentiellement sur les propriétés
magnétiques des protons de l'eau qui peuvent étre modifiées par l'utilisation des métaux
paramagnétiques (Gd", Mn", Fe'...). La limitation majeure de cette technique est sa faible sensibilité
(0,2 mM - uM). Les deux techniques d’imagerie TEP et IRM sont donc complémentaires et ont, a ce
titre, attiré notre attention. Pour ces deux techniques, des agents d’imagerie a base de complexes de

coordination peuvent étre utilisés.

Malgré leur intérét bien spécifique, les métaux utilisés ici peuvent interagir avec le milieu
biologique a I'état libre ce qui les rend toxiques. Il est donc indispensable de les utiliser sous forme de
complexes stables et inertes. Diverses molécules pouvant complexer des cations métalliques, aussi
appelés chélateurs ou ligands sont développés aujourd’hui. Mais peu d’entre elles peuvent former des
complexes stables et inertes pour résister aux conditions physiologiques. Afin de répondre a cette
demande grandissante, de nouveaux agents de contraste sont en développement. Parmi les chélateurs
les plus utilisés, on retrouve la famille des ligands polyazamacrocycliques, dont le DOTA (acide 1,4,7,10-
tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique), formant généralement des complexes a la fois stables

thermodynamiquement et inertes cinétiquement grace a la préorganisation des ligands.
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Néanmoins la famille des ligands de type bispidine est également intéressante pour la

coordination de cations grace a la rigidité de son squelette carboné, c’est pourquoi les travaux de cette

these porteront sur cette famille de composés (Figure 1). Les bispidines sont caractérisées par

I'association de deux cycles pipéridiniques. Initialement étudiées par Mannich pour leurs propriétés

analgésiques et leur influence sur le rythme cardiaque, la chimie des bispidines connait un renouveau

dans les années 1990 par la suite de I'introduction de substituants en positions C2 et C4 (Figure 1). A

I'issue de la synthése, une fonction cétone est présente dans le bicycle en position C9 (Figure 1) ; le

composé obtenu est alors nommé bispidone. Pour des applications en biologie, cette cétone est

réduite en alcool afin d’éviter une ouverture du cycle conduisant a la dégradation du ligand : Ia

molécule finale est alors nommeée bispidole.

Réduction

R2
.
8 6
R | A R?
1 5
2 O 4
Ar 3N Ar
e
Bispidone

RZ
I
N
R3 R*
> OH
Ar N Ar
e
Bispidole

Figure 1 : Squelette bispidone et bispidole. Nomenclature officielle du bicycle.

Lintérét du squelette des bispidines réside dans plusieurs aspects :

e Une diversité structurale accessible facilement en modulant les substituants introduits sur le

squelette (Ar, Rt & R?, Figure 1).

e Une facilité a complexer divers métaux du fait d’'une bonne préorganisation de la molécule.

e Une bonne stabilité en milieu biologique des complexes formés et une inertie cinétique des

complexes, issues de la rigidité du squelette.

Remarque : La nomenclature officielle IUPAC présentée ici pour le bicycle sera celle utilisée

pour toute la thése (Figure 1).
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Objectif et contexte de travail

Les objectifs de ce travail de these sont schématisés a la Figure 2.

Figure 2 : Schéma général des objectifs de la thése.
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Dans un premier temps, nous étudierons une famille de ligands bispidines octadentates
pouvant coordiner le Tb". La complexation, les études physicochimiques et spectroscopiques seront
effectuées sur I'isotope naturel »**Tb" en vue d’une transposition a l'isotope émetteur de B* (**°Th)
pour une application a la Tomographie par Emission de Positons (TEP). Les études physicochimiques
de cette partie ont été réalisées en collaboration avec les Dr Mourad Elhabiri et le Dr Valérie Mazan du

LIMA (UMR 7042, Strasbourg).

Le second travail va se concentrer sur la synthése d’'une famille de ligands pentadentates et
leurs complexes de manganese aux degrés d’oxydation +lI et +111. Ce travail a pour objectif d’utiliser les
propriétés paramagnétiques du manganése ainsi que ses propriétés redox afin d’explorer son
utilisation pour le développement de sondes d’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)
intelligentes dont les propriétés de relaxation peuvent étre corrélées au potentiel redox du milieu. Des
études de complexation, de stabilité et d’inertie cinétique des complexes de Mn'" ont été menées avec
le Mn" en faisant appel aux techniques physicochimiques usuelles comme la potentiométrie, la
spectroscopie UV-visible, la relaxométrie et la résonance magnétique nucléaire. Les potentiels
d’oxydoréduction des complexes ont été déterminés par voltampérométrie cyclique en collaboration
avec le Pr Clotilde Policar et Jean Bouvet (ENS, Paris). A la suite de ces études, les propriétés de
coordination du Mn"" ont été appréhendées par les différentes techniques. Il faut noter que cette partie
est trés exploratoire et trés peu documentée. Toutefois, des variations de relaxivité ont été observées
en milieu oxydant pour certains complexes, laissant présager une utilisation potentielle de ces

systémes comme sondes redox intelligentes.

Le développement de sondes redox pour I'IRM nous a conduit a une autre application. A savoir,
catalyser la dismutation du radical superoxyde (en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne), neutralisant
ainsi ses effets oxydatifs a I'origine de diverses pathologies. Les complexes synthétisés ont fait I'objet
de tests d’activités catalytiques et de screening d’activités biologiques a grande échelle conduits par le
Pr Clotilde Policar et Jean Bouvet (ENS, Paris). Les complexes de manganése auront donc deux aspects :
une utilisation comme sondes pour appréhender le potentiel redox in vivo et une utilisation comme

catalyseur visant a réduire les effets néfastes du stress oxydatif.

La derniére partie qui sera abordée dans ce manuscrit est le développement du premier
modéle de complexe Mn'-bispidine pour la détection du Zn" par IRM. Il s’agit encore une fois d’un
agent de contraste « intelligent » dont la relaxivité est modulée cette fois par la concentration en Zn".
Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec les Dr Célia Bonnet et Dr Daouda Ndiaye au CBM

(UPR 4301, Orléans).
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Chapitre 1 : Les complexes de bispidines, leurs
propriétés et leurs applications
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I. Lafamille des bispidines

Une bispidine (3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane) est un composé diazabicyclique formé de deux
cycles pipéridiniques. Ces dérivés sont naturellement présents dans les plantes telles que les alcaloides
([7a-9a]-Spartéine) ou encore les fabaceaes ([+]-lupanine), qui ont été largement exploitées pour leurs
propriétés médicales. La recherche associée a ce type de motif a émergé avec la découverte des
propriétés antiarythmiques de la spartéine par Stenhouse en 1851.1 En 1935, le motif bispidine a été

synthétisé en laboratoire via la condensation de Mannich (Figure 3).”

g, Ao — L
R' H H H R H
Carbonyle Carbonyle Amine primaire S-amino carbonyle
énolisable non-énolisable ou secondaire

Figure 3 : Réaction générale de Mannich.

Ceci a ouvert la possibilité d’étudier différents analogues pour leur activité biologique.®' Les
années 90 ont joué un rble crucial afin de populariser les bispidines notamment avec I'introduction de
substituants aryle en position C2 et C4 (plus de 150 articles et 1050 citations sur les dérivés 1,4-
disubstitués). On peut citer comme exemple, Holzgrabe et coll. qui ont démontré une forte affinité et
sélectivité du diméthyle 3,7-méthyl-2,4-di-2-pyridyl-3,7-diazabicyclo[3.3.1] nonan-9-one-1,5-
dicarboxylate (Figure 4) pour les x-opioides.!” Dans laméme période, les travaux de Comba et coll. ont
démontré que la rigidité du squelette 2,4-disubstitué est idéale pour la coordination de la plupart des
métaux de transition.”! La particularité de ce motif est de permettre une denticité variable; en effet,
celle-ci peut étre adaptée afin d’avoir un nombre d’atomes coordinants allant de 5 a 9 ce qui offre un

tres large éventail de coordination de cations métalliques allant du bloc s aux éléments f du tableau

périodique.
a : Ar = 2-pyridyl
R R=H
b : Ar = 2-chlorophényl
0O _N_ O pheny
R =CH,
MeO OMe a : dimethyl-7-methyl-2,a-di-2  -pyridyl-3,7diazabicyclo[3.3.1.]Jnonan-9-one-1,5-
0] dicarboxylate
Ar N Ar b : dimethyl-3,7-dimethyl-2,4-di-2 -chlorophenyl-3,7diazabicyclo[3.3.11 nonan-9-one-

1,5-dicarboxylate.

Figure 4 : Structure et nom systématique de bispidones issues de la littérature.
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i.  Synthese et stéréochimie

H R?
o
| N
3 I 3
R?’\)CJ)\/R3 Ar7S0 | RINH, RSO AR H,N—R? HCHO R AR
MeOH, 0°C AN A MeOH, 55°C N
| Ar N Ar
R Rl
Pipéridone Bispidone

Figure 5 : Voie de synthese générale des bispidones. R%, R?, R3: Alkyle, Aryle ; Ar : Hétérocycle.

Les dérivés 2,4-disubstitués peuvent étre obtenus en deux étapes avec des difficultés plus ou
moins différentes selon les substituants du motif. Chacune des étapes consiste en une réaction de
Mannich (Figure 5).”) Historiquement, ces dérivés bispidones ont été développés par Haller 1 et
Caujolle ' dans les années 70. Par la suite, des améliorations ont été apportées par Holzgrabe 3 la fin
des années 90.1! La premiére étape consiste en la formation de I'intermédiaire pipéridone par la
double condensation de Mannich de deux équivalents d’aldéhyde et d’'une amine primaire. De maniere
similaire, ce premier intermédiaire est ensuite mis en présence d’'une seconde amine primaire en
présence de deux équivalents de formaldéhyde pour conduire a la bispidone souhaitée (Figure 5). Il
est tres important de souligner que les rendements de ces étapes sont tres largement dépendants des
substituants. Dans la littérature on ressence des rendements allant de 53 91 % pour les deux étapes.”
Cette grande variabilité vient principalement du fait que les bispidones, ainsi que leurs intermédiaires
pipéridones, sont principalement isolés par cristallisation du fait de probléemes de stabilité et/ou

d’isomérisation empéchant leur purification par les techniques chromatographiques classiques.

Le précurseur pipéridone peut exister sous différents isoméres de conformation, a savoir cis et
trans. De plus, dans des solvants protiques (méthanol, éthanol) un équilibre céto-énolique se met en
place ce qui conduit au total a quatre isomeres possibles : cis-énol, trans-énol, cis-cétone et trans-
cétone. Les proportions de ces isoméres sont dépendantes des substituants mais aussi du temps

d’exposition du produit dans le solvant (Figure 6).
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Enol

Cis R Trans
A /
Equilibre céto-énolique
i [
0 0
RS R3 R® R’
Cétone
AT ONTT AN Ky
I£1 Cis R' Trans

Figure 6 : Potentiels isoméres de |'intermédiaire pipéridone.

La seconde étape, conduisant a la formation de la bispidone, est classiquement effectuée a
partir d’'un mélange d’isomeéres sans purification. Celle-ci peut étre alors isolée sous 3 conformations :
chaise-chaise (cc), chaise-bateau (cb) et bateau-chaise (bc). La conformation bateau-bateau (bb) ne
peut énergétiquement pas exister (Figure 7). Les configurations cis et trans des substituants aryles sont
également rencontrées mais seule la configuration cis et la conformation chaise-chaise sont d’intérét
pour notre étude. Il est a noter que plusieurs études de la littérature insinuent que la stéréochimie de
la (ou des) bispidone(s) finale(s) n’est pas directement liée au mélange d’isomeére utilisé pour la
pipéridone intermédiaire, suggérant ainsi une possible interconversion cis trans au cours de la
deuxiéme cyclisation.™ Dans I'optique d’améliorer la sélectivité de la réaction en faveur de I'isomére
chaise-chaise avec une orientation des substituants en C2 et C4 en cis, différents essais ont été conduits

a partir de précurseurs purifiés, isolés sous des formes cis ou trans. Ce point est abordé au Chapitre 3.
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Chaise-Bateau (cb)

. \
Bateau-Chaise (bc) R2 Bateau-Bateau (bb)

Figure 7 : lllustration des différentes conformations possible de la bispidone.

ii. Réactivité et fonctionnalisation
La fonctionnalisation du squelette bispidine a été ensuite étendue au-dela des positions C2 et
C4 et en particulier aux positions N3 et N7, ce qui a permis d’ouvrir un champ d’application trés large
via la complexation de divers métaux. Ces substituants peuvent étre introduits par synthése directe ou

par une substitution nucléophile des amines secondaires en N3 et N7.11114

Selon les applications visées, la fonction cétone en C9 peut étre conservée mais il est
préférable de la réduire afin d’éviter une réaction rétro-Mannich, en particulier si le produit a des
risques d’exposition a des milieux acides. La premiere fois que cette réduction a été publiée remonte
aux années 1970.%1 En 2009, cette réaction a été améliorée afin de la rendre plus stéréosélective.
Juran et coll. ont développé une voie utilisant le borohydrure de sodium dans un mélange eau et
dioxane.[*®! On peut s’attendre & ce que des interactions intramoléculaires se produisent entre NaBH,
et les cycles pyridyles en positions 2 ou 4 qui dirigent I'addition de I’"hydrure sur cette face, conduisant
majoritairement a la formation de I'épimere anti, comme le montre la structure cristalline aux rayons
X de la bispidol obtenue. A l'inverse, |'utilisation de méthanol a basse température au lieu d’eau a
température ambiante a entrainé une stéréosélectivité opposée avec la formation de I'épimeére syn,
comme l'ont rapporté Roux et al. dans une étude conduite au laboratoire. Du fait de la bonne
répétabilité et des rendements satisfaisants, nous privilégierons en premiére intention ce protocole de
synthése.[”! Cet alcool peut également étre utilisé comme un site fonctionnalisé pour 'introduction

d’une nouvelle propriété, comme une fonction de ciblage biologique, ce qui est primordial pour une
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utilisation en TEP. Par exemple, I'alcool a été fonctionnalisé par la formation de carbonates ou de
carbamates comme une plateforme polyvalente pour la réaction ultérieure de dérivés aminés, tels que
des acides aminés ou des peptides (Figure 8).' |l a été montré que la formation des éthers d’oxime
n’affecte pas la conformation du squelette bicyclique. Ce travail est prometteur pour de nouveaux

bioconjugués car la formation de liaisons oxime peut se produire dans des conditions douces.

Le couplage peptidique des bispidoles présentant des fonctions carboxylates ou amines
primaires est également possible dans des conditions douces et biocompatibles. Le premier exemple
a été rapporté par Stephan et Comba sur les substituants carboxylate en C1 et €5.1'%! Un conjugué
bispidine bombésine (un peptide de 14 acides aminés) a alors été obtenu et utilisé pour I'imagerie TEP
au ®Cu. Par la suite, il a été montré au laboratoire que I'utilisation d’acides aminés, tels qu’une lysine
protégée en N7 dans la seconde étape de la formation de la bispidone, permet d’obtenir des bispidines
fonctionnalisées et leurs adduits couplés.**! Enfin, il faut souligner que la fonctionnalisation de la
position C2 et C4 n’est pas seulement effectuée avec des pyridines et leurs dérivés. En effet, Comba et
coll. ont rapporté l'introduction de cycles de types imidazole.[** En particulier, les groupements 1-
méthylimidazole en C2 et C4 visés ici ont été utilisés en 2003 pour des applications en catalyse avec du

cuivre.[?
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Figure 8 : Différentes stratégies de fonctionnalisation de bispidines

B. Chimie de coordination des bispidines

i Le Bloc d (métaux de transition)

La chimie de coordination des bispidines avec des métaux de transition a été initiée il y a de
cela plus de 55 ans par Haller.”® A I'époque, la spectroscopie infrarouge a été un outil indispensable
afin de prouver la formation de complexes de coordination entre la bispidone et des métaux tels que
le manganeése, le fer, le cobalt ou encore le nickel. Dans cette étude, Haller énonce les deux conditions
préalables en termes de stéréochimie, pour utiliser les bispidones comme ligands pour la complexation

des métaux :
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v" Configuration cis des substituants pyridines en C2 et C4.
v" Conformation chaise/chaise du squelette 3,7-diazabicyclo[3.3.1] nonane (ce qui

signifie que les substituants en N3 et N7 sont en position équatoriale).

Les études de Haller ont été reprises trente ans plus tard par Comba, qui a résolu la structure
du complexe de cobalt (Figure 9).12* [Co(B1)(NOs),] présente une géométrie octaédrique déformée
dans laquelle deux azotes du cycle 3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane (avec une distance d(Co - N3/7) =
2.137(9) A) et deux azote des substituants pyridyles en C2/4 sont coordinées (d(Co - Npy) = 2.09(1) A),
ainsi qu’un anion nitrate bidenté.?% Ce complexe est caractérisé par de courtes distances N—Co en
comparaison aux valeurs de la littérature pour les complexes de Co'" octaédriques a haut spin et par

une forte rigidité du squelette bispidone.

Figure 9 : Structure RX du complexe [Co(B1)(NO3),].

Des structures cristallines ont été obtenues plus tard avec [Mn(B1)Cl,],?? [Fe(B1)X,] (X=
MeCN)23, [Ni(B1)(H20)X,] (X= NOs", CH3CO,’, CH3CN).!?* Cette collection de structures met en évidence
la grande similitude entre tous les complexes, malgré leur nombre et géométries de coordination
variés. Ceci est dO a la forte rigidité du squelette bicyclique. En particulier, la distance N3---N7 étant
presque constante (d(N3, N7) = 2.533 +0.025 A) sur plusieurs complexes de métaux de transition avec
des dérivés tétradentés de B1 (Figure 10).”%! La rotation des substituants en 2 et 4 autour des liaisons
C—C simples ou des chaines latérales potentiellement coordinantes en N3 et N7 sont les seuls degrés
de liberté de ces ligands bispidine. Cependant, malgré cette forte rigidité, les complexes de bispidine
présentent une surface d’énergie plate qui rend accessibles un grand nombre de géométries de
coordination (octaédrique cis, pyramidale carrée, pentagonale ou méme a sept coordinations) en
fonction de la denticité du ligand et/ou du nombre de co-ligands.”! Du fait de cette particularité,

Comba a introduit le terme de sphéere de coordination élastique.
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OH

Figure 10 : Ligands bispidine 2,4-disubstitués : bispidones et bispidoles.

Propriétés physico-chimiques : La combinaison de la rigidité du squelette avec une sphére de
coordination versatile de ces ligands entraine des répercussions importantes sur la stabilité
thermodynamique, l'inertie cinétique, la sélectivité pour les ions métalliques, les propriétés redox et
la configuration de spin des complexes mononucléaires. Afin de pouvoir corréler les structures des
ligands et de leurs complexes avec leurs propriétés physico-chimiques, les propriétés individuelles des
ligands (telles que les constantes de protonation définies par les équations (1), (2) et (3)) et des
complexes (constantes de stabilité thermodynamique globale, potentiels redox) doivent étre
déterminées. La méthode utilisée afin de déterminer ces constantes est le titrage potentiométrique.
Des exemples de ces constantes pour les ligands représentés a la Figure 10 sont rassemblées dans le

Tableau 1.1%8

LH_, +H LH (1)

n

[LH,]

o w2

pKy, = logk, " (3)
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Tableau 1 : Constantes de protonations de dérivés 2,4-disubstitués : bispidones et bispidoles.

logKin B2 126! B3 117! B4 126! B5 20l B6 (20
logKiu 6,68(8) 11,5(3) 7,58(11) 7,44(8) 8,89(3)
logK 4,72(13) 7,2(1) 5,52(13) 3,95(10) 5,21(4)
logKis - 3,8(3) - 1,86(10) 2,50(4)
logKa - 2,4(4) - - -
logKks - 0,5(1) - ; -
logKus - <0,5 - - -

H,0, /=0,1 M (KCl), T=25°C, Les nombres entre parenthéses correspondent aux écarts-types exprimés

en tant que derniére décimale significative.

Une comparaison des données de la littérature indique que la premiére protonation se produit
au niveau des amines tertiaires du squelette bispidine dans la gamme 6,6 < logKy; < 11,5 (Tableau 1)
et que la valeur de logKu; suit 'augmentation de la nucléophilie de I'azote en fonction du substituant,
dans l'ordre suivant : picolinate < pyridinyle < méthyle < méthanephosphonate. De plus, il est a noter
que la réduction de la cétone en C9 entraine une augmentation de la basicité des amines N3 et N7
comme on peut le voir sur les constantes de protonation de B2 et B4. La protonation du deuxiéme
azote tertiaire n’est que dans certains cas particuliers et il est supposé que les bispidines 2,4-
substituées se comportent comme des “éponges a protons” dans lesquelles le proton ammonium est
stabilisé a 'intérieur de la cavité par de fortes pseudo-liaisons hydrogene avec N3, N7 et les cycles
pyridiniques, conduisant ainsi a une orientation syn des pyridines en C2 et C4 a I'intérieur de la cavité.
Ceci est illustré par la structure cristalline du ligand protoné B3 (Figure 11). Enfin, la position du
substituant en N3 ou N7 exerce une forte influence sur les logKy de la molécule, le proton a I'intérieur
de la cavité étant plus stabilisé lorsqu’un groupe coordinant supplémentaire est introduit en N3 plut6t

gu’en N7.

Une autre méthode utilisée pour déterminer les constantes de protonation est basée sur la
mesure des spectres d’absorption UV-visible a différents pHs. Des variations spectrales sont observées
lorsque le motif bispidine contient des groupements aromatiques en position C2 et C4. Par exemple,
la déprotonation de B3 induit une variation hypochromique de la transition m—nt* du cycle pyridine a
environ 260 nm (g(B3*) = 16 000 Mt cm™, (H4B3) = 8000 M™* cm™, suivie de I'apparition d’une
structure hyperfine due a la participation des doublets non liants des azote dans des liaisons

hydrogéne.!*”!
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Figure 11 : (a) Spectre RMN 31P de [ZnB3] en fonction du pD. (b) Zoom spectre RMN 1H de [ZnB3] en fonction du pD. (c)
Structure cristalline de B3 montrant le comportement d’éponge a proton.

Dans le cas d’ions métalliques diamagnétiqgues comme le Zn", leur complexation par les
bispidines peut &tre mise en évidence par la mesure du spectre RMN du H d’'un mélange
stoechiométrique 1 : 1 de ligand et d’ion métallique. Tandis que les ligands avec une conformation
bateau-chaise et une configuration trans donnent lieu a des mélanges complexes d’espéces, les
conformeéres chaise-chaise avec une configuration cis comme B4 ?°! ou B3 [*”! ne donnent qu’une seule

espece.

En pratique et de maniére plus générale, les constantes de stabilité thermodynamique globales
des complexes de bispidine avec les ions M" (Bumuan), telles que définies par les équations (4) et (5), sont
généralement déterminées par des titrages potentiométriques couplés, dans certains cas, a un titrage

spectrophotométrique UV-visible en fonction du pH.

LH,+M =——==MLH,,, (4)

_ [MLH,,,]

TRV (5)

Oun=-1,-2,0,1, 2, .., [H], [LH], [M] et [MLH] sont les concentrations d’équilibre des protons et des

autres especes que ce soit le ligand protoné, ou le complexe protoné.

Afin de comparer différents systéemes, on est amené a utiliser le pM = -log[M]iiore. Ce parameétre
s'apparente a une constante de stabilité conditionnelle qui permet de quantifier la quantité de métal
libre a un pH donné et dans des conditions expérimentales définies (pH, concentration complexe...).
Dans notre cas, les études potentiométriques, UV... sont réalisées a une concentration équimolaire en

ligand et métal (dans mon cas 1 a 2 mM pour la potentiométrie et 0,05 a 0,8 mM pour I'UV).
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Potentiométrie : Le principe de la méthode est de suivre I'évolution de la différence de
potentiel d’un électrolyte en fonction d’un volume ajouté de base ou d’acide, en mesurant le potentiel
a une électrode de mesure par rapport a une électrode de référence. La valeur du pH en fonction du

potentiel est obtenue par I'équation de Nernst (6) :

2,303RT

E=E°--—pH (6
P (6)

Avec : F la constante de Faraday 96485,3 Cmol?; R la constante des gaz parfaits 8,314 J.mol*K?; T la
température en K; E° paramétre de |'électrode, déterminée via la calibration de lappareil.
Lexploitation des données se fait grace a I'utilisation du logiciel HyperQuad2008 pour la détermination

des constantes de protonation et de stabilité thermodynamique.

Titrage spectrophotométrique : Le principe de la méthode est de suivre les variations du
spectre d’absorption du ligand/complexe en fonction du pH. En effet, chaque espéce posséde un
spectre d’absorption propre et se différencie ainsi des autres espéces. En mesurant |’évolution du
spectre d’absorption du ligand en fonction du pH, il est possible par une méthode de régression non-
linéaire aux moindres carrés, d’attribuer pour chaque forme le spectre qui lui correspond et de
connaitre les constantes d’équilibre acido-basique des différentes espéces présentes en solution.
Lexploitation des données se fait grace a l'utilisation du logiciel Specfit pour la détermination
matricielle du modéle mathématique correspondant aux valeurs expérimentales. Il est important de
noter que si les variations spectrales entre deux espéces sont faibles, la détermination de la constante
d’équilibre entre ces deux espéces ne sera pas possible. Etant donné la présence, a priori, de quatre
équilibres pour le ligand B3 pour un pH compris entre 2 et 11, il est probable que certaines espéces ne

soient pas mis en évidence de maniére concluante par cette méthode.

Les valeurs déterminées pour les ligands de la Figure 10 ont été regroupées dans le Tableau 2.
Pour les complexes thermodynamiquement les plus stables comme le complexe de Cu" avec le ligand
B3, un titrage direct n’a pas permis de déterminer la constante de stabilité du complexe car, dans les
conditions de I'’étude, plus de 95% de complexe était déja formé a pH 2. La constante a donc été
estimée par une expérience de compétition avec I'acide éthylénediaminetetraacétique. Lorsque l'on
examine les constantes de stabilité des complexes de Zn", Co" et Ni', il apparait que les valeurs ne
suivent que rarement la série d’lIrwing-Williams (Cu"> Ni" > Co" > Zn") et que, pour une majorité de

ligands bispidine, la tendance Cu > Zn > Co > Ni est observée.[*¥
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Ni“

Cull

anl

pCu®

H,0, 1= 0,1 M (KCI), T = 25°C, pM = -log[Misre] avec [M] = 10° M et [L] = 10° M, pH 7,4.

ML
MLH
ML
MLH
ML
MLH
MLH;
ML
MLH
MLH;

Tableau 2 : Constante de stabilité globale (log p) des espéces MLH,.

B2 [26]

7,30(6)

5,02(7)

16,28(10)

16,28

B3 [17]
11,5(3)
7,2(1)
22,5(1)
27,4(3)
30,5(3)
18,8(1)
24,1(2)
27,2(2)

B4 126l
10,60(4)

7,20(10)

12,52(5)

BS ¢!
6,23(5)

6,10(8)

18,31(2)

B6 [26]

13,69(5)

9,54(6)

15,66(3)

13,57(4)

19,1

La voltamétrie : La voltampérométrie, ou sous forme contractée voltamétrie, consiste a

mesurer la variation du courant en fonction de la différence de potentiel aux bornes d’une cellule

électrochimique. A I'état stationnaire, ces courbes appelées voltammogrammes ou vagues

voltampérométriques, ont une allure sigmoide. Dans la plupart des cas, les voltammogrammes sont

réalisés avec une solution qui ne contient initialement qu’une des deux espéces 'oxydant ou le

réducteur. On rencontre trois cas de figure différent pour un systeme donné soit il est réversible, quasi-

réversible ou irréversible (Figure 12).27]

Courant (A)

Réversible
Quasi-réversible
Irréversible

=

E
i AEp,quasl. —>
AEp.lrrev. ‘¢ >
Potentiel (V)

Figure 12 : La réversibilité par voltamétrie cyclique. AEy rev = 59/n MV, AEp quasi S 200/n mV, AEp irrey > 200/n mV, ou n est le

nombre d'électrons transférés dans la réaction redox. Schéma provenant de [27].

iii. Le bloc f (lanthanides, actinides) et I'indium

Dans le but de développer des agents d’'imagerie médicale pour la TEP de nouveaux ligands de

type bispidine sont en cours de développement pour la complexation de métaux du bloc f tels que le
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La'“, [28] |e LU”', [28] [11] [29] |'EU”|, [30] |e Tb”l, [30] |e Gd”l, [30] |'Yb|", [30] |1ACIII [29] et |l|nlll.[11] [29] En comparaison
avec les ions des métaux de transition, le bloc f et I'indium sont relativement larges, offrant des
nombres de coordination typiquement de 7-8 pour les complexes d’In'" et 8-9 pour le bloc f. A titre

de comparaison, les rayons ioniques effectifs des complexes octacoordinés sont de 92 pm pour I'In",

et 78 pm pour le Fe".BY La chimie de coordination classique joue un réle majeur

98 pm pour le Lu
dans le développement de complexes stables thermodynamiquement et inertes cinétiguement.
Différents aspects des ions métalliques, tels que les préférences des atomes donneurs (principe
HSAB),? |a préférence des interactions métal-ligand (série d’Irving-Williams),* les facteurs stériques
(y compris la préorganisation et la complémentarité des ligands), ainsi que le nombre et la géométrie
de coordination, doivent étre pris en compte lors de la conception de nouveaux chélateurs. Les
azamacrocycles fonctionnalisés avec différentes tailles de cycles et substituants (par exemple, des
acides carboxyliques, des acides phosphoniques ou encore picoliniques) sont largement utilisés
comme agents chélatants puissants pour différents ions métalliques.?*>"! Le plus petit macrocycle
substitué par un acide carboxylique est le NOTA (1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacétique acide)
(Figure 13).5® Le NOTA en tant que chélateur hexadentate forme des complexes inertes avec des ions
métalliques tels que Cu" B9 et Ga".* Le tétraazamacrocycle octadentate DOTA (1,4,7,10-
tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique acide) (Figure 13) est bien adapté pour les ions
métalliques plus grands et est le ligand commercial de référence pour un certain nombre de
radioisotopes tels que 86/90yll 41 1Ly plil - [42) 177) I [43] ot 225AcM Les complexes formés avec les
macrocycles ont généralement une grande stabilité thermodynamique mais une cinétique de
formation lente. Par conséquent, ils nécessitent souvent des températures élevées et de longs temps
de réaction pour leur formation. Ceci est un inconvénient majeur pour une application en imagerie
nucléaire comme la TEP ol l'on travaille avec des anticorps sensibles a la chaleur comme vecteur
biologique. A I'inverse, les chélateurs acycliques sont capables de marquer quantitativement les ions
métalliques radioactifs en quelques minutes a température ambiante mais cela se fait au dépend d’'une
inertie cinétique beaucoup moins bonne qui est souvent a I'origine du relargage du radioélément dans

I'organisme.[*%

Dans ce contexte, les bispidines représentent une famille de ligands émergents qui permettent
de concilier une stabilité thermodynamique suffisante, une cinétique de formation rapide et une
excellente inertie cinétique.”! La grande majorité des applications radiopharmaceutiques jusqu’a
présent ont été surtout concentrées sur les systémes de ligands penta- et hexadentates afin de

Complexer le 64/67CU“.[13’14’17’45] [12]
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Figure 13 : Structure des ligands discutés.

En 2017, un des premiers systemes qu’est le H,bispa (Figure 13) a été publié par Comba et coll.
afin de complexer divers lanthanides (Lu et La) et I'indium.?® Le La" a été utilisé ici comme un modéle
de 'Ac" qui n’a pas d’isotopes stables “®! bien qu’il y ait des différences électroniques significatives
entre les lanthanides et les actinides.’=*?! La structure cristallographique de Inbispa a été obtenue
(Figure 14). Lion central est coordiné par huit atomes donneurs (N¢O;) du ligand doublement
déprotoné avec des longueurs de liaison comprises entre 2,200(1) (In-Npic3), 2,486(1) (In-N3) et
3,1073(11) (In-Nyy).

Al'issue des bons résultats obtenus avec Hxbispa, le ligand H;bispox a été publié deux ans plus
tard pour les mémes objectifs a savoir, complexer divers lanthanides et I'indium de maniére plus
efficaces par rapport aux polyazamacrocyles.*') Dans cette étude, la synthése et la caractérisation du
ligand bispidine octadentate H;bispox et ses complexes avec des radionucléides métalliques d’intérét
médical (*In" et 177Lu") y sont présentées. !InCl; marque le ligand quantitativement a température
ambiante (t-a) ([L] =107 M, t-a, pH 7 en 15 min) et les tests de stabilité dans le sérum humain in vitro
ont démontré une grande stabilité du complexe [*In(bispox)]* pendant plus de 5 jours. De plus,
I'émetteur B /Lu marque le ligand a 37°C en 30 min (pH 8). Ces premiéres investigations réveélent le
111|n

potentiel du ligand bispidine H;bispox comme chélateur pour les radiopharmaceutiques a base de

et ’Lu.
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Figure 14 : Structure cristalline de Habispa (gauche) et Inbispa (droite).

Propriétés physico-chimiques : Les constantes de protonation de H;bispa et les complexes

associés ont été déterminées par potentiométrie dans I'eau, 25°C avec 0,1 M de KCI.

Tableau 3 : Constantes de protonation de Hbispa.

H,bispa La valeur de logKy la plus élevée de 7,45 est attribuée a la
logKi 7,45(1) protonation d’'une amine tertiaire du squelette bispidine. Une
comparaison de différents systemes bispidines montre que la
logKiz 5,62(2) P ¥ P q
premiére protonation se produit généralement dans la gamme de
IogKH3 3, 30(3)

logky de 6,68(8) a 9,13(7),12%°%°Y o la valeur pour Hjbispa est a
I'extrémité inférieure de I'échelle. La déprotonation de protons a I'amine tertiaire est probablement
suivie par la protonation des carboxylates des deux groupements acide picoliniques (logKy de 5,62 et
3,31). Des constantes de protonation supplémentaires du ligand subsistent mais ne sont pas

mesurables dans la plage de pHs étudiée (Tableau 3). Les constantes de stabilité des complexes de

H;bispa avec le Lu" et le La" ont été mesurées par titrage potentiométrique direct (Tableau 4). La

stabilité du complexe d’In" étant trop élevée, celle-ci a été estimée via une compétition avec de 'EDTA

(ethylénediaminetétracétate, HfEDTA) comme discuté précédemment.

Tableau 4 : Constantes de stabilité des complexes de Hsbispa dans H,0 ; 25°C; 0,1 M KCI.

In" Lu™ La"
logKwm 24,29(6) 8,51(3) 11,42(6)
logKnL - 4,09(22) 4,07(13)
logKmmaL = 3,75(11) -
logKm-1t - - 0,50(4)
pM 25 9,1 12,0

pM calculé pour 10 uM de ligand et 1 uM de métal a pH 7,4 et 25°C.
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Il. Application dans I'imagerie médicale

Outre la formation de complexes de coordination stable thermodynamiquement et inerte
cinétiquement pour assurer la sécurité du patient, il est nécessaire de prendre en compte certains
paramétres (présence de molécule d’eau, cinétique de formation...) propres a chacune des techniques

d’imagerie. Nous nous intéresserons ici a la TEP et I'IRM.

i Principe

La tomographie par émission de positons est une technologie basée sur I'utilisation de traceurs
marqués par des radioisotopes émetteurs de positons pour imager des récepteurs biologiques ou
suivre des processus biochimiques in vivo (Figure 15). Ces traceurs sont des biomolécules de type
anticorps ou fragments d’anticorps, peptides ou des petites molécules (comme le glucose ou les
neurotransmetteurs) qui ont la particularité d’avoir une affinité spécifique avec un récepteur
surexprimé a la surface des cellules cibles ou avec un transporteur biologique. Ces cellules peuvent
étre des cellules pathologiques (tumeurs dans le cas d’un cancer) ou des cellules saines dont on veut
mesurer le métabolisme (exemple du systéme nerveux central). L'intérét croissant pour cette
technologie se manifeste par le nombre croissant d’articles liés a la TEP publiés dans les revues
médicales (1990-2020, plus de 390k revues), par le nombre croissant d’examens cliniques (en France
1,2k/million d’habitant d’aprés un bulletin officiel 2022 du ministére de la santé) et a pour
conséqguence un besoin croissant en nouveaux ligands pour chélater les ions métalliques radioactifs
dans des conditions douces et avec une cinétique de complexation rapide afin d’obtenir des conditions

de radiomarquage compatibles avec I'utilisation de matériel biologique.
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Figure 15 : Schéma du principe de la TEP, incluant (a) la désintégration d’un isotope émetteur de positons déficient en
neutrons, (b) la détection dans la coincidence des photons y d’annihilation, (c) le radioélément coordiné au sein d’une
bispidine vectorisable, (d) I'injection du complexe radioactif et la détection d’une paire de photons d’annihilation par
coincidence par une y-caméra TEP a anneaux multiples, (e) reconstruction du corps cartographiant l'utilisation du complexe
radioactif.

Physique de base de la désintégration du positon et du rayonnement d’annihilation : Le
positon est I'antiparticule de I'électron, ayant la méme masse mais une charge positive, nommé e*ou
[*. Tous les émetteurs de positons ont une propriété en commun, c’est-a-dire que leurs noyaux sont
riches en protons. Dans le but de se stabiliser en se débarrassant des protons en excés et en gagnant
des neutrons a la place, ils ont deux options : I'émission de positons ou la capture d’électrons (CE), qui
sont tous deux des processus de désintégration isobare (c’est-a-dire que le nombre de masse reste le
méme dans les noyaux parent et fils). Bien que la premiere soit plus répandue dans les noyaux de
faible poids atomique (par exemple, 11C, 13N, °0, BF), le mode de désintégration prédominant dans
les noyaux de poids atomique plus élevé est la CE.®2¥ || se produit une transmutation des éléments
avec le noyau fils ayant le méme nombre de masse mais un numéro atomique réduit de 1. Ceci
s'accompagne de I'émission d’un neutrino (une particule sans masse ni charge), qui s’échappe sans
interagir dans le matériel environnant. Le positon étant trés interactif (en raison de sa faible masse et
de sa charge positive) parcourt une courte distance et est ralenti par les processus de diffusion dans
les nuages d’électrons des matériaux environnants (c’est-a-dire le tissu du patient). Lorsque le positon
traverse le matériel environnant, il y a une perte continue de son énergie jusqu’a ce qu’il se combine
avec un électron pour soit s'annihiler complétement et émettre une paire de photons de 511 keV, soit
former une particule tres éphémere appelée positonium. Le positonium est instable, et en une fraction

de seconde, il se désintégre également en une paire de photons de 511 keV. Dans les deux cas, la paire
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de photons de 511 keV émise, appelée photons d’annihilation, a une énergie constante équivalente a
la masse au repos combinée d’'un électron et d’'un positon, et ils sont émis dans des directions

opposées a environ 180" I'un de l'autre.*

ii. L'immuno-TEP
Limmuno-TEP est une technique d’'imagerie médicale qui utilise des radioéléments conjugués
a des biomolécules spécifiques des marqueurs caractéristiques d’une pathologie : les antigenes.
Lorsque la biomolécule est un anticorps, on parle d'immuno-conjugués. Lobjectif est de visualiser et
de quantifier I'expression de ces antigénes dans les tissus sains et pathologiques, notamment les
tumeurs (Figure 16). Limmuno-TEP peut ainsi aider a prédire et a évaluer lefficacité des

traitements.%3!

Diffusion
1 1 1 1 >
= I I I
) lent
18F_FDG Peptides Fragment d’anticorps(fAb) Anticorps (Ab)
structures PEGylé Site actif

18F(t =1,8h) 152T 3+ —
—— Too" (1= 17,5 h)
88Ga’* (t;;,= 1,1 h
149Th (ot - 17%, B - 83%), °2Tb (B*- 100%), 1°5Tb (EC— 100%),

1617 (B-- 100%),

Figure 16 : Corrélation entre le temps de demi-vie radioactif des radioéléments et le temps de circulation de la biomolécule
utilisée pour le ciblage (ou vecteur biologique).

Limmuno-TEP utilise des isotopes radioactifs qui possédent un temps de demi-vie radioactif
suffisamment long (comme le %*Cu et le #Zr %)) pour marquer I'édifice, qui peut &tre un anticorps, des
fragments d’anticorps ou des petites protéines synthétiques. Il s’agit encore d’une technique en
développement, qui fait I'objet de nombreuses recherches et essais cliniques pour optimiser ses
performances et ses applications.””! Les anticorps monoclonaux radiomarqués (mAb) ont montré un
potentiel considérable pour le diagnostic et le traitement du cancer.’®®° Afin d’étre adapté a
I'immuno-TEP, un émetteur de positons doit remplir plusieurs exigences. Sa demi-vie radioactive doit
étre compatible avec le temps nécessaire pour qu’un mAb atteigne des rapports optimaux
tumeur/non-tumeur. Concernant les mAbs intacts, actuellement le format le plus utilisé pour cibler les
tumeurs solides, ce temps est généralement de 2 & 4 jours.¥ Parmi la trés grande variété de
radioéléments disponibles (Tableau 5 62%3) nous avons focalisés nos travaux sur le Tb". En effet, de
par ses 4 isotopes radioactifs, le Tb"' posséde une polyvalence unique en tant que “couteau suisse”
pour I'imagerie médicale, le théranostique et la radiothérapie.l®” Ses propriétés de fluorescence

peuvent également étre utilisées dans des phases de développement pré-cliniques.
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Tableau 5 : Quelques radioisotopes utilisés en médecine (bleu) et en recherche (blanc), CE : capture électronique, IT :

transition isomérique.

Radioisotopes = Numéro atomique Demi-vie Mode de désintégration Application

18F 9 109,8 min B* (97 %) TEP

4Sc 21 39h B* (94 %), CE (6 %) TEP

47Sc 21 80,2 h B (100 %) Radiothérapie
®4Cu 29 12,7 h B* (18 %), B (43 %) TEP

’Cu 29 61,8 h B (100 %) Radiothérapie
¥Ga 31 3,3j EC (100 %) TEMP
®8Ga 31 68 min B* (89 %), CE (11 %) TEP

8oy 39 14,7 h B* (33 %), CE (66 %) TEP

0y 39 64,1 h (100 %) Radiothérapie
897¢ 40 78,5 h B* (23 %), CE (77 %) TEP
4mTe 43 52 min B* (72 %), CE (28 %) TEP
PMTe 43 6 h IT (100 %) TEMP
Mn 49 2,8]j CE (100 %) TEMP

123) 53 13,2 h CE (100 %) TEP

124 53 4,2 B* (23 %), CE (77 %) TEP

131 53 8,02 j B (95 %) Radiothérapie
1%9Th 65 4,1h B* (83 %), o (17 %) Radiothérapie
1527 65 17,5 h B* (100 %) TEP
15Th 65 53j EC (100 %) TEMP
161Th 65 7,6j B (100 %) Radiothérapie
%6Ho 67 26,7 h B (100 %) Radiothérapie
YLy 71 6,7] B~ (100 %) Radiothérapie
188Re 75 17 h B (100 %) Radiothérapie
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iii.  Chélate bifonctionnel a base de **Cu

Lorsque I'immuno-TEP fait appel a des radiotraceurs métalliques, le couplage du radiotraceur
sur le vecteur biologique se fait grace a I'utilisation de ligands (ou chélateurs) bifonctionnels (CBFs).
Les CBFs possedent a la fois une fonction de chélation et un groupement permettant la vectorisation
de I'édifice a I'antigene. Une grande variété de structures macrocycliques de type cyclam (1,4,8,11-
tetraazacyclotetradecane ou cyclen (1,4,7,10-Tetraazacyclododecane),’® de systémes pontés, en
particulier par des ponts éthyléniques comme le CB-TE2A (11-bis(carboxymethyl)-1,4,8,11-tetraaza-
bicyclo[6.6.2]hexadecane),®® de cages de type sarcophagine (DiamSar '), de dérivés de la bispidine

681 sont en cours de

(3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane) ! et de nouveaux chélates linéaires
développement afin d'améliorer la stabilité thermodynamique et I'inertie cinétique des complexes du
®4Cu. Le site de chélation hautement préorganisé des dérivés de la bispidine leur confére de bonnes
propriétés de chélation en termes de stabilité, de sélectivité et de cinétique de complexation pour étre
utilisés comme chélate bifonctionnel pour I'imagerie TEP.®Y En 2017, Roux et al. ont rapporté une
bispidine tres originale, avec un motif lysine comme substituant Lys. Plusieurs analogues de celui-ci ont
été étudié a savoir : (i) un acide aminé L-lysine (Lys), (ii) une biotine a utiliser pour des stratégies de
ciblage utilisant des anticorps conjugués a la stréptavidine (Lviot) et (iii) une fonction réactive maléimide

(Lmai¢) pour le couplage covalent de peptides ou d’anticorps via leurs résidus cystéine (Figure 17).1*4
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Figure 17 : Structure des bispidoles développés par Roux et al en vue d’un ciblage biologique.

Le peptide ayant été utilisé est le GP120 (Figure 18). Il s’agit d’'une protéine de surface du virus
de lI'immunodéficience humaine (VIH) qui se fixe au récepteur des cellules lymphoides hotes. Cette
interaction induit un réarrangement structural créant un site de liaison a haute affinité pour un
corécepteur chimio-attractant (récepteur ou cellule induisant une attraction chimique). Le peptide
GP120 joue un réle important dans I'entrée du VIH dans les cellules et peut également avoir des effets

neurotoxiques.®%7%
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NaHCO3; 100 mM, pH 7.9,
1 nuit, t-a

Lnaie-GP120

Figure 18 : Couplage de la bispidine avec le peptide GP120.

B. LImagerie par Résonance Magnétique (IRM)

i Principe

L'IRM repose sur les propriétés magnétiques des atomes d'hydrogene (I = %) et I'utilisation
d'un champ magnétique puissant et de radiofréquences pour produire des images. Les protons sont
trés adaptés pour cette technique car trés abondants (99,98%) et possédent un rapport
gyromagnétique important ; ils sont présents dans I'eau qui représente environ plus de 70% du corps
humain. Lorsque soumis a un champ magnétique By, Les spins nucléaires des protons s’orientent de
maniere parallele ou antiparalléle a celui-ci. D’apres I'équation de Boltzmann, la majorité des protons
sont orientés de facon paralléle. Cette orientation des moments de spin nucléaires des protons peut
étre décrite comme une aimantation macroscopique paralléle a Bo, autrement appelée magnétisation

globale M (Figure 19).174
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Figure 19 : Comportement des noyaux d'hydrogene en I'absence de champ magnétique (A) et en présence de d'un champ
magnétique puissant Bo (B).

Quand une onde de radiofréquence B; est émise perpendiculairement a By, selon I'axe x, elle
fait basculer temporairement I'aimantation globale M de I'axe z au plan Oxy (Figure 20). En absence de
I'onde de radiofréquence B;, I'aimantation globale M reprend progressivement sa position d’équilibre
parallele a Bo. Ce phénomeéne de retour a I'équilibre correspond a la relaxation, il suit une loi
exponentielle. Ainsi, le temps de relaxation longitudinal T, est spécifique du rétablissement de la
magnétisation selon I'axe z et le temps de relaxation transversal T, est spécifique du rétablissement
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selon le plan Oxy. Durant la relaxation, le nucléide libere de I'énergie sous forme donde de
radiofréquence. Ces ondes de radiofréquence sont utilisées pour produire I'image 3D des tissus par

résonance magnétique, apres traitement numérique.

<4

A. B. C.

Figure 20 : (A) Magnétisation globale, (B) bascule de la magnétisation dans le plan Oxy sous I'impulsion de B, (C) retour a
I'équilibre.

Durant la relaxation, le nucléide libere de I'énergie sous forme d’onde radiofréquence. Ce
signal d’'onde radiofréquence est capté par I'appareil pour produire I'image 3D des tissus par résonance

magnétique, apres traitement numérique.

Les constantes de temps sont obtenues selon les équations (7) et (8) :

M0 =M1 —e Ty (@)

ou:

e M,(t) est la magnétisation longitudinale a un temps donné t.

e M est la magnétisation longitudinale a I'équilibre, c'est-a-dire lorsque les protons sont

alignés avec Bpat=0.
o T, estle temps de relaxation longitudinale.
(-7)
Mxy(t) = My(e* /) €))

ou:

o My/(t) est la magnétisation transversale a un temps donné t.

e My est la magnétisation transversale a I'équilibre, c'est-a-dire lorsque les protons sont en
phase dans le plan transversal at = 0.

e T, estle temps de relaxation transversale.

Le diagnostic IRM consiste a mesurer les temps de relaxation T; et T, pour obtenir un contraste
relatif a la teneur en eau des tissus et pondéré par ces deux parameétres. Cette technique est employée
pour visualiser les anomalies des tissus qui altérent leur teneur en eau (tumeurs, inflammations,
nécroses, ...). Toutefois dans certains cas, il peut étre judicieux, voire nécessaire, de renforcer le
contraste et donc la sensibilité de cette méthode d’imagerie. Pour cela, la relaxation peut étre accrue

en utilisant des agents de contraste amplifiant le rapport signal sur bruit. Ces agents de contraste ont
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pour objectif d’accélérer la relaxation des protons des molécules d’eau. De maniere générale, leur
efficacité est définie par leur valeur de la relaxivité. Plus elle est importante, plus I'agent de contraste
est priori efficace. Ainsi, en modifiant la nature des agents de contraste, il est possible d’ajuster
plusieurs parametres pour améliorer le signal. En moyenne, 40% des examens IRM requiérent
I'utilisation d’agents de contraste, que lI'on peut répartir en deux grandes familles : les agents de
contraste de type T: (2 contraste “positif”) et les agents de contraste de type T, (a contraste
“négatif”).'>73 La famille des agents de contraste de type T: est principalement composée de
complexes de Gd" et de Mn'", qui ont respectivement 7 et 5 électrons non appariés. Les nanoparticules
d’oxyde de fer superparamagnétiques sont employées en tant qu’agents T, sous le nom USPIO
(Ultrasmall Superparamagnetic Iron Oxide < 50 nm) ou SPIO (Superparamagnetic Iron Oxide > 50 nm)

selon leurs tailles.”*7% Ici, nous allons nous focaliser que sur les agents de contraste de type Ts.

ii. Théorie de la relaxivité
La relaxivité longitudinale (r1) est la grandeur qui mesure la capacité des agents de contraste a
accroitre la vitesse de relaxation longitudinale des protons. Elle est définie comme l'accroissement
paramagnétique de la vitesse de relaxation longitudinale, rapporté a la concentration de I'agent de
contraste, et varie en fonction de certains paramétres comme la température ou le champ
magnétique.

A S 1 1
—_ T Tio . . . T
r= ] avec [M]: mmol.L et rimM s

Durant le développement d’'un agent de contraste, divers paramétres sont a prendre en
compte afin d’avoir le composé le plus optimal. Ces parameétres sont relatifs a la relaxivité dite de
“spheére interne” apportée par les protons de(s) molécule(s) d’eau coordinée(s) au centre métallique.
lIs sont décrits par la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan (SBM).I””) Les lecteurs sont invités a

retrouver les équations dans I'annexe (partie lll) et les théories dans les revues correspondantes.72787°!
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Figure 21 : Représentation schématique des différents paramétres optimisables pour augmenter la relaxivité (r1) soit q, kex

Y/
0.0

et 7.

Le nombre d’hydratation du complexe (q) correspond au nombre de molécules d’eau
directement liées au cation métallique. Ce nombre varie selon la structure du complexe, plus
il est important et plus la relaxivité I'est aussi. Toutefois, augmenter le nombre d’hydratation
suppose de remplacer un site donneur du ligand par une molécule d’eau et entraine
généralement la formation de complexes moins stables et moins inertes. Il est donc essentiel
de trouver le bon compromis entre le nombre d’hydratation, la stabilité thermodynamique et
I'inertie cinétique du complexe formé.

Leffet paramagnétique ne peut se transmettre que si la (les) molécule(s) d’eau de premiéere
sphére de coordination s’échange(nt) avec une molécule d’eau voisine. Plus cette vitesse
d’échange (kex) est importante, plus le temps de résidence moyen des molécules d’eau (tm) est
faible et plus I'accélération de la vitesse de relaxation sera effective.

Le temps de corrélation rotationnel (1) est le temps moyen que met une molécule a effectuer
une rotation. Plus ce temps est élevé et plus la relaxivité I'est aussi. Ceci nécessite de concevoir
des agents de contraste a plus hauts poids moléculaires et suffisamment rigides pour limiter

les rotations intramoléculaires.

La relaxivité dépend aussi des interactions entre les espéces paramagnétiques et les molécules

d’eau environnantes. Le mécanisme de relaxation de la sphére interne (Inner Sphere - IS) repose sur

les interactions entre le spin électronique du métal paramagnétique et le spin nucléaire des molécules

d’eau qui lui sont directement liées, tandis que le mécanisme de la sphére externe (Outer Sphere - OS)

repose sur des interactions dipolaires entre le spin électronique de I'ion paramagnétique et le spin

nucléaire des molécules d’eau environnantes (non liées).”® Dans certains cas, un mécanisme de
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seconde sphére (SS) qui implique un cortége de molécules d’eau ayant des interactions privilégiées,

de type liaison-H avec le complexe paramagnétique, est aussi impliqué.

iii. Bispidine-Mn pour I'IRM

Les complexes de Gd" sont utilisés depuis plus de 35 ans dans des millions d’examens humains
et sont considérés comme parmi les médicaments de diagnostic les plus sirs. Cependant, I'émergence
récente de la fibrose systémique néphrogénique et son lien causal avec 'exposition au Gd"', ainsi que
les preuves d’accumulation de gadolinium dans le cerveau et les os ont alerté la communauté
médicale.®) En effet, ces derniéres années ont vu un intérét croissant pour les complexes de Mn'"
comme agents potentiels d’IRM.B#4 De plus, le manganése posséde un radioisotope émetteur de
positons, le 2Mn, avec des propriétés de désintégration intéressantes pour la TEP (t12 = 5,6 j, énergie
maximale des B* = 575 keV). Etant donné sa faible intensité de désintégration B* (29,6 %), une
résolution TEP aussi bonne que 1,2 mm pourraient étre atteinte, ce qui est particulierement important
dans I'imagerie des petits animaux.®! La longue valeur de ti/; rend le >Mn particuliérement adapté
pour I'immuno-TEP. Au total, le Mn" est le seul ion métallique & offrir des capacités de détection a la
fois en IRM et en TEP.®®! Contrairement au gadolinium, les états d’oxydation Mn" et Mn" peuvent
exister dans des conditions physiologiques, ce qui permet d’envisager des sondes redox sensible a

I'environnement redox.”!

En 2020, le complexe de Mn' avec la bispidine Lys (Figure 22) s’est démarqué par a une inertie
cinétique sans précédent pour un complexe de Mn'".B8 Depuis, plusieurs autres exemples de
complexes de Mn"avec des ligands bispidines ont également montré d’excellentes propriétés. On peut

citer quelques un : La et Ls, ® L¢, % Learbo €t Lphosp, °Y) 0U encore Lmono €t Lis.*?
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Figure 22 : Les premiéres familles de bispidines complexant le Mn". En bleu : Nonat et coll. ; En vert : Comba et coll.
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En comparant le complexe [MnLys] a d’autres analogues de la littérature, cela révele tout
I'intérét de ces motifs et de I'importance de pousser la recherche d’avantage. Les données de

[MnPyC3A] et [MnPC2A-EA] ont été publié respectivement en 2015 Y et 2020 #*! (Figure 23).

|Relaxivité 3 60 MHz, 25°C dans I'eau | 3
o \ o)
P

(CHz)4-NH;*

NH,
MnPC2A-EA

MnL(lys) MnPyC3A MnPC2A-EA

Figure 23 : Comparaison des relaxivité (mM-1s2) et t1/, de MnLy,s par rapport a de récent analogues. Le temps de demi —vie
(t1/2) est obtenu par la transmétallation du Mn" par le Zn" en présence de 50 eq. de Zn" en milieu acide (pH =6).

IIl.  Introduction des propriétés redox du >*Mn"" dans I'IRM

Récemment, de grands efforts ont été faits pour développer et utiliser des agents de contraste
IRM dits “bio-activables”. Ce sont des sondes moléculaires qui réagissent aux changements de leur
micro-environnement en modifiant le signal IRM qu’elles produisent. Par conséquent, elles peuvent
étre utilisées pour signaler les changements de divers paramétres biologiques tels que la présence de
cibles protéiques,®® des changements de pH,®¥ I'activité redox,® I’hypoxie,”®® les flux ioniques,®” les
neurotransmetteurs,®® la nécrose, et I'activité enzymatique.'® Ici nous allons nous intéresser aux

sondes redox, plus précisément les sondes redox IRM a base de Manganese.
A. Lenvironnement redox dans le vivant

i.  Potentiels redox dans un organisme vivant
Lenvironnement redox dans un fluide biologique, un organite, une cellule ou un tissu est
maintenu par un certain nombre de couples redox présents qui sont liés entre eux. Parmi eux, le
glutathion (GSH) est le principal tampon redox thiol-disulfure de la cellule avec une concentration
moyenne de 1 a 11 mM dans le cytosol, bien plus élevée que celle de la plupart des autres composés
redox actifs.['® Par conséquent, I'état redox du couple glutathion disulfure-glutathion (GSSG/2GSH)
peut servir d’indicateur de I'environnement redox intracellulaire. Les changements du potentiel de

réduction a demi-cellule (Ehc) du couple GSSG/2GSH semblent étre corrélés avec le statut biologique
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de la cellule : prolifération Ehc ~-484 mV vs SCE (saturated calomel electrode) , différenciation Ehc
~-444 mV vs SCE ou encore apoptose ~-414 mV vs SCE.®”) 'espace extracellulaire est généralement
plus oxydé que le cytosol. Dans les extraits cellulaires, les concentrations totales de glutathion réduit

(GSH) et oxydé (GSSG) présents peuvent étre évaluées par HPLC ou des tests de fluorescence. 10103

Plusieurs systeme rédox dans le vivant dépendent du pH. Par conséquent, la concentration en

ion H* doit &tre connue (Figure 24).1*0
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Figure 24 : Le potentiel de réduction des couples redox peut dépendre du pH. L'article montre deux exemples de la variation
du potentiel de réduction de deux couples redox différents en fonction du pH. Les deux exemples ont des pKa tres différents,
mais les potentiels a demi-cellule a pH 0 sont les mémes. NHE : normal hydrogen electrode.

ii. Déséquilibre redox

Le déséquilibre redox est une caractéristique commune de nombreuses maladies, comme les
cancers, 'ischémie et I'inflammation chronique.[*%*1%! La perte des mécanismes tampons qui régulent
I'activité redox des tissus peut déclencher des cascades biochimiques nocives pour les composants
cellulaires ou tissulaires et aggraver I'évolution de la maladie.[X%%17] Le statut redox anormal des tissus
peut avoir plusieurs causes. Par exemple, I"hypoxie tissulaire entraine un microenvironnement trés
réducteur et aberrant.!1%1%] Alternativement, la reperfusion aprés des périodes d’ischémie hypoxique
provoque un stress oxydatif par une augmentation incontrolée de la concentration des especes
réactives de l'oxygéne (reactive oxygen species - ROS).1'%!1 Des concentrations anormales de
cofacteurs redox actifs et une oxydation accidentelle sont associées au déclenchement et a la
progression de troubles neurologiques tels que la maladie d’Alzheimer, de Parkinson et de
Huntington.['?271%5] Des méthodes pour surveiller les changements d’activité redox in vivo pourraient
étre trés utiles pour le diagnostic, le pronostic ou comme moyen de suivre la réponse au traitement.
Les différentiels redox entre les tissus malades et sains peuvent aussi étre exploités comme un
mécanisme pour contrdler la délivrance de médicaments d’une maniére spécifiée.l'®17] Dans ce
contexte, il est particulierement opportun de développer des techniques d’imagerie permettant de

communiquer des informations sur 'environnement redox des tissus.[*18-121
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Beaucoup d’efforts ont été consacrés au développement de sondes moléculaires capables
d’imager l'activité redox. A ce jour, quelques succés cliniques ont été obtenus en utilisant des sondes
TEP qui ciblent les tissus hypoxiques. Ces sondes fonctionnent par réaction et rétention irréversibles
dans les tissus privés d'oxygéne. A ce jour nous pouvons citer le ®*Cu'-diacétyl-bis(N*-
méthylthiosemicarbazone) [*Cu"ATSM] et le ¥F-fluoromisonidazole (*¥F-MIS0).1*2271%] Le mécanisme
de captation sélective du ®F-MISO par les cellules hypoxiques a également été étendu aux agents de
contraste IRM et aux marqueurs fluorescents 1241271 gyec comme but de développer de nouvelles ses
sondes qui réagissent aux stimuli redox d’une maniére rapide et réversible afin de suivre la dynamique

redox des tissus en temps réel.[*>128!

La littérature récente a vu de nombreux exemples élégants de sondes rédox-activées qui
fournissent un contraste IRM en utilisant les couples redox quinolinium/1,4-dihydroquinoline, %
Co'M, 1301 et TEMPO-H/TEMPO (Figure 25).11311321 |’isomérisation déclenchée par le redox

spiropyran/merocyanine a également été explorée.*3?!

Figure 25 : Souris saines et porteuses de gliomes (stade précoce du développement du cancer). Image IRM typique d'un
cerveau de souris porteur d'un gliome au stade précoce du cancer : (a) image IRM d'un cerveau de souris ; (b) extrait du
signal IRM amélioré au nitroxyde obtenu 3 minutes aprés l'injection du nitroxyde.

Le manganeése est un élément biogénique et dans son état d’oxydation +2, il est un agent de
relaxation paramagnétique trés efficace. Mn" (configuration d°> — Figure 26), avec des temps de
relaxation électronique longitudinale longs (dans la gamme 0,1-1 ns) et un échange d’eau rapide, est

' (configuration d*~ Figure 26)

une alternative intéressante au Gd" dans les sondes IRM.!134135] e Mn
est également paramagnétique, donnant généralement lieu a des composés a haut spin S = 2. Bien
que 'échange d’eau soit également rapide, (13! les temps de relaxation électronique longitudinale sont
plus courts (<10 ps), ce qui les rend moins efficaces comme agents de contraste.*3”) Concernant les
complexes Mn" & S = 5/2, le formalisme classique de Solomon—Bloembergen—Morgan (SBM) décrit
1l

bien la relaxation nucléaire, conduisant a une diminution de r; a haut champ, pour les complexes Mn

a S =2 I'analyse des vitesses de relaxation des protons de I'eau est beaucoup moins simple.
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Figure 26 : Diagramme d’énergie schématique des états de spin du Mn'/",

Le premier agent de contraste rédox-actif & base de manganése Mn'/"" a été décrit pour la
premiere fois en 2000. Il s’agit d’'un complexe manganése avec le dérivé 5,10,15,20-tétrakis-(p-
sulfonatophényl)porphinate B7 incorporé dans un hote B-cyclodextrine (CD) par des interactions
supramoléculaires. '3 En absence de B—cyclodextrine, les relaxivités de [Mn"B7] et [Mn"'B7] (Figure
27) sont équivalentes aux champs moyens a forts (supérieurs a 5 MHz) et la relaxivité de [Mn"B7] est
3.5 fois supérieure a celle de [Mn"'B7] aux champs faibles (<5 MHz). Dans une précédente étude, les
auteurs avaient montré que la relaxivité de [Mn"B7] était régie par le temps de rotation corrélationnel
du complexe (t,), tandis que la relaxivité de [Mn"B7] dépendait principalement du temps de relaxation
électronique (ts). 3% Pour cette raison, la poly-8-CD a été utilisée pour former des adduits
supramoléculaires plus rigides avec le complexe MnB7afin de minimiser les mouvements de rotation.
Dans ces conditions, les valeurs de relaxivité mesurées sont de 40,8 mMM™stet 152 mM?*s?30,5T
(pH 7,00 ; 25 °C, respectivement pour [Mn'"B7] et [Mn"'B7], en présence de poly-8-CD, soit un facteur

de 2,6 entre les deux degrés d’oxydation au champ des IRM cliniques usuelles.

R' =-H, -OMe, -NO,

Figure 27 : Agents de contraste Mn'/!" redox IRM activés. Les complexes [MnB7]-[MnB11] sont des agents de contraste IRM
T;1 redox commutables. H,O omis pour plus de clarté.
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En 2013, Caravan et coll. ont publié une toute nouvelle série de complexe de Mn'"/Mn'"" [40]

avec une série de ligands a six coordinations B8—B11 (Figure 27). Dans cette série, B8 est I'EDTA, tandis
que B9 et B10 (Figure 27) sont des dérivés de I'EDTA contenant respectivement un et deux groupes
donneurs phénolates.**” Les complexes [MnB8]-[MnB10] sont heptacoordinnés avec un site de
coordination occupé par une molécule d’eau. Tandis que B8 favorise I'état d’oxydation Mn'" avec E1/; =
0,389 V vs SCE (saturated calomel electrode), deux donneurs phénolate de [MnB10] favorisent

fortement le complexe Mn'"

avec E1/2 =-0.228 V vs SCE. La substitution d’un seul donneur phénolate a
fait de [MnB9-H] une sonde IRM redox-active avec E1/, = 0,112 V vs SCE, qui convient pour les systémes
tampons redox biologiques. Les valeurs de r; pour les complexes de manganese divalents et trivalents
étaient respectivement de 2,76 et 1,05 mM™1s1 34,7 T (TRIS ; pH 7,4 ; 25 °C). Le complexe Mn" de B9
a été produit en faisant réagir la forme oxydée avec des quantités millimolaires de glutathion (GSH) et

caractérisé par relaxométrie et spectroscopie d’absorption UV-visible.!*4°!

En 2014, afin d’apporter une meilleure préorganisation a ces systéemes acycliques basés sur
I’'EDTA, une autre génération a été synthétisée. |l s’agit d’une variation du ligand [MnB9] (Figure 27)
avec l'espaceur cyclohexylamine.l3® Les propriétés électroniques du ligand ont aussi été modulées
via les substituants R’ (-H, -OMe, -NO;) en position 5 du cycle aromatique, ce qui fait que B9 se décline
en 6 motifs. Sur les six ligands, tous les complexes de Mn'" ont pu étre isolés ainsi que seulement quatre

' De cette étude, nous pouvons dégager les conclusions suivantes : Pour ces petits

complexes de Mn
ligands, un changement de r; compris entre 2 et 4 mMs?. Le changement du squelette ligand de
I'éthylénediamine au transl,2-cyclohexylenediamine ne confere pas l'augmentation de stabilité
attendue a pH 7,4. La cinétique d’échange des molécules d’eau du Mn" pour les complexes déprotonés
[MLy] est environ 2 ordres de grandeur plus rapide que celle des especes protonées [HML]
correspondantes. Le potentiel E1/> du couple Mn'" peut &tre modulé par des substitutions sur le cycle

aromatique du phénol.

En 2016, un nouvel analogue a été publié : B11, aussi nommé ligand « Janus ». Ce ligand a un
substituant “a deux tétes” : une pyridine afin de mieux stabiliser le Mn" et un phénolate pour une

meilleure stabilisation du Mn"'

,dans le but d’échanger les atomes donneurs selon le degré d’oxydation
du métal.™3* Le pari semble avoir été gagné car Janus est le seul chélateur capable de stabiliser a la
fois Mn'" et Mn" dans un milieu physiologique. Il permet une interconversion rapide et réversible entre
Mn'" (faible r;) et Mn" (fort r;) médiée par des processus biochimiques. Le changement de r; médié
par des processus biochimiques observés avec [MnB11] est le plus grand de tous les agents de
contraste activables a base de Gd ** ou de Mn 3¢, "oxydation médiée par la peroxydase du [Mn"B11]
en [Mn"B11] fournit un changement de r; d’un ordre de grandeur supérieur a celui du capteur a base

de Gd sensible a la peroxydase et est réalisée en quelques minutes a des concentrations de peroxydase

1000 fois inférieures.™*!
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Tableau 6 : Récapitulatif des valeurs de r; (mM1s1) a 37°C; 1,4 T des complexes de Mn?3 et leur E1; (V vs SCE).

r1(Mn") ri(Mn") Ei/ Mn"/M Systéme redox
[MnB8] 1,76% - E%%=0,389 Irréversible
[MnB10] - - -0,228 Irréversible
[MnB11] 3,3 0,5 E%*= 0,666 ; E™ = -0,234 Irréversible
[MnB9-H] 2,8 1,1 0,112 Irréversible
[MnB9-OMe] 3,1 - 0,226 Irréversible
[MnB9-NO,] 2,3 0,5 0,316 Irréversible
[Cy-MnB9-H] 3,3 0,4 0,206 Irréversible
[Cy-MnB9-OMe] 3,3 - 0,216 Irréversible
[Cy-MnB9-NO,] 2,3 0,5 0,326 Irréversible

[a] : 1 [NaNOs] = 0,1 M; 25°C; 128 MHz.

IV. Les complexes de bispidine dans la catalyse

A. Bispidine pour la catalyse

En ce qui concerne le domaine de la catalyse des complexes de bispidines, on retrouve

principalement les métaux d pour diverses applications (Figure 28).

Y.
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Figure 28 : Applications des complexes de bispidine dans la catalyse (M = Fe', Ni", Cu").

i Catalyseur a base de cuivre
Nous avons vu depuis le début de ce manuscrit que les complexes de bispidines avec le Cu"

sont fortement étudiés pour des applications en imagerie TEP. Historiquement, la chimie de
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coordination des bispidines avec le cuivre avaient été initiée dés la fin des années 90 avec le Pr Peter
Comba, pour des applications en catalyse notamment **? Le ligand B1 optimisé en 1997 Y et plus
particulierement son complexe de Cu' ont permis de stabiliser le dioxygéne, par la formation d’espéces
[(CuB1),02]%*.*421 En 2003, une série de nouveau ligand a été congue (Figure 29) afin de catalyser la

formation de dérivés aziridines (Figure 30).1*%

RB
0O o o 0 o o 0 l!l o
~ )I\/”\/U\ -
0 0 o o . R3—NH, o o~
0 T nee ©
—
1 1 + H,CO 1 1
+2 J\ + RZ=NH, R '}l § ’ § I R
R H R? R2
Bn
X 5 N 2
R1=| R? = CH, R®= CH, B1 Rl = | R?=CH, R3=CH, B13
=N \ N
X
R || R2=CH, R®=CH,  BI2 R =] N R2=|| S RP=CcH,  Bl4
=N P\ N

S 5 AN
Rl= ! R =CH, R = B15
Z =N

Figure 29 : Série de bispidones complexés au cuivre ayant été utilisé comme catalyseur pour la formation de dérivés
aziridines.

Les aziridines sont des analogues azotés des époxydes. Ce sont des intermédiaires attractifs
en synthése organique *3 et divers produits naturels contenant des aziridines ont des propriétés
cytotoxiques. ** La synthése des aziridines repose généralement sur la réaction de cycloaddition
entre un alcéne et un nitrene (ou un azoture) en présence d'un catalyseur a base de Cu' ou Cu" (Figure
30). Il est le plus probable que I'espéce catalytique soit un complexe de Cu' et dans un cas comme celui-
ci ot un complexe de Cu" est utilisé, il est supposé que la réduction du cuivre intervienne dans la
premiere étape du cycle catalytique. Depuis leur découverte, les processus catalysés par le cuivre ont
été étudiés de maniere approfondie et élargis a d'autres métaux de transition comme le fer et le nickel

et divers catalyseurs énantiosélectifs ont été développés.

Bisp-Cu
[!] 25°C N

Il
o
Figure 30 : Réactions catalysée au Cu"-bispidine.
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ii. Catalyseur a base de fer
Tout comme les complexes de cuivre, les complexes de bispidines avec les ions fer sont parmi
les premiers exemples de complexes avec des bispidines. [1**! 'oxydation des hydrocarbures catalysée
par le fer Il a suscité un intérét considérable au cours des deux derniéres décennies.[**6147] Des espéces

mononucléaires Fe'

-peroxyde et hydroperoxyde sont supposées étre impliquées dans l'activation
biologique de I'oxygéne dans des systémes tels que ceux qui impliquent I'enzyme heme fer cytochrome
P450, 148! |e médicament antitumoral non-héme fer bléomycine, 49! et les dioxygénases non-héme
Rieske.[*>® C’est dans ce contexte et dans le but de stabiliser des intermédiaires ‘end-on’ [Fe"-O,H],
‘side-on’ [Fe""(0,)], et [Fe'V=0] 145147351 que |es complexes de Fe' avec les ligands B16 et B17 ont été

étudiés (Figure 31).

. Rrl_ 2 _
B16 : R = CH,Py, R?=CH,

B17: Rl=CH,, R?=CH,Py

Figure 31 : Bispidine complexant le Fe".

Les deux complexes de Fe' des ligands B16 et B17 ont été caractérisés par des méthodes
structurales, spectroscopiques et électrochimiques (121491 153let ytilisés comme catalyseurs dans des
réactions d’oxydation des oléfines.*>¥ Sur la base de ces études, *>* un mécanisme a été proposé

dans lequel un intermédiaire [Fe"'-OOH] est formé initialement et subit ensuite une homolyse de la

liaison O-O pour former un oxydant [Fe'V=0] et un radical hydroxyle (Figure 32). Ce type de catalyse
est effectuée a température ambiante a I'air dans I'acétonitrile avec des taux de conversion allant

jusqu’a 90%.

|Te(L)]2’, "OH /
O 0
[(LFe12* —222 5 [(L)FeM0,HI*pm [(UFe"=0]2*, O O . ©

MHO OH

Figure 32 : Mécanisme proposé pour la formation d'époxyde et diol. (X = MeCN, MeOH).
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iii. Catalyseur a base de nickel
Les complexes de nickel avec B1 (Figure 33) ont également été investigués. Ces systémes ont
été initialement utilisés afin de comparer le mode de coordination de divers métaux de transition. Mais

c’est vraiment en 2012 ol des premiéres applications des complexes de nickel ont été publiées.[*>

o O
MeO 0
Me~\ OMe N
- Y Ni(NO3)2*6H0 /X /K
Me CH;CN/MeOH
N=—"3 A

Figure 33 : Voie de synthese du complexe [Ni(B1)(NO3)]NOs].

Ce complexe a été utilisé comme catalyseur pour la formation de la formation de liaisons
carbone-carbone entre un substrat halogénure d’aryle (Csp: électrophile) et un organozincique (Csps
nucléophile) afin de former C (sp?) — C (sp3).**6*>7] Les taux de conversion varient de 1 4 99% selon

I'analogue.

i Introduction

Les enzymes de type Superoxyde Dismutase (SOD) sont des oxydoréductases contenant un
métal qui catalysent la dismutation du superoxyde en dioxygéne et en peroxyde d’hydrogene (Figure
34).158 Elles maintiennent la concentration de superoxyde a I'intérieur des cellules a des niveaux trés
faibles (moins de 50 pM dans E. coli ou les cellules mammaliennes).*>*¢ Ce sont des protéines
cruciales dans l'arsenal antioxydant protecteur, puisque le superoxyde est la premiere étape de la
cascade des ROS (reactive oxygen species) du dioxygéne a I'eau. Les cellules mammaliennes produisent
trois SOD différentes, impliquant soit des complexes métalliques avec les ions cuivre, zinc ou
manganese (Figure 34) : [CuZnSOD] se trouve principalement dans le cytosol, dans les compartiments
nucléaires et dans l'espace intermembranaire mitochondrial, [MnSOD] est localisée dans la matrice
mitochondriale, qui est son emplacement exclusif chez I'étre humain et une [CuZnSOD] est une
protéine extracellulaire et est exprimée dans la matrice extracellulaire des tissus et les fluides
extracellulaires (comme le plasma).[6%162] Les SOD sont compartimentées, ce qui signifie qu’elles ne
sont pas capables de traverser les membranes, de se déplacer d’'un organite a un autre, ni
d’entrer/sortir des cellules. La [MnSOD] mitochondriale a une importance biologique particuliére chez
les mammiféres : son invalidation est |étale pour les souris nouveau-nées [1631%4 ce qui n’est pas le cas

pour la [CuZnSOD].
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O~ +e  +2H" — » HyO, M+ M1+

O 5 Or+e™

20, +2H" — » O, +Hy0,
H,0, 05 — + 2H*

M = Cu(Zn), Fe, Mn, Ni

KeatMnsop)y= 10° mol'Ls™

kspont, pH7 = 5.0 105 mol’1 LS_1

Figure 34 : (a) Dismutation spontanée du superoxyde - ou autodismutation, et (b) mécanisme simplifié de ping-pong pour la
catalyse de la dismutation du superoxyde.

De plus, la dérégulation de la [MnSOD] ou les mutations naturelles de la [MnSOD] - un
exemple de polymorphisme des protéines - a été proposée comme étant impliquée dans le cancer.[*®"
Les SOD ont été trouvées chez presque tous les organismes aérobies, anaérobies facultatifs et méme
chez certains organismes anaérobies, ou elles ont été recherchées. Une exception est le cas des
bactéries microaérophiles et anaérobies qui contiennent une superoxyde réductase (SOR), qui
détoxifie le superoxyde par sa réduction en H,0,. La détoxification du superoxyde par les SOR évite la

libération d’O, qui serait toxique pour les micro-organismes sensibles a Iair.[*6%

Outre le réle biologique des SOD dans le contréle des conditions de stress oxydant. La
compréhension de leurs parametres physico-chimiques, sélectionnés par I'évolution et responsables
de leurs étonnantes efficacités, est d’un intérét fondamental et peut également servir de guide utile
et efficace aux chimistes visant a développer des dérivés antioxydants pour des applications
thérapeutiques contre le stress oxydant. Le développement de mimes de SOD de faible poids
moléculaire constitue un exemple éclatant de cette interaction fructueuse avec la nature. La région

d’activité rédox des SOD est détaillée sur la Figure 35.
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E (V) vs SCE

1,266 ——L— Mn'"'(H,0)./ Mn'!(H,0)

1,156 ——

0,956 ——

0,756 ——

0,666 ——— 02'- + e- + 2H+ —— H202

0, 556 ——
0} 526 —— Fe“l(HEO)G/ FeII(H20)6
0,356 ——
CuSOD Humain : +0,116
0,156 —— CuSOD Bovin :+0,076
0,116 MnSOD E. coli: +0,066
Emédian NiSOD Streptomyces : +0,046
-0.044 —F— FeSOD E. coli: +0,036
MnSOD Bacillus strearothermophilus: +0,016
0,244 | FeSOD Pseudomonas ovalis: -0,014

-0,424 ==t 0, + € ——— (),

-0,444 ——

Figure 35 : Potentiels redox standard E°’ V vs SCE pour le superoxyde a pH 7, potentiel médian optimal pour la catalyse de la
dismutation (Emedian), potentiels redox rapportés pour plusieurs SOD et pour I’hexaaqua Mn(lll)/Mn(ll) et I'hexaaqua
Fe(lll)/Fe(ll).

ii. Mn-Bispidine comme mime des [MnSOD]
Le fait que la superoxyde dismutase a manganése (MnSOD) soit la premiere ligne de défense
antioxydante a conduit a développer des mimes de SOD basés sur l'utilisation de complexes de
manganese avec des ligands de faible poids moléculaire. Ces travaux sont largement développés dans

I’équipe du Pr Clotilde Policar, a 'ENS de Paris.[1°8158166-169]

En 2022, Policar et coll. ont publié une étude d’inertie cinétique de [Mn1] et ses dérivés. Afin
d’apporter une meilleure rigidité et préorganisation de [Mn1], celui-ci a été fonctionnalisé avec un

groupement cyclohéxyle et/ou un groupement propyle (Figure 36).127%
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Figure 36 : Les mimes de la SOD [Mn1] et ses dérivés.

La dissociation métal-assistée de [Mn1] et ses dérivés a été étudié en présence de différent
métaux divalents a savoir le zinc, le cuivre, le nickel et le cobalt. Ici nous ne présenterons que les

résultats liés au zinc (Tableau 7).

Tableau 7 : Temps de demi-vie (t1/,), les constantes catalytiques (k.qt) et les potentiels redox de [Mn1] et ses dérivés. [a] : 1
équivalent Zn?*, ccomplexe = 100 uM, (Tris 50 mM ; pH 7,5), T = 5°C. [ : HEPES (50 mM ; pH 7,4). [] : ccompiexe = 100 UM, A,
HEPES (50 mM ; pH 7,5 ; force ionique = 12,5 mM), électrode de travail : carbone vitreux, contre électrode : fil de platine,
électrode de référence : électrode au calomel saturée (SCE) avec KCl, vitesse de balayage = 500 mV/s. Electrode normale a
hydrogene = 0,241 V + SCE. (n.d : non déterminé)

ti/2(s) — Zn?* keat (Mn-L) .10 (Ms?) E1/2 (V vs SCE)
[Mn1] n.d? 3,40 + 0,10[! 0,20
[Mn1P] n.d® 4,58 + 0,01 0,231
[Mn1C] 220 4,38 +0,13" 0,179
[Mn1CP] 1881 5,41 + 0,240 0,241

Comme on peut le voir dans le Tableau 7, I'inconvénient de [Mn1] et ses dérivés est leur faible
inertie cinétique. Les bispidines sont connues pour former des complexes de manganéese hautement
inerte, ce qui en fait un atout si un complexe Mn-bispidine possede une activité catalytique mimant la

SOD.

Dés 1998, Comba et coll. avaient énoncé l'intérét des complexes de bispidine-Mn tel comme
mimes de la SOD & manganése lors de la caractérisation des complexes de Mn" avec les ligands B1 et
B18 (Figure 37),%?! Cependant, aucunes études n‘ont été faites en ce sens a I'époque et il n’existe aucun

complexe de bispidine ayant une activité SOD dans la littérature a ce jour.

Figure 37 : Structure de B1 et son équivalent triol B18.
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Le principal défi pour les chimistes dans ce domaine est la conception de complexes stables et
non toxiques, avec un potentiel redox proche du [MnSOD] afin de réduire efficacement le superoxyde
en milieu intracellulaire. De plus, ce complexe doit présenter une bonne disponibilité cellulaire et
éventuellement une accumulation au niveau des mitochondries. Il faut noter que parmiles quatre ions
métalliques responsables du processus redox au site actif des SOD (Cu, Fe, Mn et Ni), le manganeése
est probablement le moins toxique.!*’Y! C’est pourquoi, bien qu’une neurotoxicité ait été décrite 72,
I'ion divalent manganése est maintenant le principal ion métallique dans le domaine de la conception

de mimes de SOD pour un usage thérapeutique.

La stabilité et I'inertie cinétique des complexes sont des parametres importants a garder a
I'esprit lors de la conception de médicaments a base de métaux, car les environnements biologiques
sont riches en molécules coordinatrices de métaux. Le Mn" peut étre en échange rapide lorsqu’il est
coordiné a des ligands monodentés, tandis que des structures plus inertes sont obtenues avec le Mn"',
La question de la spéciation des complexes de manganése dans les environnements biologiques est
cruciale pour leur bioactivité.?>13¢ Les bispidines sont de trés bons candidats car, méme si leur stabilité
thermodynamique reste modeste, elles ont prouvé leur trés haute inertie cinétique envers les
complexes de Mn".18°Y De plus, par soucis de comparaison avec la littérature, il est important de noter
que le Mn" étant un ion d°, la stabilisation du champ du ligand est faible et les constantes

thermodynamiques des complexes correspondants sont situées dans une gamme plus faible que les

constantes classiquement observées avec d'autres cations métalliques comme le cuivre et le fer.

V. Application a la détection du zinc

La derniere partie traitée concerne le développement d’'une sonde IRM intelligente permettant
de communiquer une information sur la concentration locale en ions métalliques, et plus
particulierement en Zn".'73 Les cellules régulent I'accumulation, le transport, la distribution et
I'exportation des métaux par le biais de transporteurs et de métallochaperons.’4 La mauvaise
régulation des ions métalliques est liée a des maladies aigués et a long terme peut conduire a des
maladies cardiaques, le cancer ou la neurodégénérescence.'’®! On peut citer la surconcentration de
zinc, cuivre et fer contribuant a la formation de dépdéts d’amyloide-f3 dans le cerveau, qui seraient liés
a la maladie d’Alzheimer.'’”! 'amyloide-B étant une petite protéine appartenant a la famille des

substances amyloides.

Le zinc est le second métal de transition le plus abondant dans le corps humain apres le fer;
on estime sa biodistribution dans le corps de 2 3 4 grammes.!*® || est principalement lié & des protéines
jouant un réle central dans le controle de la transcription des genes et de la fonction des

métalloenzymes.[*’”) Le zinc est un acide de Lewis, ce qui en fait un agent catalytique utile dans
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I’hydroxylation et d’autres réaction enzymatique. De plus, il est le seul métal présent dans toutes les
classes d’enzymes. Le cerveau est I'organe contenant la plus forte concentration de zinc dans le corps,
atteignant plus de 300 pM dans les vésicules de certains types de cellules neuronales
glutamatergique.'’®17°! Celui-ci est également apparu comme un ion de signalisation important. Par
conséquent, 'exposition a une concentration incontrdlée de Zn" peut entrainer une mort neuronale
excitotoxique, en particulier pendant une crise d’épilepsie, un traumatisme cranien ou une ischémie

cérébrale.lt70!

De la méme facon que le calcium, les capteurs de zinc fluorescent représentent la technique
majeure utilisée a ce jour pour la détection de ce métal en milieu biologique avec toutes les limitations
de la détection optique.™™® En ce qui concerne les agents de contraste IRM, la stratégie de détection
de I'ion Zn" est basée sur une modification du nombre de molécules d’eau directement liée au centre
Gd" (dans notre cas le Mn") d’'un agent de contraste. En 2001, Nagano et coll. on mis en place le
premier systéme bipartite 'acide diéthylénetriaminepentaacétique Gd" (GdDPA) avec un motif bis-(2-
pyridylméthyl)amine (DPA), que nous simplifierons par [GdDPA]. (Figure 38).'8% Ce complexe a été
congu pour avoir une trés bonne affinité avec le Zn'", et est difficilement un bon chélateur du Ca" et du

Mg", des cations abondants dans le corps.[*8?
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Figure 38 : Représentation schématique du [GADTPA] représentant une conformation avec ou sans Zn'.
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Linconvénient du systéme est la formation d’adduit Zn : DPA en stoechiométrie 1:1et2:1
conduisant respectivement a une diminution et une augmentation de la relaxivité lors de la
complexation de Zn". Dans le complexe 1: 1, le Zn" est coordiné par les deux unités DPA, et est
vraisemblablement situé au-dessus du site de liaison de I'eau au complexe de Gd". Cela conduisant a
I’élimination de la molécule d’eau de la premiéere sphére ou au moins au blocage complet des échanges
d’eau avec les molécules d’eau environnantes. Dans le complexe 2 : 1 les deux ions zinc se coordinent
chacun a une seule unité DPA et se retrouve donc aux extrémités de la molécule (Figure 38). Tandis
que l'accés de 'eau environnante au Gd" redevient possible. C’est une situation trés problématique
car on peut atteindre la méme valeur de relaxivité pour deux quantités différentes de Zn" (Figure 38).
Pour pallier ce probléme, le systeme a été amélioré en substituant une unité pyridine du motif DPA
par une fonction carboxylate. En présence de Zn", la relaxivité diminue de 30%, ce qui s’explique par
la diminution des molécules d’eau liées au Gd". ’hypothése avancée considére que cela est di a la
géométrie du complexe Zn" empéchant I'accés des molécules d’eau au Gd". Malgré cela, la sélectivité
au Zn'" a été totale, car aucune réponse n’est constatée en présence de Mg" et Ca'. A ce jour, plusieurs
générations de capteurs de zinc ont été mise en place tels que des unités polyazamacrocycliques
couplé & des bras DPA.['83184 | es bispidines sont parmi les ligands les mieux adapté pour le
manganése,®® il est donc tout a fait envisageable de fonctionnaliser une bispidine avec le motif DPA

pour la détection du zinc. Voir chapitre 6
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I. Introduction et contexte de travail

Comme vu dans le chapitre 1, I'essor récent de I'immuno-TEP a conduit les cliniciens et les
chercheurs a se tourner vers I'emploi de radioisotopes a demi-vie longues, compatibles avec les
pharmacocinétiques de biodistribution lentes des macromolécules telles que les anticorps.%! ||
devient donc indispensable de développer de nouveaux chélateurs adaptés a ces radiométaux
émergents. On peut par exemple citer le *2Tb ou encore le #Zr ayant respectivement des temps de

demi-vie de 17,5 h et 78,5 h, ce qui en fait de bons candidats pour I'immuno-TEP (Figure 39).

~

Chélateur

(&)

Espaceur

Biomolécule Xy
N Radiométal

Figure 39 : Radiotraceur pour I''mmunoTEP.

Depuis 2001, |es radioisotopes du terbium ont été étudiés pour de potentielles applications
en médecine nucléaire.!'®”! Les radioisotopes *’Tb et **Tb sont identifiés comme étant de bons
candidats en TEP et en Tomographie par Emission Monophotonique (TEMP). Leurs temps de demi-vie
sont respectivement de 17,5 h et 5,3 j. Tandis que les radioisotopes *Tb et ®'Tb sont identifiés
comme étant de bons candidats (respectivement émetteur en rayonnement a et £°) pour la
radiothérapie. Ce qui fait de I’élément terbium un bon candidat pour le diagnostic et la thérapie.[®*
On parle alors de sondes théranostiques puisqu’elles permettent d’effectuer une thérapie et un

contrdle par imagerie avec un seul chélate.

Le terbium (lll) posséde le numéro atomique 65 est un lanthanide de configuration
électronique [Xe] 6s? 4f°. Celui-ci présente une coordination usuelle entre 8 et 10 en solution et jusqu’a
12 & l'état solide.'®”! Différentes géométries sont adoptées selon le nombre de liaisons de
coordination. Pour une coordination de 8, les polyedres les plus courants sont lI'antiprisme a base
carrée et le dodécaedre. Pour une coordination de 9, on trouve le prisme trigonal tricapé et pour une
coordination de 10, I'antiprisme carré bicapé. Le mode de coordination a 11 est tres rare (Figure 40).
D’apreés la classification de Pearson, les ions Ln" (lanthanide(ll1)) sont des acides durs présentant une

forte affinité avec des bases dures, tels que I'eau, les carboxylates ou encore les phosphonates.
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Figure 40 : Différentes géométries en fonction du mode de coordination.

Luminescence du terbium (lll) : Les orbitales 4f ont une faible extension radiale et sont trés
profondes d{i aux couches externes 5s*5p® qui les protégent des perturbations extérieures. Les
électrons de valence 4f sont donc peu sensibles a leur environnement chimique et la formation d’une
liaison chimique par interaction covalente impliquant des électrons 4f est impossible. Linteraction
métal-ligand dans les complexes de Th" est donc décrite par un modéle purement ionique. Une autre
conséquence de la profondeur des orbitales f dans le nuage électronique est le faible effet du champ
des ligands : autour de 500 cm™ contre 5000 & 30 000 cm™ pour les métaux d. Contrairement aux

métaux de transition, les niveaux d’énergie des complexes de Ln" sont trés proches de ceux de I'ion

" sont observées en fonction de la différence

libre. Différentes efficacités de luminescence des ions Ln
d’énergie entre les niveaux excités et le niveau fondamental. Plus la différence d’énergie est faible, plus

les processus de désexcitation non radiatifs sont probables 18! (Figure 41). Le terbium(lll) a des temps
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de vie (délai de temps entre I'absorption et I'émission) raisonnable (us-ms) et émet dans le visible ; Aem

=550 nm.
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Figure 41 : Diagramme partiel d’énergies pour les ions Ln"' aqueux.

Les coefficients d’extinction molaires (g) des ions Ln"

étant tres faibles, on ne peut les exciter
gue via des lasers tres puissants, ce qui est non compatible avec des applications biologiques. Il est
donc nécessaire que I'ion métallique soit incorporé dans un systeme dont la fonction d’absorption soit
distincte du lanthanide jouant le role d’émetteur : c’est ce que 'on nomme l'effet d’antenne (Figure

42).

Transfert
d’énergie

hU’\/\/V\

Luminescence

Antenne

Figure 42 : Principe de I'effet d'antenne.

Dans la littérature, il existe plusieurs exemples de complexation de ligands bispidine avec des
lanthanides. Ces molécules ont été développées par le groupe du Pr Comba et ses collaborateurs. Les
premiers 189 sont des ligands octadentates possédant deux substituants picolinates en N3 et N7.
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Ensuite, la sphere de coordination a été étendue en introduisant une fonction bipyridinecarboxylate
afin d'augmenter la denticité des ligands a 9 et par conséquent, les propriétés de luminescence.®” Les
précédents travaux conduits dans I'équipe SynPA avec des ligands phosphonatés et plus
particulierement avec des unités pyridinyl phosphonate, ont montré que la substitution des
groupements carboxylates par des fonctions phosphonate conduisait en général a une augmentation

de la stabilité thermodynamique des complexes.

Atitre d'exemples, des augmentations supérieures a 1 unité sur I'échelle pLn ont été observées

entre les complexes avec les ligands pyridyl diméthylcarboxylate [

et leurs analogues
diméthylphosphonates.®* De méme, une augmentation de 2 unités sur I'échelle pCu a été rapportée
pour les complexes de bispidines phosphonatées *?, ce qui s'est avéré concomitant avec une cinétique
de radiomarquage favorable pour les complexes %Cu, entrainant des rendements radiochimiques

guantitatifs.

En outre, le remplacement des trois substituants picolinate du ligand tripodal tpaa [**? ou du
ligand basé sur le tacn et tpatcn (3! par des acides pyridylphosphoniques *°#'%°! conduit également a

augmenter la stabilité thermodynamique des complexes de Ln"' correspondants. Par exemple, une

augmentation de 7 unités sur I'échelle pGd a été obtenue pour le ligand tripodal phosphonaté.!***

Dans ce chapitre, nous avons entrepris une étude comparative des complexes de lanthanides
avec les ligands HeL1 et HiL2 (Figure 43). Afin d'assurer la stabilité des ligands en solutions aqueuses
acides et d'éviter leur dégradation par des réactions de rétro-Mannich, nous nous sommes concentrés
sur les dérivés réduits sous la forme de bispidoles. Dans la perspective d’une comparaison avec les
données de la littérature, il est important de noter que, bien que ces changements puissent sembler

mineurs, la réduction de la dégradation est loin d'étre insignifiante en termes de propriétés

H5L1 Oy, OH H,L2 (0) OH
P 4
OH
N/ N/
x AN
N O

physicochimiques.”

HO

Figure 43 : Premiére génération de chélateurs du terbium développés durant cette thése. En violet les groupements
coordinants.
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Il. Synthése de Hel1 et Hil2

i.  Synthese de HelL1
Toutes les nouvelles molécules présentées dans cette thése ont été analysé par RMN (*H, 13C,
COSY 'H-'H, HSQC, HMBC et/ou NOESY, ROESY), MALDI et/ou ESI, infrarouge, structure
cristallographique (lorsque des cristaux ont été obtenus), HPLC (quand la solubilité le permet) et pour
les ligands finaux, une analyse élémentaire. C'est avec toutes ces caractérisations que nous pouvons
proposer des attributions exactes et fiables de nos molécules et complexes. De plus, toutes les
structures RX qui sont présentés dans cette thése ont été résolu par le Dr Olivier Jeannin (ISCR —

Rennes).

La voie de synthése des deux ligands commence de la méme maniére jusqu’a I'obtention de
I'intermédiaire 3 sur lequel une substitution nucléophile est ensuite effectuée pour obtenir les ligands
finaux associés. La synthése de HelL1 a été effectuée pour la premiére fois par le Dr Maryame Sy.[*%!

Celle-ci a été adaptée au cours de ma thése pour en améliorer les rendements et la reproductibilité

(Figure 44).
O N
(o] [¢] (0] \O o
Owo HoN H™ H o _N_ O NaBH, TFA/ DCM
+ M2 —_— —_—
N N AN - THR A, 16h ~ _ THF, -78°C, 2h ~ P
| Hool 0 o °© 54% . Y
_N N~ 52% [e] OHJ
P1 NSNS N Ny N
2,4-dimethoxybenzylamine ‘ _N H N‘ / ‘ _N H N‘ - 40°C, 16h
86%
1 2
PO3H, Et
PO3H, skt
NZ ‘ ‘
N7 H
o | ‘ A o N_ O
2 ¢l 0
N P\OEt o o~
LiOH HCl (6M) OEY OH
- A
H,0 / THF 60°C / 3j MeCN / 40°C NN ///‘ AN
t-a/16h A \ H
\ Ki K,CO, _N Ne -
52% en 3 étapes N~ 16h

PO3H,

R!=OH,R?=0Me: I!
Hgll R!= OMe, R2 = OMe : I?

Figure 44 : Voie de synthése de Hgl 1.
La synthése commence avec le précurseur P1 (pipéridone ou pipéridinone). Il est obtenu par
réaction de Mannich entre le diméthyle 1,3- acetonedicarboxylate avec la 2-pyridine carboxyaldehyde
en présence d’acétate d’ammonium dans I’éthanol a O°C. Le précurseur précipite sous forme de

poudre, cette poudre est un mélange de plusieurs conformations. Cependant un réarrangement a lieu
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durant la deuxieme réaction de Mannich et conduit au bicycle de conformation chaise-chaise. La

pipéridone P1 obtenue est donc utilisée ainsi sans purification supplémentaire.

La deuxieéme étape est aussi une condensation de Mannich conduisant a I'intermédiaire 1. De
la méme maniere, celui-ci précipite sous forme de poudre qui sera utilisée ainsi sans purification
supplémentaire. La synthese mettant en ceuvre I'intermédiaire 1 a été développé par Comba et coll.
(28l ot Hasserodt et coll. [**”) et adaptée par le Dr Maryame Sy au laboratoire.[**® La cétone centrale est
tres sensible aux milieux acides. En effet, une protonation de la cétone centrale conduit a la formation

d’un énol et d’un iminium issus de I'ouverture du cycle par rétro-Mannich.

La troisieme étape consiste donc en la réduction de la cétone via du borohydrure de sodium
conduisant a I'intermédiaire 2. La réduction se fait a -78°C car a température ambiante les fonctions

esters sont aussi partiellement réduites.

La quatrieme étape est la déprotection de I'amine en position N7. Celle-ci est systémiquement
protégée car cela nous permet d’utiliser le méme intermédiaire pour des ligands mono- ou di-
substitués en N3 ou N7. Cette déprotection se fait tres aisément avec I'acide trifluoroacétique (TFA)

dans le dichlorométhane (DCM) en une nuit avec de tres bon rendement.

L'étape suivante est la substitution nucléophile conduisant a l'intermédiaire 5, dans
|"acétonitrile a 40°C. Au bout de 16h on obtient le produit 6 mais il est difficile de confirmer la non-
présence de produit de départ 3 dans le milieu. Nous avons donc effectué un spectre de masse
(MALDI) pour confirmer la disparition totale du produit de départ. Une hydrolyse acide des esters
phosphoniques est effectuée sur le produit 5 et au bout de 3 jours, on confirme la disparition du
produit de départ et la présence des intermédiaires I* et I2. En effet, I’hydrolyse acide n’étant pas
suffisante afin de déprotéger les acides carboxyliques il est nécessaire de saponifier le mélange, puis

le purifier par colonne C18 pour obtenir le ligand final HeL1.

Le substituant méthyl 6-(chlorométhyle)picolinate utilisé durant la substitution nucléophile

est décrit dans la littérature (Figure 45).18!

‘ AN X AN
NaBH sod,
MeO _— OMe —— 4, HO N OMe - » ¢ _— OMe
N MeOH 60% N
0 0 69% (0] o)

Figure 45 : Voie de synthése décrite du méthyl 6-(chlorométhyle)picolinate.
ii. Caractérisation de HeL1
Le spectre RMN 'H d’une bispidine a plusieurs régions caractéristiques et est relativement
simple au vu de la symétrie de la molécule : a savoir les protons des méthylénes (entre 2,90 et 3,6

ppm) portés par les carbones en o de N7, les méthyles des esters qui présentent un singulet pour 6
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protons (3,76 ppm), les méthyles des méthoxy portés par le benzyle (a 3,61 et 3,78 ppm), le méthyléne

du benzyle en o de N7 (3,29 ppm), les protons C-H en o. du N3 (5,10 ppm). Dans la région des protons

aromatiques, le groupement protecteur 2,4-diméthoxybenzyle a

3 protons aromatiques

caractéristiques (6,25 ; 6,29 et 6,94 ppm) et enfin nous avons les pyridines avec une signature dans la

région des aromatiques (au vu de la symétrie de la molécule chaque proton est compté double). On a

donc une signature avec 4 multiplets qui intégrent chacun pour 2 protons (7,11 ; 7,52 ; 7,60 et 8,36

ppm) (Spectre 1).
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Spectre 1 : RMN 1H de 1 (CDCl3, 400 MHz, 25°C).

Cet intermédiaire 1 a été cristallisé pour en caractériser la structure en diffractométrie des

rayons X. Ici, on peut voir la conformation chaise-chaise de la bispidone avec une distance N3---N7 de

2,840 A (Figure 46).
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Figure 46 : Structure RX de l'intermédiaire 1, , oxygene, carbone.

Durant cette discussion, jai choisi de présenter quelques spectres RMN de certains
intermédiaires, I'objectif étant de montrer la signature spectrale de la molécule. Cette signature est
toujours la méme mise a part la région sur laquelle une réaction chimique est effectuée. Cependant
tous les intermédiaires ont été confirmés en RMN H. Les spectres 3C ne sont pas effectués
systématiquement sur les intermédiaires déja obtenus au laboratoire. Pour toutes les nouvelles
molécules, une analyse compléte est effectuée (RMN *H ; 13C; spectrométrie de masse et analyse
élémentaire C, H, N). Toutes les analyses spectrales sont disponibles dans la partie expérimentale. A
noter que les déplacements chimiques sont dépendants du solvant et, dans D;0, ils sont fortement

influencés par le pD.

Le spectre de I'intermédiaires 3 révele un spectre tres simple avec des signaux assignables

aisément, d{ a la symétrie de la structure (Spectre 2).
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Spectre 2 : RMN 1H de 3 (CDCl3, 400 MHz, 25°C).

Le produit final est confirmé par toutes les analyses classiques de nos molécules finales (RMN

IH, B3C et 3P, 13C, spectrométrie de masse, analyse élémentaire et UV-HPLC. Le chromatogramme UV-

HPLC du ligand montre un pic avec un temps de rétention de 13.307 min sur colonne phase inverse

C18 (Figure 47).
1200 A 0.8 B
13,307
R 0.7
1000} PHinjection:7,4 L1
Solvant : H,0 / MeOH 06
800 Longueur d'onde : 254 nm 9
5 Gradient : c 05
< in. o pH 7,4
£ 600 .5 min: 100% H,0 S 04
.10 min: 70% MeOH 2
00 . 15 min: 100% MeOH < 03
.20 min: 100% H,0
0.2
200
0.1
0 J A 0.0
3 6 9 12 15 18 21 24 ’ 240 270 300 330 360 390
t (min) A (nm)

Figure 47 : (A) HPLC de L1. (B) Spectre ultraviolet de HgL1 a pH 7,4.

Les spectre MALDI du ligand montre clairement un pic a m/z = 727.348 correspondant a I'ion

monochargé [M+H]* (Figure 48).
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Figure 48 : Spectre de masse MALDI de HglL1.

Le spectres RMN 3P en milieu fortement acide (Spectre 3-b — D,O + TFA) montrent un
ensemble unique de deux pics a 6P = 4,12 ppm et 6P = -2,11 ppm avec une intégration équivalente,
qui ont été attribués sans ambiguité aux phosphonates de pyridine a N3 et N7, respectivement. Le
spectre se simplifie en milieu tres basique 6P = 6,45 ppm (pD = 12.1, Spectre 3-a) pour lequel une

espece largement majoritaire est observée (Spectre 4).
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Spectre 3 : Superposition spectre RMN 31P de Hel1 a différents pD (D,0, 125 MHz, 25°C). (a) pD 12,1 ; (b) large excés de TFA.

L'attribution des signaux a ce pH a été possible par RMN COSY, HSQC et ROESY.
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Spectre 4 : RMN H de HglL1 (D,0 ; 500 MHz ; 25°C ; pD 12,1)

En prenant le spectre depuis les plus bas déplacements chimiques, on retrouve a 2,21 ppm les
protons axiaux du pseudo systéme AB, puis les deux autres protons équatoriaux a 2,88 ppm. Les deux
méthylenes liant les substituants au motif bispidine peuvent aussi étre tres bien différencié. En
analysant la ROESY (Spectre 5), on voit clairement la corrélation du proton a 3,49 ppm et les CH a 5,16
ppm. De la méme maniére le second méthyléne a 3,53 ppm posséde une corrélation avec le pseudo
systeme AB ; la corrélation la plus intense étant observée avec les protons axiaux. L’orientation du
proton de réduction a 3,96 ppm s’identifie rapidement avec la RMN ROESY ou I'on voit clairement le
couplage de celui-ci avec les protons axiaux du pseudo systéme AB. A 5,16 ppm on sait qu’il s’agit des

protons CH en o de N3 (Spectre 5).
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Spectre 5 : RMIN ROESY de Hel1 (D,0 ; 500 MHz ; 25°C ; pD 12,1), zoom entre 5,6 ppm et 2 ppm.

L’assignation des protons aromatiques a pu étre obtenue par la COSY *H-'H. Comme nous
avons vu sur toutes les bispidines précédentes I'objectif premier est de trouver tous les signaux du
systéme aromatique du motif bispidine (intégrant pour 2-2-2-2). On sait que le signal le plus déblindé
a 8,49 ppm correspond au proton en a. de 'azote des pyridines. En utilisant la COSY *H-* on sait que
son voisin se situe a 7,21 ppm, en suivant ce schéma on retrouve tous les signaux aromatiques des
pyridines de la bispidine. Concernant les protons aromatiques des substituants en N3 et N7, on sait
par avance quel cycle aromatique est lequel grace a la corrélation en ROESY des protons méthyléne a
3,49 ppm et 3,53 ppm. On observe une corrélation en ROESY du proton a 3,49 ppm et un proton
aromatique a 7,13 ppm (Spectre 6). Cela permet de confirmer que le proton a 7,13 ppm, et a nouveau,
on observe ses corrélations en COSY H-'H pour remonter a tous les autres protons (Spectre 6). La
méme opération est effectuée avec le second cycles aromatiques afin de déterminer la position des
protons. Toutes ces informations permettent de reconnaitre tous protons de la molécule sur le spectre
RMN H (Spectre 4). A noter que pour observer la corrélation entre le méthyléne & 3,53 ppm et le
proton du substituant a 7,25 ppm, il est nécessaire de zoomer d’avantage le spectre ROESY (Spectre

5).
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Spectre 6 : RMN COSY 1H-1H de HelL1 (D;0 ; 500 MHz ; 25°C ; pD 12,1). 5,7 < ppm < 8,5.

Le dépouillement du spectre ROESY nous a permis d’avoir une information concernant la
conformation du bicycle. Une corrélation trés inattendue est observée entre le proton a 5,16 ppm et
le proton a 7,34 ppm. Cette corrélation est trés importante car en conformation chaise-chaise elle ne
peut exister, cependant avec une conformation bateau-chaise elle est tout a fait pertinente. On en
conclu donc que le systéme est conformation bateau- chaise (Spectre 7). Par ailleurs, nous avions
I’habitude d’observer un couplage Jaen W entre les protons en o de N3 et les protons axiaux du pseudo
systéme AB pour les bispidoles en conformation chaise-chaise.? Il s’avére que la conformation chaise-

bateau ne permet pas ce couplage W, ce qui renforce notre hypothése.
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Spectre 7 : RMN ROESY de Hel1 (D0 ; 500 MHz ; 25°C; pD 12,1).

B. Synthése et caractérisation de Hal2

i.  Synthese de H4L2

| HO (0]
O
SN
() —
Z
2 (0] N, | Cl -
~ N
[6) _ LiOH
H,0/ THF / 16h
MeCN / 40°C / 24h ta
K,CO; (3 eq) | 90% : deux étapes

Figure 49 : Voie de synthése de Hyl 2.

La synthése débute avec I'intermédiaire 3, il s’agit d’'une substitution nucléophile effectuée
dans l'acétonitrile a 40°C en présence du substituant (sensible aux fortes températures) et de

carbonate de potassium. Celle-ci est arrétée au bout de 24h de réaction. Le produit 4 est confirmé par
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plague chromatographique sur couche mince et MALDI, il est utilisé ainsi sans purification

supplémentaire (Figure 49).

La derniére étape consiste en la saponification des fonctions esters pour obtenir les fonctions
acides carboxyliques HilL2 permettent une meilleure solubilité du ligand final en milieu aqueux. Cette
étape est effectuée avec I'hydroxyde de lithium dans un mélange H,O/THF 6/4). Ce mélange de
solvants est nécessaire afin de solubiliser 4 et I’hydroxyde de lithium. Le ligand H4L2 a été purifié sur
colonne chromatographique C18 en phase inverse avec H,O/CH3CN et isolé avec un rendement de
90% sur deux étapes (175 mg). Les produits ont été caractérisés par RMN H, HSQC, COSY et
spectrométrie de masse. Une synthese a plus grande échelle a été effectuée en collaboration avec

Lucas Petitpoisson, doctorant au laboratoire.

ii.  Caractérisation de Hsl2
Le Spectre 8 du ligand Hal2, se dépouille aisément et tous les signaux peuvent étre assignés.
Les études RMN 2D de ce ligand révele qu’il est en conformation chaise-chaise. Les études physico-
chimiques ont été effectuées pour les deux ligands, j'ai fait le choix de présenter une grande partie des

résultats que pour Hel1.

S

(@] (0]

N / -
St !

5,12
355

-—3,

—eil @
7.56
40

~2.36 L

2
— . ™~13

~254

251

Il

|
< U

-—793
—7.13

—10

[ ‘,

I |{ W WA
Mt N LN,

N

3 Y

t”/ Jl[.’

!‘J

g
=4
~

1944

2

133
ENER)
126
119
284~

¢
-

Jom=
2,134

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 80 78 76 74 72 70 68 66 64 6.2 60 58 56 54 f ?.2 )S.D 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22
ppm.

Spectre 8 : RMIN 1H de H4L2 (D,0, 400 MHz, 25°C).

A la suite des études RMN (*H, COSY, HSQC, HMBC, ROESY et NOESY) nous avons confirmé que
Hal2 est classiquement en conformation chaise-chaise, tandis que HeL1 est en conformation bateau-
chaise (Figure 50). Nous savons que concernant la coordination de HsL2 la conformation sera

conservée, mais I'on ne peut affirmer que HeL1 formera un complexe de terbium en conformation
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chaise-chaise. Une grande partie du travail sera de confirmer le mode de coordination de HeL1 pour le
terbium. A défaut de réussir a cristalliser le complexe de terbium nous étudierons des analogues en
RMN a savoir le lanthane et le lutétium (les deux extrémes des lanthanides) afin de prédire la
conformation du complexe [TbL1]. De plus, la détermination des constantes de protonation du
complexe [TbL1] peut nous aider dans la mesure ou il y aurait une constante de protonation basique

associée a une des amines en N7 ou N3.

Figure 50 : Représentation schématique de la stéréochimie des ligands HsL1 (G gauche) et HyL2 (a droite) montrant le
couplage W dans les expériences de RMN 1H-'H COSY (W) et Overhauser dans les expériences ROESY RMN H-1H ( Q).
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lll. Etudes potentiométrique et spectrophotométrique de Hel1, Hal2,
[TbL1] et [TbL2]

Les titrages potentiométriques et spectrophométriques en mode automatique et le traitement
des données de ce chapitre ont été fait en collaboration avec I'équipe du Dr Mourad Elhabiri (LIMA —
Strasbourg). Les titrages spectrophotométriques en batch et les traitements des données ont été faits

avec nos propres équipements.

i Titrage de HelL1 et HaL2
Les constantes de protonation de HeL1 et HsL2 ont été déterminées par potentiométrie. Les

courbes de titrage et les diagrammes de distribution des especes sont a la Figure 51.

100 A 100 B
HL2
80 L1 80 L2
" H,L1 @
O 60[H,L1 HL1 ® 60
3 D
o o
%) 7]
w 40 ‘-': 40
=) =
= ° H,L2
20 20
0 0
2 4 6 8 10 12 > 2 6 8 10
pH pH

[NaCl,,]=0,1M
T=25°C

Cligand = 1,07 MM
[NaOH] = 0,107 M

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Equiv base

Figure 51 : (A) Diagramme de distribution des espéces de L1, (B) Diagramme de distribution des espéces de L2 et (C) courbes
titrages des ligands L1 et L2.

Le ligand L1 possede au total 12 sites de protonation. Le titrage potentiométrique nous a
permis de mesurer cing constantes de protonation : la premiére logKu: = 10,62(4) a été attribuée a une
amine tertiaire, la seconde logKy, = 9,18(8) a été attribuée a la protonation de la seconde amine
tertiaire, la troisieme logKus = 7,2(2) a été attribuée a un groupement phosphonate, la quatrieme
logKus = 5,0(4) a été attribuée au second groupement phosphonate, enfin nous avons mesuré une
derniére constante de protonation logKus = 3,2(4) qui a été associée a un des acides carboxyliques

(Figure 51). Concernant L2 nous avons 10 sites de protonation sur le ligand totalement déprotoné et
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le titrage potentiométrique nous a permis de déterminer quatre constantes de protonation (Figure
51). Il a été possible de mesurer deux constantes de protonation basiques correspondant aux amines
tertiaires N3 et N7 pour HeL1, tandis que pour HsL2 une seule constante de protonation basique a été
mesurée. Ces résultats sont cohérents avec I'analyse conformationnelle par RMN ayant montrée une
conformation chaise-chaise pour Hsl2 et une conformation bateau chaise pour HeL1l. Nous avons
avancé I'hypothése que les répulsions électrostatiques liées a la conformation chaise-chaise ne nous
permettent pas d’avoir la protonation de N3 et N7 dans la gamme 2 < pH > 12. Tandis que la
conformation bateau-chaise de HeLl limite ces répulsions, permettant une protonation des deux
amines tertiaires dans la gamme 2 < pH > 12 (Tableau 8). Ce phénoméne est connu (via les titrages
potentiométrique d’autres ligands bispidine) et a été décrit dans le cas d’autres bispidines telles que

La et Ls, ®' L. ®” ou encore Lyis (Figure 52).%

Figure 52 : Ligands de comparaison.

Tableau 8 : Constantes de protonation de différentes bispidines. | = 0,15 M NaCl (0,1 M dans le cas de L1 et L2), 298 K.

L1 L2 Lbis La Ls Le
LogKu: | 10,62(4) >12 9,91(1) >11,05 11,90 12,26(3)
Logkw2 | 9,18(8)  10,63(3)  9,05(1) 6,73 5,44 6,52(2)
LogKus | 7,2(2) 6,56(6) 5,66(2) 5,62 5,28 4,41(2)
LogKus | 5,0(3) 3,38(7) 3,73(2) 5,27 1,36 2,83(3)
LogKus | 3,2(4) 2,65(6) 2,74(1) 2,30

On peut voir que le schéma de protonation est comparable avec une premiére protonation sur
une amine tertiaire (dans le cas de la conformation chaise-chaise). Par la suite une seconde
protonation sur le(s) substituant(s) en N7 et/ou N3 et enfin les protonations des acides carboxyliques

dans le cas ou ils ne sont pas protégés sous forme d’ester méthylique.

ii.  Titrage de TbL2
Avant d’effectuer des dosages, la cinétique de formation de [TbL2] a été évaluée par

spectroscopie UV-visible a 264 nm a différents pH, ce qui a permis de déterminer une cinétique de
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formation rapide pour ce complexe. Le titrage potentiométrique de [TbL2] a permis de déterminer la
constante de stabilité du complexe logKm2 =9,7(1). Aucune constante de protonation n’a été mesurée
(Figure 53). A pH 8,3 nous avons observé la déprotonation du complexe. Toutefois, dans la mesure ou
le complexe est formé a pH 7,4 et que toutes nos études sont faites a ce pH, donc nous n’avons jamais

a composer avec la forme déprotonée du complexe.
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ThL2 TbH L2
Tb
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3
e 60 8
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Lg 6 T=25C
=
° Ccomplex = 1,06 mM
20 4 [NaOH] = 107 mM
0 2
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 2 4 6 8 10 12 14 16

pH Equiv base
Figure 53 : (A) courbes de distribution des especes de L2 et (B) courbes titrages du complexe [TbL2].

Concernant [TbL1], la cinétique de complexation est plus lente a pH 6 et il est nécessaire
d’attendre 20 min afin d’atteindre I'équilibre. Le titrage potentiométrique de [TbL1] a été effectué dans
ces conditions, mais les résultats sont difficilement interprétables (probablement due aux du fait des
nombreux sites de protonation et peut-étre d’'une mauvaise équilibration. Nous avons donc décidé
d’effectuer un titrage spectrophotométrique en fonction du pH, en batch, avec un modele plus simple

afin d’avoir de meilleurs ajustements mathématiques.

i Titrage de Hel1

Avant de titrer les complexes, nous nous sommes intéressés dans un premier temps au ligand
libre, afin de comprendre le systeme et d’en vérifier les constantes de protonation. Le spectre possede
une bande d’absorption centrée vers 264 nm caractéristique des cycles pyridines due aux transitions
n-n*.1? Le titrage a été effectué a 2,6 < pH < 10,9. Une légére évolution hyperchrome est observée a
264 nm, concomitante avec une évolution hypochrome a 285 nm, ce qui a permis de déterminer une
constante de protonation logks = 9,3(2), comparable a la seconde constante de protonation mesuré
par potentiométrie logKy, = 9,18(8). Une seconde constante de protonation a été mesuré a logKu, =

4,8(3) comparable a la quatrieme constante de protonation logKus = 5,0(3) (Figure 54).
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Figure 54 : (A) dosage spectrophotométrique de L1 en fonction du pH. (B) spectres calculés des espéces de L1.

HsL1, H,L1 et L1 sont des espéces silencieuses au titrage spectrophotométrique, tandis que le

titrage potentiométrique permet de mesurer d’avantage d’espéeces (Figure 55).
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Figure 55 : (A) distribution des espéces de L1 déterminée par UV, les points expérimentaux et son ajustement a 274 nm. (B)
distribution des espéces de L1 déterminée par potentiométrie.

Concernant le titrage spectrophométrique de Hsl2, nous avons mesuré une premiéere
constante de protonation logKky = 10,54(7) comparable a la premiére constante de protonation
mesurée par titrage potentiométrique logKy = 10,63(3). Une seconde constante de protonation a été
mesuré a logKy, = 6,53(7) comparable a la constante de protonation mesurée par potentiométrie a
logku, = 6,56(6). Enfin nous avons mesuré une derniére constante de pronation par titrage
spectrophométrique logKus = 3,33(1) comparable a une constante de protonation mesurée par titrage

potentiométrique logKus = 3,38(7).

ii. Titrage UV et luminescence de [TbL1] a pH 5,5
Afin de déterminer une constante apparente du systéeme nous avons effectué un titrage a pH
5,5 ([MES] = 20 mM, | = 0,1 (NaCl)) en batch avec un temps d’attente de 20 min avant d’effectuer la
mesure (Figure 56). A pH 5,5 le complexe est suffisamment déstabilisé pour déterminer une constante

de stabilité conditionnelle cohérente.
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Figure 56 : Spectres d'absorption UV-visible (a gauche) et de luminescence (a droite) d'une solution de 5,25 .10> M de HsL1

titrée en batch par des quantités croissantes de TbCls dans I'eau (I = 0,1 (NaCl) ; tampon pH 5,5 [MES] = 20 mM ; Aex = 268

nm). Encadrés : Evolution de I'absorbance a 290 nm et de I'émission a 590 nm en fonction des équivalents de TbCls ajoutés
et résultat correspondant du traitement specfit.

A la suite du titrage nous avons pu déterminer une constante apparente pour chaque titrage
(UV et luminescence). Le titrage UV, a permis de mesurer une constante apparente logKapp = 5,31(24).
La mesure de la luminescence permet de déterminer une constante apparente logKap, = 5,4(1) (Figure
57). Nous avons ainsi pu déterminer un diagramme d’existence des espéces qui montre que l'on
n‘atteint pas 100% de complexe [TbL1] a pH 5,5 et qu’il faut deux équivalents pour atteindre le

maximum (Figure 57).

La constante apparente (Kapp) aussi appelé constante conditionnelle est définit telle que (9) :

(ML,]

TR VR B

Avec [M*], la concentration totale de I'ion métallique n’ayant pas réagi avec le ligand et [L*], la

concentration totale de ligand n’ayant pas réagi avec I'ion métallique.
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Figure 57 : (A) Spectre d'absorption calculé pour les espéeces HsL1 et [TbL1]. (B) Spectre d'émission calculé de [TbL1]. (C)
Diagramme d'existence des espéces HsL1 et [TbL1] en fonction de la quantité de TbCls. ¢ = 5,25.10° M ; 1 =0,1 (NaCl) ;
tampon pH 5,5 [MES] = 20 mM ; Aex = 268 nm.

iii. Titrage [TbL1] (Figure 58)

Nous avons effectué le titrage spectrophométrique de [TbL1] en batch avec un temps
d’équilibration de 3h. Celui-ci a été effectué 2,2 < pH < 11,1 ou l'on observe une évolution
hypochromique par spectrophotométrie d’absorption. Afin de déterminer la constante de stabilité,
nous avons utilisé les deux constantes de protonation mesurée par spectroscopie précédemment pour

avoir un modele plus simple.
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Figure 58 : (A) titrage direct UV de [TbL1] en fonction du pH. (B) spectres calculés des espéces. (C) distribution des espéces
en fonction du pH, les points expérimentaux et le fit a 290 nm.

A la suite du titrage nous avons déterminé une constante de stabilité logKm.: = 13,72(2) et une
constante de pronation logKmwui: = 8,07(1) qui peut étre attribuée soit a un phosphonate, soit a une
amine tertiaire. Dans un souci d’assigner ces constantes de protonation, nous nous sommes intéressés
a la mesure des spectres RMN H et 3!P des ligands et d’analogues diamagnétiques des complexes (Ln

= La, Lu) a pH variables. Le récapitulatif des différentes constantes est donné dans le Tableau 9.
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Tableau 9 : Récapitulatif des parametres thermodynamiques de Hel1 et HsL2. En violet les données potentiométriques et en
rouge les données des titrages spectrophométriques. Les titrages potentiométriques : | = 0,1 M (NaCl) ; T=25°C,; ¢ = 1,06(1)
mM. [l : [ =0,1 M (NaCl) ; T = 25°C (T = 23°C pour [TbL1]) ; ¢ = 5,0.10° M. b1 : : | =0,1 M (NaCl) ; T=25°C; ¢ = 4,24 .10 M.

ley=c,=10°M .pH 7,4.

L1 L2
logK1 10,62(4) 10,63(3)
- 10,54(7) !
logKu2 9,18(8) 6,56(6)
9,3(2) 6,53(7)
logKus 7,2(2) 3,38(7)
= 3,33(1)
logKna 5,0(3) 2,65(6)
4,8(3) ! -
logKus 3,2(4) -
> logKi 35,20 23,22
14,1 20,4
logKrL 13,72(2) 9,7(1)
logKTbHL 8,07(1) ™ -
logKTu(om)L - -1,7(2)
logKapp (PH = 5,5) 5,3(3) 4,8(5)
|08Kapp calcule 5,285 41
pThlc! 7,1 6.0
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C. Titrage et caractérisation RMN de Hel1, [LaL1] et [LuL1]

Pour tous les titrages : pD = pH + 0,4.

i Titrage de HelL1

HgL1 avec un large excés de TFA A JL
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Figure 59 : Titrage RMN 31P de L1 en fonction du pD (D0 ; 202 MHz ; 25°C ; ¢ = 19,2 mM).

Tout d'abord, le spectre RMN 3!P en milieu fortement acide (Figure 59 - D,O + TFA) montre un
ensemble unique de deux pics a P = 4,12 ppm et 6P =-2,11 ppm avec une intégration équivalente,
qui ont été attribués sans ambiguité aux pyridine-phosphonates en N3 et N7, respectivement. A pD =
12,1, ces deux pics se fondent en un seul pic large centré autour de 6P = 6,45 pm a pD = 12,1 (Figure
59). Entre pD = 12,1 et pD = 8,2, ce pic principal se divise progressivement et I'un des nouveaux signaux
subit un déplacement chimique important au cours de |'acidification de I'environnement. Il y a un
dédoublement de ce pic principal, I'un des nouveaux pics subissant un déplacement chimique
important au cours de l'acidification (Figure 59). Ce déplacement vers les hauts champs est
probablement lié a la protonation de I'amine tertiaire N7. On a supposé qu'a des pH acides, la
formation d'une liaison hydrogene entre I'ammonium et le substituant pyridine-phosphonate place le
groupe phosphonate 3'P en N7 dans le cdne de blindage de la pyridine. Une estimation approximative
de la valeur logky ~= 9,8 (Figure 60) a pu étre évaluée a partir de la variation de 3P qui est en bon
accord avec la valeur des constantes de protonation mesurée par potentiométrie pure (logKu, =
9,18(1)). Des changements mineurs sont également observés entre pD =5 et pD = 7, a partir desquels
une valeur de logKy ~=5,6 (Figure 60) a pu étre estimée pour la protonation d'une unité de groupement

-POs% & comparer a logKus = 5,02(9) mesuré par potentiométrie. Comme prévu, la protonation de N3
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exerce une influence négligeable sur le déplacement chimique 3P de |'autre atome de phosphore dont

I'interaction avec le substituant pyridyle en C2 et C4 est limitée dans la conformation bateau-chaise.

Cependant, une forte variation du déplacement chimique de ce pic est observée entre 4 et 8, qui est

attribuée 3 la protonation de l'autre groupe -POs%. Enfin, des modifications sont également observées

dans des conditions trés acides dues a la protonation des groupes pyridyle et -POsH™ (logky <2).

L'apparition formation d'espéces mineures (~> 10%) peut également étre observée entre pD =2 et 12,

qui tendent a disparaitre dans des conditions fortement acides (TFA) ou fortement basiques, et qui

pourraient étre attribuées a des arrangements supramoléculaires de formes protonées.
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Figure 60 : Déplacement chimique des signaux RMN 31P de L1 en fonction du pD.

Le titrage H de L1 est plus difficile a interpréter mais 'on peut voir la présence d’une espéce

unique a pD

5.1

9.14
9.94
10.6+
11.6
12.14

11 et 12 (Figure 61).
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Figure 61 : Titrage RMN 1H de L1 en fonction du pD (D,0 ; 400 MHz ; 25°C; ¢ = 19,2 mM). Référence : acétone.
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Titrage et caractérisation de [Lal1]

Afin de connaitre la conformation du complexe [TbL1], nous avons étudié d’autres lanthanides

diamagnétiques par RMN. Dans le cas du lanthane, un titrage RMN 3P (Figure 62) et H (Figure 63) en

fonction du pD a été réalisé afin de déterminer la distribution du complexe et ainsi déterminer le pD

optimal pour effectuer les mesures RMN 2D. Le titrage a été effectué dans la gamme 2,18 < pD < 12,5.

Il faut

noter une précipitation partielle entre 5,33 et 7,22 que nous avons supposée étre associée a la

formation d’une espéece protonée du complexe [LalLl] insoluble. Afin d’effectuer les mesures RMN

entre

pD 5,33 et 7,22 nous avons centrifugé et effectué les RMN de la solution sans le précipité. A des

pH plus basiques, le culot se solubilise a nouveau. A noter que les mesures RMN de [TbL1] ont été faite

mais ne sont pas interprétables.
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Figure 62 : Titrage RMN 31P de [LaL1] en fonction du pD (D0 ; 202 MHz ; 25°C; ¢ = 9,6 mM).
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Figure 63 : Titrage RMN 1H de [LaL1] en fonction du pD (D0 ; 400 MHz ; 25°C; c = 9,6 mM). Référence : acétone
Le titrage par RMN proton est difficile a interpréter, mais il est intéressant de noter la
disparition progressive du ligand pour conduire au complexe [LaHL1] et puis par la suite le complexe
final. De plus, la formation du complexe final [LaL1] conduit a un dédoublement de tous les pics ; nous

avons supposé ici que la coordination de la seconde amine tertiaire rend les protons non équivalent

(Figure 63).

En suivant les déplacements chimiques du phosphore en fonction du pD (Figure 64), nous
faisons les observations suivantes : (1) Dans la gamme 2,18 < pD < 5,33 on a majoritairement du ligand
libre, que I'on peut voir via la superposition des déplacements chimique du phosphore du ligand et du
complexe en fonction du pD. (2) Pour les valeurs 5,33 < pD < 7,22 il s'agit d’'une région difficile a
interpréter en suivant le signal du phosphore qui est tres large. Néanmoins les spectres RMN proton
permettent une analyse, ce qui permet d’affirmer qu’il ne s’agit pas du ligand libre mais une espéce
protoné du complexe [LaL1]. (3) A partir de pD 7,22, on observe la formation de l'espéce finale, nous
permettant d’estimer une constante de protonation aux alentours de logKy ~= 7,4. Nous associons
cette constante a la seconde amine tertiaire, car conduisant a des protons diastéréotopiques observés

par RMN 1H.
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Figure 64 : Déplacement chimique des signaux RMN 31P de HelL1 et [LaL1] en fonction du pD.

b. Caractérisation de [Lal1]

Une fois le titrage achevé, nous avons conservé la solution de complexe afin d’effectuer des

études RMN plus approfondies (COSY H-H, 13C, HSQC, HMBC, NOESY et ROESY). Cela nous a permis

d’attribuer tous les pics (Figure 65).
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Figure 65 : Caractérisation du spectre RMN 1H de LalL1 (D,0 ; 500 MHz ; 25°C; ¢ = 9,6 mM).

Une fois le dépouillement du spectre RMN proton effectué, nous avons pu analyser le spectre

RMN 2D COSY *H-!H afin de déterminer la conformation du complexe (Figure 66). Nous avons ainsi pu
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confirmer une conformation chaise-chaise de la bispidine au sein du complexe [LaL1], via le couplage
scalaire en W des protons H2/4 avec les protons axiaux de H6/8 (Figure 66). Les pics secondaires

observés sont attribués a du ligand libre en exces.
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Figure 66 : Couplage scalaire W entre H¥%,, et H¥4 en RMN COSY 1H-H de [LalL1] (pD 12,51 ; D;0 ; 500 MHz ; 25°C; c=9,6
mM).

iii. Formation et caractérisation de [LuL1]

a. Formation de [Lul1]
Afin de confirmer la conformation du complexe [LuL1l] nous avons dans un premier temps

cherché la zone de pH optimale pour former le complexe via un suivi par RMN 3!P (Figure 67) et *H.
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Figure 67 : Formation de [LuL1] en fonction du pD suivie par RMN 3P (D,0 ; 202 MHz ; 25°C ; ¢ = 14,7 mM). Centrifugation :
il s’agit des régions ot I'on a un précipité que I'on a centrifugé, les mesures RMN sont faites avec la solution. Soluble : il
s’agit des régions ol aucun précipité n’est présent.

Tout d’abord nous avons commencé comme classiquement a former le complexe 1:1a pD 7.
Cependant les RMN 3!P (Figure 67) et 'H montrent que I'on & la fois le complexe final (deux singulets),
une autre espéce que l'on suppose étre [LuHL1] et le ligand libre. La région prédominante des
complexes protonés de [LuL1] et [LaL1] est aussi la région de précipitation, il est donc difficile d’étudier
ces especes. Néanmoins, on sait qu’il ne s’agit pas de ligand libre au vu des déplacements chimiques

du 3P du ligand libre et des [LuHL1] et [LaHL1] (Tableau 10). Le produit devient & nouveau soluble a

partir de pD 11, mais le signal RMN reste tres large. Cela est probablement lié a I'hydrolyse du métal
(logBuoms = -7,57(5)).11%)
Tableau 10 : Déplacement chimique de 31P des espéces [Lul1], [LaL1] et HeL1.

6[LuLl] — ppm  J[Lall] —ppm J[LuHL1l] —-ppm  J[LuHL1l] —-ppm & (HelL1l) — ppm

pD 7 pD 8,4 pD 7 pD 7,2 pD 7
31p, 10,88 11,35 8,00 7,96 6,01
31p, 12,25 11,69 - - -0,74

b. Caractérisation de [LulL1]
Le meilleur spectre RMN H que nous avons obtenu est & pD 7,0 (Figure 68). On peut voir

distinctement qu’il y a deux espéces dans le milieu. D’aprés le spectre RMN 3!P, nous en avons conclu
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gu’il s’agit d’une espece protoné, plus précisément une des amines tertiaires. Comme précédemment
avec le complexe [LaL1], on peut voir que tous les protons ne sont plus équivalents et donc il y a un
dédoublement de tous les signaux pour I'espéce [LuLl]. Tandis que pour l'espéce protoné [LuHL1] on
n’a pas de dédoublement des sighaux comme on peut le voir pour les protons H2/4 pour [LuHL1] et

[LuL1] qui sont dédoublés (Figure 68).
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Figure 68 : Caractérisation du spectre RMN 1H de [LulL1] (DO ; pD 7,0 ; 500 MHz ; 25°C ; ¢ = 14,7 mM).

Nous avons effectué des mesures RMN COSY *H-H au pD ou I'on avait le meilleur signal, c’est-
a-dire pD = 7,0. Ayant identifié les protons H6/8 axiaux et H2/4 on est a méme de trouver s’ils ont des
corrélations d’un couplage en W en RMN 2D. Les analyses RMN révelent qu’il y a bien un couplage en
W entre H2 et H8.x mais aussi H4 et H6. cela confirme que le complexe est en conformation chaise-

chaise (Figure 69).
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Figure 69 : Couplage W entre H%8,, et H*4 en RMN COSY 1H-H de [Lul1] (pD 7,0 ; D;O ; 500 MHz ; 25°C ; ¢ = 14,7 mM).

Durant ces études RMN nous avons démontré que le lanthane et le lutétium (les deux métaux
aux extrémités de la série des lanthanides) forment des complexes en conformation chaise-chaise avec
le ligand HeL1. Ce constat a été extrapolé au terbium (qui est au centre de la série des lanthanides), le

complexe [TbL1] est donc en conformation chaise-chaise.
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IV. Propriétés de luminescence de [TbL1] et [TbL2]

Les propriétés spectroscopiques des complexes ont été étudiées dans I'eau et dans D0 a pH

7, les spectres d'absorption et d'émission correspondants sont présentés a la Figure 70.
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Figure 70 : Excitation normalisée (lignes pointillées, Aex= 545 nm), absorption UV-visible et émission normalisée (Aex= 263
nm) d'une solution D,0 de [TbL1] (ligne droite, rouge) et de [TbL2] (ligne droite, bleue).

Des parameétres supplémentaires sont présentés dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Les principaux paramétres photophysique des complexes TbL1 et TbL2 dans H,0 et D,0 a pH = 7,0. A :longueur
d’onde, ¢ : coefficient d’extinction molaire, ¢ : rendement quantique, t . temps de vie de luminescence, et q : nombre de
molécule d’eau lié a I'ion métallique.

Aex (nm) €m0 (M*em™) Dr20 Dp2o Thao (MS) To2o (MS) q
[TbL1] ‘ 263 13562 0,15(3) 0,29(6) 1,9(2) 3,3(3) 0,9(2)
[TbL2] ‘ 263 13916 0,5(1) 0,6(1) 1,7(2) 2,9(3) 0,9(2)

Comme attendu selon les précédentes études de H,Bispa (cf. Chapitre 1-I-B) et de ses
analogues, %% |es deux ligands sensibilisent efficacement I'ion Tb". Pour [TbL1] et [TbL2], les
décroissances mono-exponentielles de la luminescence confirment la présence d'une espéce unique
en solution avec une coordination octadentate du ligand et une molécule d'hydratation (q ~ 1), ce qui
en excellent accord avec l'approche physico-chimique. A pH 7, [TbL2] est |'espece prédominante,
tandis pour [TbL1], il s’agit de I'espece protoné [TbHL1] (Figure 53 et Figure 58 respectivement). Une
telle coordination n'est possible que si les deux ligands sont dans la conformation chaise-chaise
lorsqu'ils sont complexés au Th'"'. Cela implique un changement de conformation dans le cas du ligand
HeL1 lors de la complexation avec le Tb"" et est en accord avec les études conformationnelles par RMN.

En outre, malgré la présence d'une molécule d'eau dans la sphere intérieure, le rendement quantique
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(®H,0 =0,5(1)) et la durée de vie (tH20 = 1,7(2) ms) de [TbL2] sont plut6t élevés, conformément aux
données rapportées pour d'autres ligands présentant une antenne picolinate 20221 En revanche, le
rendement quantique mesuré pour [TbL1] (DH,0 =0, 15(3)) est plutét modeste malgré des durées de
vie de luminescence légerement plus longues dans les solutions aqueuses (tD20 = 3,3(3) ms et tH,0 =

1,9(2) ms), ce qui pourrait étre di a un transfert d'énergie ligand-métal moins efficace dans le cas des

antennes pyridylphosphonate. 119523l

Il est intéressant de noter qu'aucune variation significative de ces durées de vie ou de
I'intensité de la luminescence n'a été observée sur une large gamme de pH allantdepH=1a pH =12
(Figure 71). Ces caractéristiques indiquent que ces complexes, et plus particulierement le [TbL1],
semblent particulierement intéressants pour le développement ultérieur de marqueurs luminescents
a base de lanthanide. 2° Dans ce cas-ci, les complexes ont été formés, isolés et caractérisés par
analyse élémentaire. Les mesures des temps de vie ont été faites a partir des poudres des complexes

[TbL1] et [TbL2] a différents pH.
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Figure 71 : Temps de vie de [TbL1] (bleu) et [TbL2] (rouge) en fonction du pH et pD.

V. Inertie cinétique de [TbL1] et [TbL2]

Outre une bonne stabilité thermodynamique, |'inertie cinétique d'un complexe métallique est
un parametre essentiel et critique a contréler dans le cadre d'une application biomédicale, en

particulier dans le domaine du diagnostic médical et de la radiothérapie.
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Figure 72 : Le % de complexe aprés deux mois dans les différents milieux. [a] = H,0 ; pH 7,4 / [b] = H,0 ; pH 2.0 / [c] = 50
equivZn; pH 7,4 /[d] = 50 equiv Zn ; pH 2,0 / [e] = PBS / [f] = sérum de souris / n.d. = non déterminé.
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Nous avons mesuré l'inertie cinétique des complexes [TbL1] et [TbL2] dans différents
milieux (Figure 72) : (1) nous avons classiquement commencé par l'eau afin de mesurer I'influence du
solvant. On peut voir qu’au bout de deux mois [TbL2] ne subit aucune influence, tandis que pour [TbL1]
nous avons une diminution de 13% du signal. (2) Le second milieu étudié est I'eau a pH 2 (HCl). Dans
celui-ci sans grande surprise nous avons la totalité de [TbL1] qui est dissocié tandis que pour [TbL2]
89% a été dissocié. (3) En présence de 50 équivalents de zinc a pH 7,4, une grande partie de [TbL1] est
dissociée tandis que [TbL2] subit trés peu de modifications. (4) En présence de 50 équivalents de zinc
apH2,iln’yaplus de trace de [TbL1] tandis que [TbL2] nous avons a mesuré 10%. (5) Dans le tampon
PBS [TbL1] se dissocie a plus de 89% tandis que [TbL2] est trés peu influencé. (6) Dans le sérum de
souris une large majorité de [TbL1] se dissocie tandis que pour [TbL2] seulement 12% ont sont

dissocié.

VI. Conclusion

Afin de répondre a la demande en agents d’imagerie médicale pour la TEP, en particulier pour
le suivi des traitements radiothérapeutiques, nous nous sommes intéressés au terbium. Celui-ci
permet via son isotope *?Tb émetteur de positon (B*) d’effectuer de I'imagerie TEP et posséde un

isotope émetteur de particules B~ utilisables en radiothérapie, le **'Th.

Afin de complexer I'ion métallique Tbh", nous avons développé deux ligands octadentates HeL1
et Hql2. Les études de complexation ont été effectuées sur I'isotope naturel *°Th. La cinétique de
complexation rapide de [TbL1] et [TbL2] nous a permis de déterminer leurs constantes de stabilité
thermodynamique, a savoir logKri1 = 12,8(2) et logKtbi2 = 9,7(1). Le ligand HeL1 étant en conformation
bateau-chaise, nous avons voulu confirmer que le complexe de terbium associé était bien en
conformation chaise-chaise. Une vaste étude RMN a été effectuée, pour laquelle nous nous sommes
aidé des deux lanthanides diamagnétiques des extrémités de la série lanthanide, a savoir le lanthane
et le lutétium. Des titrages RMN en fonction du pD ont été effectués afin de déterminer la région de
formation du complexe final. Une fois confirmé, nous avons effectué différentes mesures RMN (H, 3P,
COSY H-H, HSQC, 3C, HMBC, ROESY et NOESY) afin de nous assurer que les complexes [LaL1] et [LuL1]
étaient en conformation chaise-chaise, et par extension nous en avons conclu que le complexe [TbL1]
était en conformation chaise-chaise. Les principaux parameétres photophysique des complexes [TbL1]
et [TbL2] ont été étudiés. Dans I'eau, nous avons obtenu des temps de vie de 1,9(2) ms pour [TbL1] et
1,7(2) pour [TbL2]. La mesure des temps de vie correspondants dans D,0 nous a permis de mettre en
évidence la présence une molécule d’eau dans la premiere sphere de coordination de chaque
complexe. L'inertie cinétique des complexes [TbL1] et [TbL2] a été évaluée dans l'eau a différents pH,

avec 50 équivalents de zinc ou encore dans un sérum de souris. Nous avons constaté qu’aprés deux
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mois dans I'eau a pH 2, il reste 0% de [TbL1] et 11% de [TbL2]. En présence de 50 équivalents de zinc
a pH neutre apres deux mois, nous avons mesuré 41% de [TbL1] et 93% de [TbL2], ce qui permet de
dire que le complexe [TbL2] est cinétiquement plus inerte que [TbL1]. Dans le sérum de souris apres
deux mois il reste 14% de [TbL1] et 88% de [TbL2], ce qui permet de dire que [TbhL2] est plus pertinent

pour des études biologiques que [TbL1] et qu’il présente un bon potentiel.

Afin d’envisager de I'imagerie TEP, il est nécessaire d’ajouter une unité de ciblage, pour cela un
lien entre le ligand et l'unité de ciblage est nécessaire. Cette premiere étude a eu pour objectif de
développer une premiére génération de chélateur du terbium a base de bispidine. Nous avons montré
qgue la complexation est possible et rapide dans des conditions douces (20 min pour [ThL1] et
instantanée pour [TbL2]) ce qui est un critére crucial pour de I'imagerie TEP. La seconde étape de ce
projet sera de développer des voies de synthése permettant d’intégrer un lien avec une fonction
réactive pour ajouter une unité de ciblage (anticorps, nano-body, peptide, etc.) aux ligands HelL1 et
H4L2. Plusieurs possibilités s’'offrent a nous parmi lesquelles nous pouvons envisager les structures
représentées a la Figure 73. Nous pouvons envisager de substituer une ou deux fonctions acides
carboxyliques par une ou deux amides. Il est aussi possible d’envisager la fonctionnalisation de |'alcool

en (C9.

R : picolinate ou pyridine phosphonate

Figure 73 : Quelques liens possibles pour L1 et L2.
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Chapitre 3 : Mn"/" - bispidine pyridine phénol :

sonde redox-activée pour I'IRM

"= @
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I. Introduction et contexte de travail

Comme discuté en introduction, chez tout organisme vivant, les environnements redox extra-
et intracellulaires sont étroitement régulés et leur dérégulation peut étre associée a un large éventail
de conditions pathologiques.’®” Le développement de sondes d’imagerie redox dont la réponse est
modulée en fonction du potentiel redox du milieu permettrait d’apporter une information
complémentaire pour le diagnostic de certains cancers et des inflammations chroniques. Parmi ces
sondes, les agents IRM Ti a base de complexes de Mn'""" ont montré des premiers résultats
prometteurs.[1341361401 Ay yu de la trés bonne inertie cinétique et de la forte relaxivité (3.51 < r;< 4.9
mMist H,0 pH 7, 60MHz) des complexes de Mn'-bispidine préalablement étudiés dans le
consortium, 88 U 1921 j| est pertinent d’étudier si ce type de structure peut étre utilisé dans ce contexte
de sonde redox. Un des premiers prérequis a ce type de développement est de pouvoir stabiliser les
complexes de Mn" et de Mn'", et ce avec un potentiel redox suffisamment bas pour induire un
changement de degré d’oxydation in vivo. Afin de répondre a cette question, les potentiels redox des
premiers complexes bispidines congu au laboratoire ont été mesurés (Figure 74). Ce travail a été réalisé
en collaboration avec le Prof. Clotilde Policar et son équipe a 'ENS de Paris pour les mesures des

potentiels redox et tous les aspects englobant I'activité SOD.

Lyys : Dr Amandine Roux - 2014 3 : Dr Raphaél Gillet - 2017 4 : Dr Maryame Sy - 2021

Figure 74 : Premiére génération de complexes bispidine pour des aspects redox, [Mn1] est le meilleur candidat de C. Policar
pour son bas potentiel redox.

Dans la discussion qui va suivre, les propriétés d’oxydoréduction des complexes ont été
comparées a celles du complexe [Mn1], préalablement développé par le Pr C. Policar et son équipe
pour des applications en catalyse tel qu’'un mime de MnSOD.[*®! Ce qui va nous intéresser dans ce

chapitre concernant ce complexe est son potentiel redox qui est Ei2 = 215 mV vs SCE et quasi-
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réversible. En contre-partie, ce ligand a une trés faible inertie cinétique.*’” Ly est un ligand qui a été
développé durant la thése du Dr Amandine Roux en 2014 2%/ et étudié plus tard pour la complexation
du Mn",®® |e ligand de [Mn3] a été développé durant la thése du Dr Raphaél Gillet en 2017 2! enfin
le ligand de [Mn4] a été développé par le Dr Maryame Sy durant sa thése en 2021.1*% Pour ces 3
complexes, appelés ici complexes de la premiére génération, la valeur de leur potentiel redox (vs

électrode SCE) est donnée a la Figure 75.
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Figure 75 : Potentiels redox de la premiére génération de complexe Mn'-bispidine et du complexe Min1 dans les mémes
conditions. ImM de complexe dans le tampon MOPS (50mM) a pH 7,5 ; vitesse de balayage 100 mV.s; électrode de
travail : carbone vitreux, contre électrode : platine, électrode de référence : électrode saturée au calomel ; balayage de
positif a négatif.

Le premier point a souligner est que les complexes [MnLys] et [Mn3] sont électro-actifs et
présentent des systémes quasi-réversibles Mn""" lors d’un balayage entre -0,7 et 1,1 V vs SCE avec une
vitesse de balayage de 100 mV/s. Ce qui n’est pas le cas du complexe [Mn4], qui ne présente pas
d’électro-activité dans cette région avec cette vitesse de balayage. Le second point est le fait d’avoir
acceés au potentiel redox de [MnLys] et [Mn3] qui sont respectivement de 0,494 V vs SCE et 0,388 V vs
SCE. Ces potentiels sont cependant trop élevés par rapport a la plupart des potentiels redox mesurés
dans les organelles qui varient de —150 mV vs électrode normal a hydrogéne pour les espaces
extracellulaires, -250 mV vs électrode normal a hydrogene pour les mitochondries, le cytoplasme et le
noyau.l2%72%! ||s sont également nettement supérieurs a ceux des couples rédox biologiques, des
producteurs de ROS, des principaux facteurs de transcription et des messagers secondaires redox
actifs.?%”! |Is sont également supérieurs & celui de [Mn1] qui, rappelons-le, présente une activité
catalytique pour la dismutation du superoxyde. C’est sur la base de [Mn1] que nous nous sommes
inspirés pour concevoir de nouvelles bispidines. Pr C. Policar et ses collaborateurs ont montré que la
combinaison de groupements 1-méthylimidazole et phénolate conduisait a un abaissement des

potentiels redox.16¢! [167]
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A partir de ces résultats, une nouvelle génération de bispidine a été développée au cours de
cette thése (Figure 76) pour la complexation du Mn"" qui vise & étudier I'influence des groupements
1-méthylimidazole, phénolate et carboxylate sur les propriétés des complexes de Mn"", leurs
potentiels redox et leurs relaxivités. La premiere partie de ce chapitre va se concentrer sur |'étude du

ligand bispidine pyridine phénol HsL3 et ses complexes. Les ligands HsL4 et HsL5 et leurs complexes

HO H,L4 o H,L5
(u\o H
0 N 0 0 0
HO OH
)‘\Eéﬂ)‘\OH /“\E(‘)ﬂ)‘\ '
WIS, N Na o “y Z
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seront présentés dans le chapitre 4.

OH Hsl3
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Figure 76 : Chélateurs développés durant ce projet afin de complexer le Min" et Min"". En violet les atomes donneurs
participant a la coordination de I'ion métallique.

Il. Synthése et caractérisation de HsL3 et [Mn'"L3]

Il existe plusieurs voies de synthese théoriques pour l'obtention de ce ligand. Parmi la dizaine
de voies documentées dans la littérature, cinq d’entre elles ont été testées expérimentalement faisant
intervenir : soit la synthése directe de la bispidone-phénol a partir de la 2-méthoxybenzylamine ou de
la 2-aminométhylphénol pour les deux premiéres étapes, soit une réaction de substitution nucléophile
sur l'intermédiaire bispidol-NH {intermédiaire 8} (voie 3) ou encore via une amination réductrice avec
I'intermédiaire 8 avec le 2-aminométhylphénol ou le 2-méthoxyphénylméthanamine {ou 2-
méthoxybenzyleamine} (respectivement voies 4 et 5). Une seule a permis d’obtenir le produit final. Jai
choisi de consacrer quelques pages a deux “voies échecs” que je trouvais intéressantes pour finir par
une troisieme voie qui nous a permis d’obtenir le ligand final. Seule cette derniére voie de synthése
sera détaillée entierement, la description des voies qui n‘ont pas abouties se focalisera sur les étapes

qui ont bloquées I'aboutissement de la synthése globale.

La premiére voie qui a été privilégiée était de partir du précurseur P2 avec un groupement
méthyle en position N3 afin d’effectuer ensuite une réaction de Mannich avec le 2-

méthoxybenzylamine qui contient un phénol protégé sous forme de méthoxy (Figure 77).
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Figure 77 : Premiére voie supposée de HsL3. En pointillé les étapes non effectuées.

La premiere étape est la formation du précurseur dans les mémes conditions que décrites au
chapitre Il avec P1. Le précurseur P2 précipite sous la forme d’une poudre blanche et aucune
purification supplémentaire n’est nécessaire. La deuxiéme étape est également une condensation de
Mannich conduisant a l'intermédiaire 20. De la méme maniére, celui-ci est obtenu pur par
précipitation et sera utilisé ainsi sans purification supplémentaire. Lintermédiaire 20 a été confirmé
par toutes les techniques de caractérisation classiques (RMN *H, 13C et spectrométrie de masse). Mais
cette bispidone a aussi été cristallisée sous la forme de monocristaux et la structure cristallographique
est présentée a la Figure 78. Cette structure confirme la conformation chaise-chaise de la bispidone

avec une distance N3---N7 de 2,933 A.

Figure 78 : structure RX de l'intermédiaire 20 et distance N3---N7, azote, oxygene, carbone.
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La troisieme étape est la réduction de la cétone. Celle-ci a été plus difficile que prévue car
I'utilisation de NaBHs dans les conditions classiques (MeOH, -78°C; 0,4 équivalent) ! conduit
simultanément a la réduction d’un et/ou deux fonctions esters en plus de la cétone centrale en (9.
Devant I'impossibilité de contrbler cette réaction de réduction avec NaBH,, plusieurs réducteurs plus
doux ont été testés dont NaBH,(TFA),, (TFA : trifluoroacetic acid) qui est préparé in situ. C’est donc a

partir de cette voie qu’il a été possible d’obtenir I'intermédiaire 21 pure.

La quatrieme étape est la déprotection du phénol. Celle-ci se fait avec le tribromure de bore
(BBrs) qui est le réactif classique de déprotection de phénol (protégé sous forme la forme d’un
méthoxy) dans la littérature.!?*! Cependant cette voie de déprotection n’est pas possible a mettre en
place ici car I'intermédiaire 21 n’est soluble que dans le méthanol (précipitation dans le DCM). Le BBr;
n’‘est pas stable dans le méthanol, un solvant protique menant a la formation instantanée d’acide
borique et d’acide bromhydrique. Cette voie a donc été mise en “standby” pour cause de problémes

de solubilité.

Concernant la seconde voie, il s’agit d’utiliser dés la seconde réaction de Mannich un motif 2-
aminométhylphénol (Figure 79) afin d’éviter les problemes de déprotection. Cette voie a été limitée
par la synthese du réactif 2-aminométhylphénol que nous avons cherché a synthétiser du fait de son
prix tres colteux. Pour l'obtention de ce substituant 2-aminométhylphénol, nous avons cherché a
effectuer une réaction d’hydrogénation catalytique d’un dérivé nitrile en amine primaire avec du
palladium sur charbon (Figure 79).122% 'obtention du composé souhaité a été mise en évidence par
RMN !H par la présence d’un pic caractéristigue du CH, a 4.07 ppm (CDCl;, 400 MHz) et en
spectrométrie de masse avec un pic a m/z = 124.02 correspondant a l'ion [M + H]* Toutefois, la
purification sur gel de silice doit étre optimisée. Devant le succes d’une autre voie étudiée en parallele

(voie 3 ci-dessous), cette voie n’a pas été menée a son terme.
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Figure 79 : Seconde voie supposée de Hsl3.

La voie de synthese finalement adoptée pour la synthése de HsL3 est décrite a la Figure 80.

O ~
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Figure 80 : Voie de synthése de HsL3, DIPEA : N,N-Diisopropylethylamine.
i Synthése de P2
La synthése commence avec le précurseur P2 (pipéridone) qui est issu de la premiére réaction
de Mannich.?* || est obtenu par réaction de condensation du diméthyle 1,3-acetonedicarboxylate
avec la 2-pyridine carboxyaldehyde en présence de méthylamine dans le méthanol a O°C. Le

précurseur P2 dans le méthanol existe sous 2 formes tautomeres a savoir cétone et énol. Ces deux

101 |Page



formes se présentent sous un mélange de diastéréoisomeéres a savoir cis et trans. Dans un mélange

donné on a donc 4 formes : Cis-énol, Cis-cétone, Trans-énol et Trans-cétone (Figure 81).

(0]
3 R3
Ar l}l Ar
R1
Enol Cétone

Figure 81 : Equilibre céto-énolique de P2, R! = CHs, R? = CO,CHs, Ar = Pyridine.

Les proportions de ces isomeres dépendent du temps auquel le mélange est laissé dans le
méthanol. En général le produit est récolté sous deux jours. Le premier jour les formes majoritaires
sont : Cis-énol (30%) et Cis-cétone (57%) ; le deuxieme jour les formes majoritaires sont : Trans-énol
(19%) et Trans-cétone (64%). Ces pourcentages sont donnés a titre indicatif car ils correspondent a un
instant t du milieu, celui-ci étant en constante évolution. Cependant une tendance est présente et l'on
sait que plus le précurseur P2 est dans un solvant protique plus les formes trans sont favorisées. Nous
avons par la suite vérifié si le mélange enrichi en formes cis majoritaire ou celui enrichi en formes trans
impactait la formation de la bispidone et surtout, le rendement de composé en configuration cis et
conformation chaise-chaise. Afin de vérifier cela, nous avons lancé 2 condensations paralléles (toutes
les conditions expérimentales étant identiques par ailleurs) sur deux lots distincts. Le premier contient
majoritairement les formes cis récoltées le 1*" jour et le deuxiéme des formes trans récoltées le 2nd
jour. Le résultat est trés surprenant car nous avons obtenu la méme molécule finale avec le méme
rendement (60%), a savoir une bispidone avec les pyridines en position équatoriale et un bicycle en
conformation chaise-chaise. Cela veut dire qu’avec un mélange ou les formes trans sont majoritaires,
il y a une inversion de configuration avec ouverture de cycle. Nous avons donc démontré par cette
expérience que la configuration de la bispidone finale ainsi que son rendement ne sont pas influencés
par la composition du mélange des précurseurs P2. Ceci était également évoqué dans la littérature
ancienne mais aucuns faits expérimentaux n’avaient été donnés pour appuyer cette hypothése.?% En
conséquence, nous avons par la suite travaillé avec des mélanges d’isomeres de configuration de

compositions distinctes.

ii. Synthése de HsL3
La seconde étape est aussi une condensation de Mannich conduisant a I'intermédiaire 6. De la
méme maniere, celui-ci est obtenu sous forme de poudre et sera utilisé sans purification

supplémentaire.

La réduction de cet intermédiaire 6 n’est pas aisée car il faut un nombre tres faible

d’équivalents de NaBH.. La réduction des fonctions esters en hémiacétal ou en alcool est observée
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dans le cas ou NaBH, est en excés. Il faut souligner que le nombre d’équivalents n’est pas fixe et varie
d’un lot de 6 a un autre (de 0,2 équivalents a 0,8 équivalents avec une moyenne a 0,5 équivalent). La
réaction de réduction est donc systématiquement suivie par RMN *H en plus des plagues CCM. De
plus, cette réduction conduit a la formation de 2 diastéréoisomeres (OH en avant vers les pyridyles ou
en arriere) systématiquement. Nous avons toutefois choisi de ne pas purifier cet intermédiaire 7 mais
plutdt de déprotéger les deux diastéréoisomeéres puis les séparer par colonne chromatographique, afin

de limiter la perte de produit.

Ainsi, la troisieme étape est la déprotection de I'amine qui se fait classiquement avec |'acide
trifluoroacétique et qui conduit toujours a des rendements supérieurs a 80%. A l'issus de cette
déprotection, les deux diastéréoisomeres sont séparés par chromatographie sur silice, seul

I'intermédiaire 8 (composé majoritaire) est utilisé pour la suite.

L'acétate de 2-bromométhylphényle utilisé pour la substitution nucléophile a été synthétisé en

deux étapes selon le protocole décrit dans la littérature (Figure 82).1212

r

; e
e N o 4 XNéN CN Br
cCly, A
OAc

OAc
90%

o-tolyl acétate N-Bromosuccinimide Azobisisobutyronitrile acétate de 2-bromométhylphényle

Figure 82 : Voie de synthése décrite de I'acétate de 2-bromométhylphényle.

La substitution nucléophile est effectuée dans I'éthanol avec la DIPEA au lieu des conditions
classiques (acétonitrile, carbonate de potassium) afin d’améliorer la solubilité et d’améliorer le
rendement. A l'issus de cette réaction, le produit obtenu n’est pas celui avec le phénol protégé sous
forme d’acétate mais le phénol libre. En effet, le mélange contenant 9 a été analysé par MALDI sur
plusieurs lots différents et on n‘observe jamais une autre masse que celle de 9 ; la RMN H est trés en
accord avec ces résultats. Deux hypothéses peuvent expliquer cette déprotection : soit les probables
traces d’eau présentes dans I'’éthanol et I'exces de DIPEA suffisent a déprotéger le phénol, soit la
déprotection est causée par une quantité catalytique de chlorure d'éthanoyle possiblement issue de

la synthése du substituant.?'3!

Une saponification des esters méthyliques avec LiOH est ensuite effectuée pour conduire au
produit final HsL3. Il est possible d’obtenir plus de 500 mg de produit en une fois avec cette voie de

synthese.

iii. Caractérisation de HsL3 et de quelques intermédiaires clés
Le spectre RMN H de I'intermédiaire 6 (Spectre 9) a une signature similaire a celle de la
bispidone 1 décrite au chapitre précédent, avec le méthyle (1,93 ppm) en N3, et confirme I'obtention
d’un composé symétrique avec les pyridyles en cis.
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Spectre 9 : RMIN 1H de 6 (CDCl5, 400 MHz, 25°C)

Cet intermédiaire 6 a aussi été cristallisé pour caractériser la structure en diffraction aux rayons
X. On peut souligner que la distance N3---N7 de 2,922 A qui est trés similaire & celle mesurée pour

I'intermédiaire 20. Cela démontre la rigidité de ces systémes (Figure 83).

Figure 83 : structure RX de l'intermédiaire 6 et distance N3---N7 ; azote, oxygéne, carbone.

Le spectre RMN H de I'intermédiaire 8 (Spectre 10) a quasiment la méme signature que la

bispidone 6, sans le groupement protecteur 1,4-diméthoxybenzylamine. La conformation chaise-
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chaise, la position des pyridyles en position équatoriale, la stéréochimie de la réduction (épimeére syn)

a été confirmées par RMN NOESY.
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Spectre 10 : RMN 1H de 8 (MeOD, 400 MHz, 25°C), diastéréoisomere d’intérét.
Cet intermédiaire 8 a aussi été cristallisé pour caractériser la structure en diffractométrie des
rayons X. On remarque ici une distance N3---N7 (2,769 A) plus courte par rapport a I'intermédiaire 20
et 6 (Figure 84). Cela pourrait s’expliquer par la nouvelle orientation des pyridines pointant cette fois-

ci vers la cavité (d Npyr-—-Npyr =
aussi par le manque de substituant en N7 qui pourrait contribuer a diminuer la distance N3---N7.

4,841 A) ce qui n’était pas le cas pour les intermédiaires 20 et 6. Mais

Figure 84 : structure RX de l'intermédiaire 8, azote, oxygéne, carbone.
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Le spectre RMN H de HsL3 (Spectre 11) comprend un set de 13 signaux assez simple a analyser.

La région aromatique comprend le motif classique de la bispidine-pyridine en plus du groupement

.
substitué.
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Spectre 11 : RMIN 1H de HsL3 (MeOD, 400 MHz, 25°C). Les pics secondaires sont une autre forme de protonation.

La conformation chaise-chaise, la position des pyridyles en position équatoriale, la

stéréochimie de la réduction (épimére syn) ont été confirmées par RMN COSY *H-H. En particulier,

nous pouvons observer des couplages scalaires #J en W entre les protons 2 et 8 (ou 4 et 6) (Spectre

12). Jai choisi de ne pas discuter les données RMN NOESY ou ROESY car la structure RX de

I'intermédiaire 8 confirme I'orientation du proton de réduction.
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Spectre 12 : RMN COSY 'H-'H de H3L3 (MeOD, 500 MHz, 25°C).

i.  Synthése de [Mn"L3]
La synthese du complexe débute par le mélange du ligand et MnCl, dans l'eau, par la suite le

pH est fixé a 7,4 et le milieu est porté a 50°C pour 10 min (Figure 85).

HO
HO

~0,C

MnCl, ~

H,0/pH 7.4 Mni--N

50°C/ 10 min =N
95% N1 | o

0

HT N

H
MnL3

Figure 85 : Synthese du complexe [MnL3].

Le suivi de la réaction est effectué par HPLC sur colonne de phase inverse C18 (H,0/MeOH), le
pH de la solution injectée est ajusté a nouveau a 7,4 si nécessaire pour le ligand libre et le complexe.
La méthode est détaillée dans la partie expérimentale. Une fois la disparition compléte du ligand
observée (Figure 86), le complexe est purifié avec la méme méthode par chromatographie flash sur
colonne C18. Le complexe est isolé sous la forme d’une poudre aprés évaporation du solvant avec un
rendement de 95%. L'analyse élémentaire révele que le complexe est obtenu sous la forme [MnHL3]Li,

H20.
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Figure 86 : HPLC de L3 et [MnL3] a pH 7,4.

ii.  Caractérisation de [Mn"L3]

A l'issus des synthéses de nos complexes nous avons pris I’habitude de faire une tentative de
spectre RMN pour apporter une caractérisation supplémentaire (méme s’il s’agit d’'une espéce
paramagnétique). Habituellement les spectres RMN sont faits dans le D,O, mais nous n’avons jamais
réussi a avoir de résultats intéressants (que ce soit le Mn" ou le Tb"). A la suite d’études trés récentes
que nous avons effectuées sur I'espéce [Mn"L3], nous nous sommes tournés vers le méthanol
(Chapitre 3— VI : Etude de [Mn"'L3]). C’est donc 3 partir de |3 que nous avons décidé de refaire tous les
spectres RMN de nos complexes de Mn" dans CDsOD. Dans le cas de [Mn"L3], nous avons eu des
résultats trés encourageants (Spectre 13). Le spectre RMN proton seul est tres difficile a interpréter ;

la RMN 2D COSY 'H-'H a été d’une aide indispensable (Spectre 14).
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Spectre 13 : RMIN 1H de [Mn"L3] (MeOD, 25°C, 400 MHz).

Tous les signaux n’‘ont pas pu étre attribués, la région des aromatiques est tres complexe.
Néanmoins, la plupart des pics ont pu étre assignés, mettant en évidence la présence de deux espéces
1 une espéce paramagnétique dont les signaux sont tres larges et une espéce diamagnétique en
proportion trés minoritaire mais dont les signaux sont trés résolus et, par conséquent, les couplages
intenses. En comparant les déplacements chimiques a ceux d’autres complexes de bispidine, nous
pouvons supposer qu’il s'agit d’'un complexe diamagnétique avec le ligand HsL3, possiblement lié a la
présence d’un sel diamagnétique pendant notre synthése (impureté du MnCl,, verrerie...). A I'issu de
I'attribution des signaux via la RMN 2D, il nous a été possible d’observer la tache de corrélation
correspondant au couplage W entre les protons H2/4 et H6/8, caractéristique de la conformation

chaise-chaise du complexe en solution (Spectre 14).
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Spectre 14 : RMN COSY 1H-1H de [Mn"L3] montrant le couplage W entre H6/8.x et H2/4.
Le complexe [Mn"L3] a été confirmé en spectrométrie de masse (ESI) par le Pr Clotilde Policar
et son équipe en mode positif et mode négatif (Figure 87). C’'est une premiére pour nos complexes de

Mn", car nos équipements ne nous permettent pas d’obtenir des résultats pertinents de ces complexes.
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Figure 87 : Spectre de masse de [Mn"L3].
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lll. Etudes potentiométrique, spectrophotométrique et relaxométrique de
HsL3, [Zn"L3] et [Mn"L3]

Le but de cette étude est d’investiguer la protonation du ligand et la stabilité
thermodynamique des complexes de Zn" et Mn". Le choix du Zn" comme métal de comparaison repose
sur la similarité chimique de ce dernier avec le Mn" et sur son abondance dans les systémes
biologiques. Le Zn" se présente donc comme le compétiteur le plus important de Mn'". Pour les mémes
raisons les études potentiométriques du complexe de Ca" ont aussi été effectuées, mais ne seront pas

présentés ici.

Les titrages potentiométriques, relaxométriques (globalement toutes les études
relaxométrique) et le traitement des données de ce chapitre ont été fait sous la direction de ma co-
directrice de thése, Dr Eva Jakab Toth (CBM — Orléans). Les titrages spectrophotométriques direct en
mode automatique et le traitement des données ont été fait sous la direction du Dr Mourad Elhabiri
(LIMA — Strasbourg). Enfin, les titrages spectrophotométriques en batch et |le traitement des données
ont été fait avec les équipements de I'équipe sous la supervision de ma directrice de thése, Dr Aline

Nonat (IPHC — Strasbourg).

i.  Titrage de HsL3 (Figure 88)

Le ligand HsL3 présente cing sites de protonation, les sites de protonation des pyridines ont
généralement des logKy trop bas pour étre mesurés dans les conditions des titrages potentiométriques
(2 < pH<12)."2 |3 premiére protonation du systéme est a logKi1= 11,45(2) que I'on attribue a une des
deux amines tertiaires, la seconde ayant un logKy hors de la gamme d’étude. La seconde protonation
a logKu, = 9,51(3) est celle du phénolate (le logku du phénolate libre est a 10,0).2* La troisiéme
protonation est a logKus = 3,93(4) que l'on attribue a un acide carboxylique. Enfin, la derniére
protonation du ligand se situe a logKus = 2,26(4) attribuée a I'un des acides carboxyliques présent
(Figure 88). Ces valeurs sont en accord avec les schémas de protonation décrit trés récemment avec

d’autres bispidines. %1
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Figure 88 : (a) Courbe de distribution des espeéces relatives a L3, (b) courbe de titrage potentiométrique de L3.

ii. Titrage de [Mn"L3] et [Zn"L3]
Quelques points importants a souligner :
<> Concernant le complexe de zinc, le complexe de stoechiométrie Zn : L (1 : 1) étudié

dans les conditions de la potentiométrie précipite a partir de pH 3 jusqu’a pH 10. Il n’'est donc pas

possible d’effectuer des mesures potentiométriques sur ce mélange.

<> Concernant le complexe de manganese, la cinétique de formation de celui-ci est lente
et évidemment dépendante du pH. A pH 4 [tampon diméthyle pipérazine — 50 mM] il faut environ
2h30 pour atteindre I'équilibre, a pH 5 [tampon N-méthyle pipérazine — 50 mM] il faut 1h40 et a pH 6
[acide 2-(N-morpholino) éthanesulfonique — MES — 50 mM] il faut 40 min a 25°C (Figure 89). Un titrage

direct ne peut étre effectué, nous avons fait le choix de faire des batchs entre pH 2 et 7.
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——pH 4
9.0
8.5
a
» 80}
—
=
— 75
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6.5 L ty =3 min
60 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
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Figure 89 : Cinétique de formation du complexe [Mn"L3] a différents pH suivis par relaxométrie. La premiére mesure : to =3
min.

Les batchs de la gamme pH 2 a 4, apres 24h d’agitation a température ambiante nous avons
observé un précipité blanc non identifié. De plus, au-dessus de pH 10 il y a un précipité brun qui se
forme a cette concentration dans les batchs. En résumé, il n'est pas possible d’effectuer de titrage

potentiométrique du complexe de manganése afin d’en déterminer la constante de stabilité. Afin de
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compléter ces études, des études spectrophotométriques de HsL3, [Zn"L3] et [Mn"L3] ont également

été réalisées.

i Titrage de HsL3
Avant de titrer les complexes, nous nous sommes intéressés dans un premier temps au ligand
libre. Le spectre possede une bande d’absorption centrée vers 262 nm caractéristique des cycles

pyridines due aux transitions wt-n*.[*?

Concernant le phénol, il est tres important de distinguer la forme phénol et la forme phénolate
qui ont des spectres d’absorption différents : deux bandes de transition centrées vers 238 nm et 290
nm sont caractéristiques du phénolate (220-400 nm)."?** La Figure 90 montre les spectres d’absorption
du phénol et de I'anion phénolate dans l'eau. Les trois premiéres transitions électroniques sont
montrées pour la forme basique tandis que la méme gamme spectrale couvre les deux premiéres
transitions électroniques de la forme acide. D’une maniére générale, les transitions électroniques de
la forme phénol sont décalées vers le bleu par rapport a la transition électronique de la forme

phénolate.l?’> Cependant, leur position peut varier en fonction du ligand et de la présence d’un métal.

Sy
S‘l ’f ‘\
‘o 1 '
o ' \
’ \ [ '
2 7 ' / | Forme acide
'S, ! \
v === Forme basique
\
El \
2
0
<
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0 T | ' | ' | ' \ '
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Figure 90 : Spectre d'absorption du phénol (-) et de I'anion phénolate (- -) dans I'eau : forme acide pH = 6 et forme basique
pH = 12.

Concernant les titrages spectrophométriques directe en automatique de HslL3 et ses
complexes, nous avons fait le choix d’ajouter 2% de méthanol, qui solubilise le ligand a n’importe quel
pH afin d’éviter la précipitation de celui-ci aux pH acides. Le dosage et les spectres reconstitués sont

présentés a la Figure 91.
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Figure 91 : (a) Dosage spectrophotométrique de L3 en fonction du pH. (b) Spectres calculés des espéces de L3.

Le spectre d’absorption montre une évolution hyperchrome (lorsque le pH augmente jusqu’a
pH 10,8) des bandes de transition du phénolate comme décrit dans la littérature (L =238 nmet A =
290 nm). Tandis qu’une évolution hypochrome de la bande des pyridines (A = 262 nm) est observée
lorsque le pH augmente. Dans la gamme 2 < pH < 11 on mesure deux constantes, logKx: = 9,36(2) et

logKu2 = 3,55(1), qui respectivement appartiennent au phénolate et a un carboxylate.

Ces résultats sont en accord avec le titrage potentiométrique du ligand, qui lui permet de
déterminer les deux valeurs de logKu: = 9,51(3) et logKn, = 3,93(4) ainsi que deux constantes de
protonation supplémentaires dans la gamme de pH 2 a 12. Les valeurs ainsi que la distribution des

especes sont représentées a la Figure 92.

100 11 100
H213 b HaL3
uv 1.0 Potentiométrie
80 [NaClyl= 0,1 M 80 L [Tliach‘)iijl: 0,15M .
C"Ej”d: e 109 a Ciigang™ 2MM HL3
Vt= 40 mL - G 21
T=25°C s Hals
@ 60 2% MeOH 238nm - 0.8 £ 60
8 2 B
& 0.7 < =
K 1 £ log Ky,= 11.45(2)
R © = 11,
=40 F log K,,,>10.8 z 40 e 1)
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Iog KH3: 3.55(1) 2 o KH3_ 226(4)
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Figure 92 : (a) Distribution des espéces de L3 déterminée par UV, les points expérimentaux et son ajustement mathématique
a 238 nm. (b) Distribution des especes de L3 déterminée par potentiométrie.
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Figure 93 : Ligands de comparaison.

En comparant HsL3 avec d’autres ligands bispidines publiés récemment a savoir Learbo €t Lphosp
(Figure 93) Y on voit une forte similarité sur le schéma de protonation. Avec une premiére constante
de protonation basique correspondant a une amine tertiaire, puis une seconde constante de
protonation dépendante du type de substituant en N7 et enfin un ou deux acides carboxyliques en C1

et C5 (Tableau 12).

Tableau 12 : Comparatif de constante de protonation.

L3 Lohosp Learbo
logKi 11,45(2)  11,15(1)  9,54(4)
logKi2 9,51(3) 7,35(3)  5,11(6)
logKis 3,93(4) 3,78(4)  2,99(6)
logKua 2,26(4) 3,02(3) -

S logKii 25,1 25,6 17,64

ii. Titrage de [Zn"L3] et [Mn"L3] 4 pH 7,06
Avant de titrer les complexes en fonction du pH nous avons voulu commencer par un titrage
plus simple afin de déterminer les constantes apparentes des complexes a pH 7,06. Ici seul le nombre
d’équivalents de métal est varié. Toutes ces mesures ont été effectuées dans le tampon [Tris] = 50 mM
a pH 7,06. A I'échelle des concentrations spectrophométriques aucune précipitation n’est observée

pour les deux complexes. A pH 7,06 le ligand est tres largement sous la forme diprotoné.

a. [Zn"L3] (Figure 94)

Dans le cas du Zn'", on observe trés clairement I'évolution hyperchrome des bandes du
phénolate et des pyridines, caractéristique de la coordination (Figure 94 a et b). On peut souligner,
qu’aprés ajout d’'un équivalent de métal on a déja formé plus de 98% du complexe, avec un plateau
obtenu a 1,25 équivalents de métal (Figure 94 c). A pH 7,06, on peut en conclure que le systéme est
trés stable, ce qui est confirmé par cette distribution trés abrupte. Avec une constante apparente
logKape = 7,6(9), il aurait été intéressant de refaire ce titrage avec un pH plus bas (5-6) afin de

déstabiliser d’avantage le systeme. Néanmoins, cela n’a pas été dans nos priorités.
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Figure 94 : (a) Titrage UV du ligand H,L3 en fonction de la concentration de zinc(ll). (b) Spectres calculés des espéces H,L3 et
[ZnL3]. (c) Distribution des espeéces en fonction des équivalents de métal, les points expérimentaux et l'ajustement
mathématique a 237 nm (vert).

b. [Mn"L3] (Figure 95)

Le titrage du complexe de Mn'" a été fait en batch, étant donné que la formation du complexe
a température ambiante n’est pas instantanée. Les mesures sont effectuées 30 minutes apres I'ajout
du métal dans la solution de ligand. L'évolution des spectres d’absorption UV-visibles en fonction de
I'ajout de Mn" est trés similaire a ce qui a été observé pour le Zn" (Figure 95 a). De plus, les spectres
d’absorption des complexes (Figure 95 b) sont trés similaires, ce qui fait conclure a un méme mode de
coordination pour le Mn" et le Zn". La différence entre les deux systémes réside dans la stabilité
thermodynamique a pH 7,06. Pour [Mn"'L3], celle-ci est de logKape = 5,5(1), qui est inférieur a celle de
[Zn"L3] & pH 7,06. Cela se traduit sur le diagramme de distribution de [Mn'"'L3], ol pour atteindre 98%

de complexe il faut au moins 2 équivalents de métal (Figure 95 c).
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Figure 95 : (a) Titrage UV du ligand en fonction de la concentration du métal. (b) Spectres calculés des espéces L3 et
[Mn"L3]. (c) Distribution des espéces en fonction des équivalents de métal, les points expérimentaux et I'ajustement
mathématique a 237 nm.

ii.  Titrage de [Zn"L3] et [Mn"L3] en fonction du pH

Connaissant les constantes apparentes, nous allons pouvoir sereinement effectuer les titrages

des complexes en fonction du pH dans la méme gamme que le ligand libre (2 < pH < 11).

a. [Zn"L3] (Figure 96)

Le titrage direct en mode automatique du complexe de Zn" en fonction du pH a été effectué

entre pH 2,6 et 11. Les données sont présentées a la Figure 96.
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Figure 96 : (A) Titrage direct UV de [ZnL3] en fonction du pH. (B) Spectres calculés des espéces. (C) Distribution des especes
en fonction du pH, les points expérimentaux et I'ajustement mathématique a 237 nm.

Les spectres obtenus peuvent étre déconvolués en 2 especes majoritaires : [ZnHL3] et [ZnL3].
Les valeurs de constantes obtenues sont les suivantes : logKzn3 = 18,47(5) et logKznuis = 4,31(4) Apres

analyse des données, nous notons les points suivants :

. Avec I'augmentation du pH, on voit que I'on forme une espece du complexe protoné
dans laquelle le phénol n’intervient pas dans la coordination du métal. C’est seulement a partir de pH
4,31 que I'on voit distinctement les bandes du phénolate intervenir, ce qui permet de conclure que le
logKy = 4,31(4) mesuré ici est celui du phénolate.

. On observe une diminution de l'absorbance de la bande des pyridines avec
l'augmentation du pH. Cette évolution hypochrome de la bande de transition des pyridines est
caractéristique de la disparition de I'espece HsL3 avec I'augmentation du pH.

. La constante de stabilité thermodynamique est logKz.3 = 18,47(5) ce qui est similaire
a d’autres complexes de Zn" avec des ligands bispidine puisque des valeurs entre 14 et 18 ont été
Obtenues.[12'88'91’216]

° Enfin, on peut remonter a une constante apparente calculée afin de pouvoir la

comparer a celle obtenue expérimentalement via I’équation (10) de Ringbom.?*”]

(ol

Kapp = Kformelle * o g * g
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Avec Kapp, la constante apparente et a les coefficients de Ringbom.

. On calcule une constante apparente a pH 7,06 : logKapp(cal) = 6,58 ce qui est en accord

avec la constante déterminée expérimentalement a pH 7,06 : logKapp(exp) = 7,6(9).

b. [Mn"L3] (Figure 97)

Comme pour le titrage a pH fixe, le dosage du Mn" est aussi réalisé en batch avec les temps
d’attentes nécessaires afin d’atteindre I'équilibre du systéme. De pH 2 a 4 il faut 3h pour atteindre
I'équilibre, de pH 4 a 5 il faut 1h40 et de pH 5 a 6 il faut 40 min a 25°C et de pH 6-7 il faut 10 min. Les
variations des transitions électroniques en présence de Mn'" sont trés similaires a celles observées en
présence de Zn". Elles sont représentées aux Figure 97 a et b. Les données ont été analysées avec le

méme modele et ont permises de déterminer une constante de stabilité formelle de logKuniz = 16,2(1).
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Figure 97 : (A) Titrage direct UV de [Mn"L3] en fonction du pH. (B) Spectres calculés des espéces. (C) Distribution des espéces
en fonction du pH, les points expérimentaux et I'ajustement mathématique a 237 nm.

Toutefois ces données doivent étre prises avec précaution car une légere déviation de la ligne
de base est observée au fil du titrage. Connaissant les problemes de solubilité, cela est probablement
d{ a une précipitation partielle méme si elle n’est pas visible a I'ceil nu. Cette déviation (diffusion) se

traduit par une grande incertitude sur les valeurs des epsilons théoriques calculées.

En recalculant la constante apparente via la constante de stabilité formelle obtenue a pH 7,06,
la valeur logKapp(cal) = 4,68 ce qui est cohérent par rapport a la valeur expérimentale logKapp(exp) =

5,5(1).
119 |Page




i. Titrage en rq

La complexation du Mn" peut étre également monitorée par la mesure du temps de relaxation
longitudinale d’une solution L : M de stoechiométrie 1 :1 en fonction du pH. En effet, la disparition de
Iion libre Mn" et la formation du complexe [Mn"L3] se traduit par un abaissement significatif de la
relaxivité. Les relaxivités ont été déterminées dans des échantillons batchs, une fois I'’équilibre atteint
dans chacun des échantillons. Cette courbe de titrage relaxométrique en fonction du pH a été analysée
pour calculer la constante de stabilité thermodynamique du complexe [Mn'L3], en tenant compte des
constantes de protonation du ligand (Figure 88). La constante obtenue est de logKwvnis = 14.9(2) (Figure
98), une valeur plus basse que ce que l'on obtient par le titrage spectrophométrique UV-visible,

toutefois les deux titrages sont en accord.

MnL3 165
80 |- +46.0
r,=3,91mm7s?
0 60 |- logKini3 = 14,9(2) 155 &
3 c=1,86 mM g
(e}
4 60 MHz £
50 -
40 25°C =
4.5
20 |
4.0
0 L 1 L 1 n L
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Figure 98 : Superposition des courbes de distribution déterminées par potentiométrie et titrage relaxométrique longitudinal
(r1) et son ajustement mathématique de [Mn"L3] en fonction du pH.

Si 'on compare les complexes manganése ou de zinc a quelques exemples de bispidines de la
littérature, dans le cas de [Zn"L4] on mesure une constante de protonation que nous avons attribué a
un acide carboxylique non lié (Tableau 13). En comparant les stabilités thermodynamiques de [Mn'L3]
et [Zn"L3] & d’autres types de ligands tels que [Mn"PyC3A] &, [Mn"PC2A-EA] % ou des bispidines tels

que [Mn"Learbo] €t [MNn"Lohosp] Y (Figure 99) on voit que celles-ci sont plutdt élevées.
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Figure 99 : Structure des ligands.

Tableau 13 : Récapitulatif de constantes obtenues par potentiométrie (violet), par UV (rouge) et par relaxométrie (noir). (@
Cm=Cr=10"m;pPH 7,4.

L3 Lohosp Learbo PyC3A  PC2A-EA
logKu1 11,45(2) 11,15(1)  9,54(4) 10,16 11,34
logKu, 9,51(3) 7,35(3) 5,11(6) 6,39 8,93
9,352(8)
logKns 3,93(4) 3,78(4) 2,99(6) 3,13 6,91
3,55(1)
logKna 2,26(4) 3,02(3) - - 1,91
logKwn 16,2(1) 13,723)  11,26(4) 14,14 19,01
14,9(2)
logKnmnht - 5,31(2) 3,20(3) 2,43 6,88
logKmnnat - 3,90(1) - 2,50
logKzn. 18,47(5) 16,54(4)  13,72(2) - ;
logKznnL 4,31(4) 5,43(3) 3,26(1) - -
logKznhaL - 3,39(2) - - -
pMnl! 7,52 7,28 7,06 8,17 9,27
pZnt? 8,66 8,76 8,29 - -
Kapp(MnL) (exp) pH 7 5,5(1)
Kapp(MnL) (calc) pH 7 4,68
Kapp(znt) (exp) pH 7 7,6(9)
Kapp(znL) (calc) pH 7 6,58
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IV. Etude relaxométrique et mesure de I'inertie cinétique de [Mn'L3]

i Suivi par relaxométrie
La dissociation des complexes dans les milieux biologiques peut se produire de différentes
fagons : la dissociation spontanée, acido-catalysée, métallo-assistée ou via un ligand compétiteur.[2*¢
Afin de comprendre comment les complexes se dissocient, des expériences de transmétallation avec
un cation compétiteur sont réalisées a différents pH. Les études sont faites en tres large exces d’ion
métallique compétiteur afin de s’affranchir des variations de concentrations et de se placer dans des
conditions de pseudo premier ordre. Dans ces conditions, la vitesse de la dissociation s’exprime telle

que:

d[MnL
AL elnte (@)

Avec [MnL]; la concentration totale de complexe a un temps t.
Pour ces études, le cation Zn'" a été choisi, car étant un compétiteur direct du cation Mn" dans
les milieux biologiques. Diverses voies vers la dissociation du complexe de Mn'" sont possibles, elles ne

sont pas toutes impliquées et dépendent du systéme (Figure 100).

ZnL%" + Mn?* ZnL2" + Mn2* + H*
\
k3 k,
Kwviniz Knnwi Knnkat
MnLZn*" —— MnL2" HMnL3™" - H,MnL*"

& ® ky

Mn2* + L7 Mn?* + HLI™ Mn2* + H,L2 "

Figure 100 : schéma général des processus de dissociation potentiels des complexes de Mn?*.

La constante de dissociation observée peut étre exprimée en fonction des constantes de

vitesse caractérisant les différentes voies de dissociation :

+ +12 2+ 2+ +
kobs — k0+k1[H ]+k2[H ] +k3[Zn ]+k4[Zn ][H ] (10)

1+KmnHL[HT [+ KMnaLEMnH, L[HY]? +KMnznL[Zn? Y]

Avec les constantes de vitesse telles que :
ko : dissociation spontanée.
ki : de dissociation du complexe monoprotoné.

k, : de dissociation proton-assistée du complexe monoprotoné.
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ks : de dissociation métallo-assistée.
ks : de dissociation métallo-assistée du complexe protoné.
Knmntt, Kvnraw €t Kvnizn : constantes de protonation des especes [MnHL], [MnHsL] et [MnLZn].

Durant I'étude, le complexe [Mn"L3] a été mis en présence de 50 équivalents de Zn" 3 37°C. La
dissociation du complexe a été suivie par relaxométrie a différents pH dans le temps. Notons que
I'augmentation de relaxivité traduit la hausse de la concentration du manganese libre. Les courbes ont
été traitées sur MATLAB afin d’en obtenir les meilleurs ajustements mathématiques pour accéder aux
kobs et le temps de demi-vie (dans le cas d’'un pseudo premier ordre, ti2 = In(2)/kobs). A 50 équivalents
de Zn"et a pH 3 on mesure un temps de demi-vie de 10 min, a pH 3,49 on mesure un temps de demi-

vie de 19,2 min et a pH 6 on mesure un temps de demi-vie de 20,3h (Figure 101).
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Figure 101 : Variation du temps de relaxation transversale de [Mn"L3] (c = 1,1 mM ;| =0,1 M NaCl; 37°C ; 60 MHz) en
fonction du temps, en présence de 50 équivalents de Zn". pH3-3,49 : tampon diméthyle pipérazine — 50 mM ; pH6 : MES — 50
mM. Les points correspondent aux valeurs expérimentales et les courbes aux ajustement mathématiques des données
expérimentales.

En comparaison [MnLys] : a pH 6 et 50 équivalents de zinc on ne mesure pas de relargage de
manganése libre.!®¥ Nous ne savions pas si I'inertie cinétique serait plus faible par rapport a d’autres
bispidine ¥ 2 mais afin d’abaisser le potentiel redox afin de stabiliser d’avantage le degré d’oxydation
manganese (IIl) cela est nécessaire.

Tableau 14 : Constante de vitesse de pseudo-premier ordre (kops) et temps de demi-vie de [Mn"L3] (c=1,1 mM ;1 =0,1 M

NaCl; 37°C; 60 MHz) en fonction du temps, en présence de 50 équivalents de Zn". pH3-3,49 : tampon diméthyle pipérazine
-50mM ; pH 6 : MES —50 mM.

kobs (S_l) / t1/2 kobs (SJ) / t1/2 kobs (5_1) / t1/2
pH 3,01 pH 3,49 pH 6,02
1,15 103/ 10 min ‘ 6,0 10*/19,2 min 9,510°/20,3 h

Si 'on compare la dissociation de [Mn"L3] & d’autres complexes de manganése a pH 6 avec 50

équivalents de zinc on voit que le complexe a un temps de demi-vie correct (Tableau 15).
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Tableau 15 : Temps de demi-vie des différents complexes de manganése avec 50 équivalents de zinc a 37°C. pdd : pas de
dissociation. ¢ = ImM.

[Mn"L3] [Mn"Lyys] 9 [Mn"PyC3A] ¥ [Mn'"PC2A-EA] 2

tye 20,3h pdd 17,1 min 54,4h

ii. Suivi par LC MRM

Nous avons eu l'occasion durant ce projet d’effectuer des mesures d’inertie cinétique et
stabilité de HsL3 et [Mn'"L3] a différents pH et dans le plasma humain suivi par LC MRM (Liquid
Chromatography Multiple Reaction Monitoring). Ces expériences ont été réalisées par la société PCBIS,
dans le cadre d’un projet de maturation de la SATT Connectus (société d’accélération de transfert de

technologie. Les résultats sont présentés a la Figure 102.
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Figure 102 : Suivi de la stabilité de L3 et l'inertie cinétique de [MnL3] dans différentes conditions : (a) différents pH, (b)
plasma humain.

Le ligand et le complexe ont été exposés a de pH trés acides, pH 1 et 3. Pour le ligand, aucune
dégradation n’est constatée a pH 1 ou 3 a une concentration de 1 pM, il est donc stable. Concernant
le complexe, a pH 1 on mesure un relargage de métal a partir de 5h + 1, a pH 3 on mesure un relargage
de métal a partir de 362h + 32. A pH 3 on constate qu’il y a une influence du Zn" dans la dissociation
du complexe [Mn"L3] avec un ti;; = 10 min a 37°C avec un concentration de complexe a 1,1 mM. La
stabilité du ligand et du complexe a enfin été étudiées dans le plasma humain, aucune évolution n’est
observée sur une période de 50 h, ce qui est trés prometteur pour une potentielle utilisation en tant
gu’agent de contraste. En comparaison concernant [MnLys] a pH 1 pour 1 mM de complexe on a un

temps de demi-vie de 1,5h.8
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Tableau 16 : Récapitulatif des résultats de stabilité de L3 et d’inertie cinétique [Mn"L3] par LC MRM et par suivi
relaxométrique. [a] : par LC MRM, [b] : par relaxométrie.

Conditions tstabilite (j) — L3 Tinertefa] /% 1 — [Mn"L3]
1 uM ; 20-23°C; HCl pH 1% Stable, >> 7 5h + 1
1 uM ; 20-23°C; HCl pH 35 Stable, >> 7 362h + 32
1,1 mM ; 37°C; pH 3; 50 eq Zn" I°! Stable 10 min
1,1 mM ; 37°C; pH 6; 50 eq Zn" ! Stable 20,3 h
1 uM, 37°C; plasma humain [ Stable Inerte

Pour rappel, le potentiel des agents de contraste a accélérer la relaxation des protons des
molécules d’eau environnantes est mesuré par leur relaxivité (r1). Cette derniére se définie comme
I'augmentation paramagnétique de la vitesse de relaxation longitudinale (1/T1), normalisée par la
concentration (mM) de l'agent de contraste, et dépend de plusieurs parameétres tels que la

température ou le champ magnétique.

i Mesure de relaxivité
En complément de ces mesures, la relaxivité longitudinale (r1) du complexe [Mn'L3] a été
mesurée a 60 MHz a 25°C dans l'eau afin de caractériser son efficacité en tant qu’agent de contraste
IRM et de la comparer aux autres systémes de la littérature. La relaxivité de [Mn"L3] est de 3,91 mM"
51, Afin de positionner [Mn"L3], nous I'avons comparé aux systémes a base de manganése les plus
récents tel que [Mn"PyC3A] B4, [Mn"PC2A-EA] 53], [MnL,s] 8% (28] et 'agent de contraste le plus utilisé

en routine a base de gadolinium le Dotarem 2*! (Figure 103).
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Figure 103 : Relaxivité de [Mn"L3], comparée & d'autres complexes monohydratés existants données en mM-1s1a 60 MHz,
pH 7 dans I'eau a 25°C.

Le complexe [Mn"L3] posséde un trés bon positionnement, se situant au-dessus des autres
complexes de manganeése (hors bispidine). Cette relaxivité s’explique dans un premier temps par la
présence d’au moins une molécule d’eau dans la premiere sphére de coordination. De plus, les
fonctions carboxylates non-coordinantes peuvent augmenter la relaxivité par des liaisons hydrogene
avec des molécules d’eau en “seconde sphére”. La différence de relaxivité de [Mn"L3] et [Mn'"Lis] peut
notamment s’expliquer par la présence du motif lysine a I'origine de liaisons hydrogénes intra et/ou
intermoléculaire, ainsi augmentant la contribution du mécanisme de deuxieme sphére. Les complexes
de bispidines sont structurellement différents des autres complexes, les facteurs pouvant expliquer la
relaxivité supérieure des complexes de bispidine sont avant tout leur poids moléculaire plus élevé,
donc un temps de rotation corrélationnel plus long, ainsi que la contribution du mécanisme de

relaxation de deuxieme sphére.

ii. Mesure de RMN de 'oxygene 17
En 2013, Caravan et al. ont montré qu’il est possible d’estimer le nombre de molécule d’eau
(q) dans la premiére sphére de coordination du cation Mn" dans un complexe a partir des temps de
relaxation transversale de I’'’0 (avec une erreur ~20%) a condition qu’on puisse voir un maximum sur
la courbe de 1/T, vs température. ?2% Pour effectuer des mesures de RMN de I'*70, il faut enrichir la
solution aqueuse avec du H,O et mesurer les temps de relaxation transversale a différentes

températures. LU'équation 11 nous permet par la suite d’estimer le nombre d’hydratation g.

[

TZmax
= 11
510 an

Avec r°,, maximum de la relaxivité transversale de ’
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Dans le cas de [Mn"L3] r°ma = 439 mMs, En appliquant I'équation 11, on a g = 0,9. En
considérant une erreur de 20% on peut conclure qu’il y a une seule molécule d’eau dans la premiére
sphére de coordination de [Mn"L3] (Figure 104), en complet accord avec la valeur de la relaxivité de

H.
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Figure 104 : Mesure de la relaxivité transversale de I'oxygéene 17 de [Mn"L3] en fonction de la température. | = 0,15 M
(NaCl) ; c=4,317 mM.

iii. Mesure profil NMRD et les parameétres gouvernants la relaxivité
Le profil NMRD correspond a la variation des relaxivités longitudinales avec la fréquence
Larmor du proton et présente pour [Mn"L3] une allure classique des complexes de Mn" monohydratés
et de petites tailles. La relaxivité du complexe diminue en passant de 25°C a 37°C. Ceci démontre que
la relaxivité est limitée par le temps de rotation corrélationnelle (t:) du complexe et non par la vitesse

d’échange de la molécule d’eau dans la premiére sphére de coordination(Figure 105).122!

11 A B -
@ 25°C 170 e fit
10 ——Fit37°C ® Exp
9 @ 37°C 168
— fit 25°C

r, (mMis?

0.01 0.1

1 10 100 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6
v 'H (MHz) 1000/T (1/K)

Figure 105 : (A) Mesure du profil NMRD de [Mn"L3] a 25°C et 37°C. | = 0,15 M (NaCl) ; ¢ = 1,1 mM. (B) Mesure de la
relaxivité transversale réduite de 170 (400 MHz) de [Mn"L3] en fonction de la température. | = 0,15 M (NaCl) ; ¢ = 4,317 mM.
Les points correspondent aux valeurs expérimentales et les lignes aux ajustements mathématiques des données
expérimentales.

Les profils NMRD et les temps de relaxation transversale de Y0 ont été analysés ensemble
selon la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan de la relaxation paramagnétique. Dans cet

ajustement mathématique, plusieurs parametres ont été calculés, comme la constante de vitesse
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(kex®®), 'enthalpie (AH?) et I'entropie (AS”) de I'échange d’eau, la constante de couplage scalaire de
I'Y”0 (Ao/h) le temps de corrélation (712%8) et I'énergie d’activation (E.) de la rotation, et les paramétres
caractérisant la relaxation électronique, comme le temps de corrélation (7.,2%) et I'énergie (A?) du zéro
field splitting. Dans le fit, nous n’avons pas inclus de contribution de la deuxieme sphere. Il est probable
que les molécules d’eau dans la deuxieme sphére, essentiellement autour des carboxylates non-
coordinants, contribuent aussi a la relaxivité totale, néanmoins, cette contribution est assez difficile a
estimer. Il faut noter que le fait de ne pas inclure la relaxivité de 2" sphére dans I'analyse conduit a

une (probablement légére) surestimation du z:+2%%.

Le complexe [Mn'"L3] présente un temps de corrélation rotationnelle t.4 = 93(3) ps, une valeur
qui reste raisonnable pour la taille du complexe (Tableau 17). Le faible écart de relaxivité observé entre
[Mn"L3] et [Mn"HLys] est dO 3 la légére différence dans la dynamique de rotation des deux complexes
(liée a leur différent poids moléculaire), mais également a une plus importante contribution de la

deuxiéme sphére pour [Mn"HLys] grace au substituant L-lysine (Tableau 17).

2% sont directement

Les constantes de vitesse d’échange de l'eau en premiére sphére, kex
obtenues a partir des vitesses de relaxation transversale réduites de O, pour [Mn"L3] ke?*® = 1,8 x
107 s, Parmi les quatre complexes discutés ici on peut voir que [Mn"HLys] 8 et Mn"Learmo °Y ont des
kex®®® trés proches, respectivement 5,1 x 107 s et 5,5 x 107 s tandis que pour [Mn"L3] I'échange est
plus lent, mais reste ~1 ordre de grandeur plus rapide que pour [Mn"Lgnosp] °Y (kex?®® = 0,12 x 107 s%).
Cette différence peut étre liée a la taille du substituant en N7 (Figure 106), qui est plus encombrant
dans le cas du Mn"L3, ainsi limitant 'entrée d’une deuxiéme molécule d’eau dans un processus
associatif d’échange d’eau. Dans tous les cas, cette vitesse est suffisamment élevée pour ne pas avoir

d’influence sur la relaxivité car c’est le temps de corrélation rotationnelle qui est limitant pour ces

systemes.
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Tableau 17 : Paramétres obtenus a partir des ajustements mathématiques des mesures 70 et profil NMRD.

Mn'L3 Mn"Learbo ®Y Mn"Lohosp Y Mn"HLy, &8
ri(mM™.s1)/60 MHz/25°C 3,91 3,66 431 4,14
M (g.mol?) 577,53 529,45 565,41 600,57
kex®® (107 s1) 1,8 (2) 5,5(1) 0,12(1) 5,1(7)
AH? (kJ.mol?) 20,3(5) 14,9 (4) 25,7(7) 10,6 (1)
AS* (kJ.mol?) -38(3) -96,7 -42(2) -62(8)
E (k).mol?) 25,0(2) 20(1) 19(1) 22(1)
72% (ps) 93(3) 89(2) 92(2) 100(5)
7°% (ps) 25(2) 17(1) 22(1) 24(10)
A’(107° s2) 0,62(9) 1,64(9) 0,35(1) 0,8(1)
Ao/h (10° rad.s?) 36(1) 33,2(2) 30,0(2) 28,0(1)
HO;O Kto HO\P//SOH i NH,
7 7 C "o T,

N (0} [0} N o

(0} N (e} (0}
HO OH HO OH HO OH HO OH
OH OH OH OH
N N iy, | x | e N "y, | S | AN N oy, | x | o N ""'////l x
U N O R P O NN
L3 Learbo Lphcnsp I'Iys

Figure 106 : L3 et les ligands discutés.

En effet, I'entropie d’activation AS* permet d’avoir une information sur le mécanisme
d’échange des molécules d’eau. Lorsque cette derniere est positive, le processus tend vers un
mécanisme dissociatif ol le départ de la molécule d’eau liée au métal se fait avant I'arrivée d’une autre
molécule d’eau. Inversement, lorsque I'entropie d’activation est négative, le mécanisme tend vers un
mécanisme associatif et le départ de la molécule d’eau liée au métal se fait aprés l'arrivée d’une autre
molécule d’eau. Cependant, il faut noter que l'erreur est toujours assez importante sur la valeur
d’entropie déterminée & partir des données de RMN de 0. Néanmoins, la valeur de I'entropie
d’activation AS* de [Mn"L3] est fortement négative {-38(3) kl.mol™}, tout comme les trois autres
complexes (Tableau 17) et indique avec certitude un mécanisme d’échange d’eau associatif. C’est ce
qui est généralement attendu avec des complexes de Mn' hexadentate ol le mode d’activation du
mécanisme d’échange passe par un état de transition au nombre de coordination de sept tandis qu’un
mécanisme dissociatif impliquerait un état de transition avec un nombre de coordination de 5, ce qui

est moins probable.??2

129 |Page



V. Potentiel redox et stabilité thermodynamique théorique de [Mn'"'L3]

Pour développer une sonde redox IRM a base de manganese plusieurs conditions doivent étre
réunies. Tout d’abord, le systeme doit avoir un potentiel redox suffisamment bas pour permettre
I'existence des états d’oxydation Mn" et Mn". De plus, le systétme redox doit étre réversible ou a
minima quasi-réversible. Ces propriétés ont été étudiées par voltampérométrie cyclique en

collaboration avec I'équipe du Pr Clotilde Policar (ENS Paris).

Le potentiel redox de [MnL3] est de E;/> = 306 mV vs ESC avec un potentiel de réduction Ereq =
226 mV et un potentiel d’'oxydation Eox = 363 mV. Le AE =137 mV on a donc un systéme quasi-réversible
dans le cas de [MnL3] (Figure 107-A/B). Le potentiel a demi-vague (E1/2) est la moyenne du potentiel

du pic anodique et le pic cathodique.

A B
20 N I Mn™ 20 N
De0,7Va-0,2V Mn"—= Mn De0,7Va-0,2V
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Figure 107 : (A) Voltampérogramme enregistré pour [MnL3]. (B) Voltampérogramme enregistré pour [MnL3] a différentes
vitesses de balayage. (C) Influence de la vitesse de balayage puissance 1/2 sur ipq. * : suivi de la vague d’oxydation du
manganeése libre.

Un autre critére permettant de vérifier la réversibilité du systeme est la relation du systeme i

ouU ipa = f(V¥/2).22%! Dans le cas de [MnL3] on a une linéarité (Figure 107-C) avec un R? = 0,99997, on a

ici un réversible.

Dans le cas de [MnL3], on peut voir une sonde vague d’oxydation semblant indiquer du
manganese libre. Cette hypothese a été confirmée en effectuant le voltampérogramme de MnCl; dans

les mémes conditions (Figure 108).
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Figure 108 : Voltampérogramme de MnCl,.

La premiere hypothése qui a été exploré est le fait qu’il restait du manganese libre dans la

poudre de complexe a suite de la purification. Mais cette hypothése a rapidement été écartée car si

I'on analyse le temps de rétention du complexe [Mn"L3], celui-ci élut au bout de 15 min. La méthode

que nous utilisons consiste a commencer la purification avec 100% d’eau durant les 5 premiéres

minutes puis augmenter progressivement le pourcentage de méthanol jusqu’a 100% les 10 minutes

suivant. Il est difficile de penser que du manganese libre persiste dans ces conditions. La seconde

hypothése semblant plus cohérente est que durant le processus d’oxydation du degré d’oxydation +lI

a +lllil y est un relargage de manganese libre. Afin de confirmer cette supposition, nous avons ajouté

0,5 équivalent de MnCl, dans la solution contenant le complexe 1-1 et comme attendu nous avons

obtenu une trés forte augmentation de la vague d’oxydation liée au manganese libre (Figure 109). En

mesurant les aires de la vague d’oxydation du manganése libre nous avons pu déterminer 3,7% de

manganese libre au bout de 3 cycles oxydation-réduction du complexe [MnL3] (Figure 109).
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Figure 109 : Voltampérogramme de [MnL3] avec et sans ajout de 0,5 équivalent de MnCl,.

A partir de ce potentiel redox et connaissant la constante de stabilité du complexe de Mn" on

peut remonter 3 la stabilité thermodynamique théorique du complexe de Mn"

13.1224

via I'équation 12 et

2.303RT Kyn3L
log(

E'(Mn?PL) = E° (Mn?P®) - ——

) a2

KMnZL
Soit

—E'+ E° (Mn?1®)
~ 2303RT
Kymn3r = 10 ne Kynz,  (13)

Avec R la constante des gaz parfait 8,31 JK*mol™?; F la constante de Faraday 96485,3 C.mol?*; T=298,15
K ; la constante de stabilité du complexe [Mn"L3] Kmnu = 10'%2; e potentiel redox du complexe [MnL3]
E’ (Mn?3L) = 0,306 V vs SCE ; le potentiel standard du couple Mn?3 E° (Mn??3) = 1,266 V vs SCE. Ce qui

permet de déterminer une constante de stabilité du complexe de [Mn"'L3] : Kyngu = 103243,

Cette stabilité théorique peut étre comparés a diverses stabilités déterminées pour d’autres
complexes de manganése existant dans la littérature tels que: [Mn(JED)],!**¥ [Mn(HBED)],*3%
[Mn(EDTA)],2%! [Mn(HBET)],1*3¢! [Mn(CyHBET-NO,)],*3¢ [Mn(NOTA)],12%®! [Mn(15-pyN30,)] 2?1 ou
encore [Mn(15-pyNs)].??”) Les données ont été regroupées dans le Tableau 18 ol I'on peut voir que
[MnL3] est plutot bien placé par rapport a différents complexes existant que ce soit des chaines

linéaires ou macrocycliques.
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Tableau 18 : Comparatif des potentiels redox et des stabilités thermodynamiques de différents complexes de Mn"/ par
rapport a différent complexes de manganése existants avec des ligands a chaine linaire ou macrocyclique.

Mn-complexe E1/2 (V vs SCE) Systéme rédox Mn'" logk Mn" logk
[MnL3] 0,306 Réversible 16,2 32,43
[Mn(HBED)] -0,091 Irréversible 6,3 29,4
[Mn(JED)] 0,22 Irréversible 10,8 28,6
[Mn(CyHBET-NO3)] 0,329 Irréversible 10,1 26,0
[Mn(HBET)] 0,219 Irréversible 8,0 25,7
[Mn(NOTA)] 0,50 Réversible 10,5 23,6
[Mn(EDTA)] 0,81 Irréversible 10,5 22,5
[Mn(15-pyNs)] 0,89 Quasi-réversible 7,7 14,2
[Mn(15-pyN303)] 0,79 Quasi-réversible 5,2 13,3

VI. Etude de [Mn"'L3]

Pour commencer ce paragraphe, il est important de souligner que ces études sur le Mn au
degré d’oxydation +lIl sont fortement exploratoires. Dans la littérature, peu d’études s’intéressent au
degré d’oxydation +lIl en comparaison des complexes de Mn", d{ a 'instabilité du Mn"" en solution.2%®!
La premiere chose que nous nous sommes demandés est : comment former et isoler ces complexes

de Mn""' ? La premiére partie va donc étre consacrée 3 la formation du complexe de Mn"

. Cette partie
a été bien plus difficile que ce que nous pensions. Trois voies de formation différentes ont été explorées
; elles n‘ont pas toutes fonctionnés mais je trouvais intéressant de les présenter brievement dans cette

partie. Ensuite, différentes techniques de caractérisation ont été envisagées.

i Premiere voie de formation

La premiére voie de formation du complexe de Mn'"

a été inspirée d’'un protocole de la
littérature. (3 || s’agit de mélanger a une solution aqueuse de ligand a pH 7,4 une poudre de MnFs

afin de former le complexe correspondant (Figure 110).
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Figure 110 : Premieére voie de formation du complexe [Mn"'L3].

La complexation a été suivie par HPLC sur colonne phase inverse C18, dans les conditions
classiques (H,0/CH30H). Au bout de 30 min, il ne restait plus de ligand de départ. La comparaison des
temps de rétention du ligand HsL3, [Mn'"L3] et de ce nouveau complexe (Mn"'L3) dans les mémes

conditions (pH 7,4 ; méme conditions HPLC) est montrée a la Figure 111.
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Figure 111 : Temps de rétention de L3, [Mn"L3] et [Mn"'L3].

Une fois la complexation terminée, nous avons effectué une purification sur FPLC et isolé la
poudre pour en effectuer I'analyse élémentaire. La suite du travail a été de confirmer I'état d’oxydation.
Pour cela, nous avons mesuré le profil NMRD de la poudre de complexe a pH 7, 25°C. Nous avons
directement comparé les profils NMRD de [Mn"L3] et de ce nouveau complexe « [Mn"L3] » (Figure

112).
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Figure 112 : Profil NMRD de [Mn"L3] et [Mn"'L3] dans I'eau a pH 7 ; 25°C; ¢ = 1,31 mM.

Le résultat ne nous convainc pas car les deux profils NMRD se superposent. Cela est trés
improbable car les spins électroniques (S) sont différents pour les deux degrés d’oxydation (a haut

spin : S(Mn") =5/2 et S(Mn") = 2).

La relaxivité de sphére interne est liée au parametre Tim (le temps de relaxation longitudinale
du proton d’une molécule d’eau dans I’hypothése d’une coordination infinie de cette molécule d’eau),
lequel subit des variations en fonction du champ magnétique décrites par les équations de Solomon-

Bloembergen (13) :17®

1 2y7g*ugS(S + 1) 3T¢1 TT¢2 (14)
Tim 15 (Tynn)® 1+ wfts) A+ witl,

Avec:

- S le nombre quantique de spin électronique

- v le rapport gyromagnétique nucléaire du proton

- Ug le magnéton de Bohr

- g le facteur de Landé pour I'électron libre

- rmnn la distance entre le spin nucléaire | (du proton) et le spin électronique S (du métal)
- w et ws les fréquences de Larmor pour le proton et I'électron (ws = 658 w))

- T (i = 1,2) le temps de corrélation relatif a la dynamique du couplage S-I

Il faut souligner que dans la littérature, tous les profils NMRD connus pour la forme Mn"
concernent les complexes de porphyrine, pour lesquels les relaxivités sont généralement considérées

« anomaliques », dues a leur structure et leur relaxation électronique particuliéres. Les profils NMRD
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des Mn"" porphyrines sont trés différents des profils Mn", car ils présentent en général une bosse a
haut champ, méme si la position de cette bosse et sa valeur maximale varient beaucoup en fonction

de la structure de porphyrine.??”

Les hypothéses les plus probables sont, d’'une part, que le complexe synthétisé [Mn'"'L3] ne
soit pas stable en solution aqueuse ou que, d’autre part, la poudre de MnF; ait subi une dismutation

pour obtenir du Mn" (sous la forme hydratée) et Mn" (sous la forme MnO,).

ii. Deuxieme voie de formation
La seconde voie que nous avons entreprise afin de former le complexe [Mn"'L3], est d’oxyder
le complexe [Mn"L3] avec du peroxyde d’hydrogéne afin d’obtenir [Mn"L3]. Le potentiel redox du
complexe [MnL3] est de 0,306 V vs ESC, tandis que le potentiel redox du couple H,0,/H,0 est de 1,106

V vs ESC. L'oxydation a été suivie par spectroscopie UV-visible, les complexes de Mn" ayant des bandes

caractéristiques autour de 400-600 nm. 208! [230]

Avant d’oxyder [Mn"L3], nous avons voulu savoir si le ligand libre HsL3 pouvait lui aussi subir
des réactions d’oxydations, en particulier sur le motif phénol 23! La réaction d’oxydation a été
catalysée avec une peroxydase, la horseradish peroxidase (HRP). Les enzymes de types oxydase sont
connues dans la littérature pour catalyser les réactions d’oxydation avec le peroxyde
d’hydrogéne.3#2321 Toutes les oxydations seront effectuées avec 20 équivalents de H,0O;, et une

guantité catalytique d’enzyme HRP et suivies par spectroscopie d’absorption UV-visible.

a. Oxydation de HsL3

£.10" (M'em”)

tm 2

240 270 300 330 360 390 240 270 300 330
A (nm) A (nm)

Figure 113 : Suivi de I'oxydation de HsL3 dans I’HEPES (50 mM ; pH 7,4) + graphique des longueurs d’onde 241 nm et 261 nm
suivies en fonction du temps. (A) 20eq H20;, Ciigand = 0,2 mM. (B) 20eq H20;, HPR, Ciigand = 0,2 mM.

Loxydation dans les deux cas (avec ou sans HRP) montre une évolution hyperchrome
confirmant qu’une réaction a lieu dans le cas du ligand HsL3 (Figure 113). La réaction d’oxydation sans
HRP nécessite une dizaine de jours (250 h) pour s’achever tandis qu’en présence de HRP, elle est
terminée en quelques minutes (Figure 114). Nous avons essayé d’identifier les espéces issues de la
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réaction d’oxydation par spectrométrie de masse (MALDI et ESI) mais il est tres difficile d’interpréter

le spectre. Toutefois nous n’avons pas détecté la masse du ligand HsL3.

—— 250h + HRP
— 250h
—— 2 min + HRP
—— 2 min

Hepes (50 mM; pH 7,4)
Cligand = 0:2 MM

O 1 L 1 L 1 L 1 L 1 n I
240 270 300 A (nm) 330 360 390

Figure 114 : Superposition des spectres UV-visibles obtenus aprés oxydation de HsL3 par H,0, (20 équiv.) avec ou sans HRP a
2 min et 250 h.

b. Oxydation de [Mn"L3]

Loxydation du complexe de Mn' a été étudiée dans les mémes conditions que celles utilisées
pour le ligand (c=0.2 - 1 mM, 20 équivalents de H,0,, avec ou sans HRP, HEPES 50 mM, pH 7.4) (Figure
115). Loxydation de [Mn"L3] se traduit par 'apparition d’'un épaulement & 530 nm, que ce soit avec
ou sans HRP. Pour comparaison, nous pouvons citer les dérivés Mn"-porphyrine présentant une bande
d’absorption caractéristique autour de 554 nm avec un epsilon autour de 5000 M*cm™ en solution
aqueuse. 2% De plus, 'oxydation de [Mn"L3] sans HRP implique un intermédiaire non identifié que
I'on peut suivre a 432 nm (Figure 115-A). Au bout de 3h, la bande a 432 nm caractéristique de cet
intermédiaire disparait et le systeme se stabilise lentement sans atteindre I'équilibre au bout de 24h.

Loxydation de [Mn"L3] en présence de HRP est plus rapide sans état de transition (Figure 115-B).

432 nm|
o— 530 nm

Figure 115 : Suivi de I'oxydation de [Mn"L3] dans I’HEPES (50 mM ; pH 7,4) + graphique des longueurs d’onde 432 nm et 530
nm suivies en fonction du temps. (A) 20eq H305, Ccomplexe = 1 mM. (B) 20eq H0,, HPR, Ccompiexe = 1 mM.

137 |Page



Toutefois, les spectres UV-visibles obtenu en fin d’étude avec ou sans HRP ne sont pas
superposables (Figure 116), ce qui rend les études compliquées et nous a conduit a explorer une

nouvelle voie.

4.0

35| 5h + HRP
——22h
—— Mn'L3

Hepes (50 mM; pH 7,4)

Ccomplexe = 0.2 MM

€.10° (Mcm™)

500 pH 600 700 800

Figure 116 : Superposition des spectres d’oxydation de [Mn"L3] avec ou sans HRP.
iii. Troisieme voie de formation

a. Caractérisation par spectroscopie UV-visible

Avec les précédentes expériences nous avons vu que former le complexe [Mn"'L3] dans 'eau
est tres difficile. Nous avons donc fait le choix de trouver des conditions de formation du complexe en
milieu non aqueux. Plusieurs solvants ont été testés : MeCN, THF, DMSO, MeOH. Le ligand HsL3 n’est
pas soluble dans le MeCN et le THF tandis que la poudre de MnF; n’est pas soluble (ou trés peu soluble)
dans le MeCN, le THF et le DMSO. Le méthanol s’est avéré étre le meilleur compromis afin de former
le complexe [Mn"'L3]. Le complexe [Mn'"'L3] a donc été formé in situ en mélangeant une solution de
ligand dans le méthanol, ajouter de la base (NaOH,q), évaporer a sec puis remettre du méthanol et
ajouter la poudre de MnF3. La formation du complexe a été suivie par spectroscopie UV-visible (Figure
117). Nous avons comparé les complexes [Mn"L3] et [Mn"L3] dans le méthanol pur et I'on voit une
trés grande différence entre les deux, en particulier la bande caractéristique des complexes de Mn"

qui se situe entre 400-600 nm (Figure 117). Nous en avons conclu qu'’il était possible de former

[Mn"L3] dans le méthanol.
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Figure 117 : Coefficient d’extinction molaire des complexes [Mn"L3] et [Mn"L3] formés dans le méthanol.
b. Caractérisation par RMN
Tout comme le complexe [Mn"L3], nous avons essayé d’obtenir un spectre RMN du complexe

[Mn"L3] dans le méthanol deutéré (Spectre 15). La méthode de formation de complexe [Mn'"'L3] est

la méme pour I'analyse RMN et la spectroscopie UV-visible.
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Spectre 15 : RMN H de [Mn"'L3] (MeOD, 500 MHz, 25°C, c = 16 mM).

Le spectre RMN 'H de ce nouveau complexe posséde un set de 14 signaux assez bien résolus
qui peuvent étre assignés aux différents protons présents sur le ligand. Les déplacements chimiques

sont différents de ceux du ligand et également distincts de ceux obtenus préalablement pour le
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complexe de Mn'". On peut également noter une seconde espéce dont les signaux sont plus larges, trés
minoritaire qui pourrait correspondre a 5% de complexe de Mn'". ’assignation des différents pics a été
réalisée par RMN COSY, l'ordre des pics est tres cohérant avec celle du ligand libre (Spectre 16).
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Spectre 16 : RMN COSY H-H de [Mn"'L3] (MeOD, 500 MHz, 25°C, ¢ = 16 mM).

Plusieurs marqueurs de la complexation sont observés. Tout d’abord les protons du phénolate
et du CH; correspondant sont particulierement affectés. Ensuite, les protons pyridiniques (en o de
I'azote) subissent un blindage caractéristique qui est typiquement observé pour les complexes de
ligands bispidine avec du Zn" et qui avait été attribué a la rotation des pyridines dans le céne
d’anisotropie magnétique des oxygénes des acides carboxyliques.[”! Enfin, les protons H6/8.y/eq du

squelette sont également blindés et trés affectés.

Ces protons se situant dans une zone relativement bien définie pour les deux complexes
[Mn""L3] et [Mn"'L3] dans le méthanol deutéré, nous les avons utilisés comme une sonde de I'état de

spin et avons mesuré leurs temps de relaxation longitudinaux (T:) (Tableau 19).

Tableau 19 : Comparaison des temps de relaxation longitudinaux (T;) des protons H6/8 axiaux et équatoriaux dans le cas de
[Mn''L3] et [Mn"'L3]. By = 500 MHz.

T1 [Mn"L3] (ms) T1 [Mn"'L3] (ms)
HE8. 19,5 46
HS/8,, 19,5 52
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Comme attendu, les temps de relaxations de [Mn"L3] pour un méme proton sont

significativement plus courts que ceux de [Mn''L3] confirmant ainsi 'oxydation du Mn"en Mn" et le

changement de spin (S = 5/2 pour Mn" et S = 2 pour Mn"" dans le cas d’une configuration haut spin)

En conclusion de ces études exploratoires, nous avons mis en évidence deux voies d’accés aux

complexes de Mn'"-bispidine : (1) par oxydation du complexe [Mn'"L3] pour obtenir [Mn"L3]. (2) par la
synthése du complexe [Mn"L3] dans le méthanol a partir du ligand et la poudre commerciale de MnFs.
La formation du complexe dans le méthanol est la voie que nous avons privilégié pour la suite des
études. En vue de conduire des études relaxométriques, la suite des études a été de réintroduire I'eau

afin d’évaluer I'inertie cinétique du complexe.

c. Caractérisation par MALDI
Nous avons essayé d’analyser le complexe [Mn"L3] par spectrométrie de masse et, & notre
grande surprise, il a été possible d’identifier le motif isotopique caractéristique du complexe (Figure
118). Cela semblait d’autant plus compromis que nous n’arrivions pas a avoir de signal dans ces mémes
conditions d’acquisition avec les complexes de Mn" sur les différents spectrométres accessibles sur le
campus. I'ion monochargé [M+H]* est bien observé ainsi que ses adduits de sodium, toutefois il est
attendu & 557.13 g.mol™. Un décalage de +2 est observé. Malheureusement, pour des questions

pratiques le mode négatif n’est pas fonctionnel sur notre appareil pour compléter les investigations.

[M+2H]*

Intens. [a.u.]
559.04

2000

Na

1500

530.984

[M+H+Na]*

1000

581.08
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553.026

500

531.996

[M+2Na]*

525.953
L -527.976

554.033
561.119
603.140

534.988
537.001

530 540 550 560 570 580 590 600 miz

Figure 118 : Spectre de masse de [Mn"'L3].

141 |Page



La stabilité de [Mn"'L3] a été étudiée dans des solutions dans un mélange H,O/MeOH. Nous
avons choisi de mesurer l'influence de l'eau a différents pourcentages afin de déterminer si le
complexe subit des variations. Nous avons suivi différentes longueurs d’'onde a savoir 359 nm, 489 nm

et 640 nm en fonction du temps en présence d’eau (HEPES ; 50 mM ; pH 7,4) (Figure 119).

Les variations suivantes sont observées (Figure 119) :

. 5% HEPES : on observe une augmentation du coefficient d’extinction molaire (g) durant les
deux premieres heures : nous supposons qu’il puisse s’agir de la coordination d’'une molécule d’eau.
Entre 2h et 24h on a une stabilisation de la bande de transition qui aprés 24h commence a diminuer
graduellement, traduisant la disparition du [Mn"'L3].

. 20% HEPES : on observe la méme augmentation du coefficient d’extinction molaire (g); ici le
processus est plus rapide, il se fait durant les 30 premiéres minutes. Par la suite nous avons une
stabilisation de la bande de transition de 30 min a 20h, puis comme précédemment, une diminution
graduelle est observée.

. 50% HEPES : la bande est stable la premiére heure puis subit une diminution rapide.

. 100% HEPES : la diminution du coefficient d’extinction molaire est tres rapide, au bout de 5h

le signal devient difficile a suivre.
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Figure 119 : Stabilité de [Mn"L3] dans différents pourcentages de tampon HEPES et du méthanol : (a) c = 1 mM, 5% HEPES ;
(b) ¢ = 1 mM, 20% HEPES ; (c) c = 1 mM, 50% HEPES ; (d) c = 2 mM, 100% HEPES. [HEPES] = 50 mM & pH 7,4.

Un récapitulatif du suivie de la bande a 489 nm est proposé a la Figure 120.
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Figure 120 : Récapitulatif du suivi de la bande a 489 nm de [Mn"L3] en fonction du temps (Ccompiexe =1 MM (100% HEPES c =
2 mM) ; [HEPES] = 50 mM ; pH 7,4).

Cette expérience démontre I'instabilité de [Mn"'L3] dans I'eau. Nous avons voulu comprendre
vers quelle espéce tendait I'évolution de [Mn"L3] dans I'eau (Figure 121). S’agit-il de la réduction du
complexe pour conduire & [Mn'"L3] dans I'eau ou d’une autre espéce ? Pour le savoir, nous avons
préparé les complexes [Mn"L3] et [Mn"'L3] dans le méthanol a 0,2 mM, puis ajouté 20% de tampon

HEPES et suivi dans le temps (Figure 121).

14
—— Mn"L3
12 ——Mn"L3
——Mn'L3-53h
10 Mn"L3 - 53h
£8
HO
=3
2 6
-
w
4
2
0 S ) . : - i
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Figure 121 : Suivi de [Mn"L3] et [Mn"IL3] dans un mélange MeOH/ HEPES (80/20). Ccompiexe = 0,2 mM ; [HEPES] = 50 mM ; pH
7,4.

Au bout de 53h on remarque que les deux complexes tendent vers la méme espéce. Nous

avons donc supposé que le complexe [Mn"L3] est réduit en [Mn"L3].

Nous avons par la suite effectué cette méme manipulation suivi cette fois-ci par relaxométrie
afin de déterminer la tendance vers laquelle évolue le systéeme (Figure 122). Comme attendu le
systeme évolue vers les faibles temps de relaxation, nous indiquant que l'on forme une espéce

fortement paramagnétique, dans notre cas il s’agit du complexe de manganese (ll).
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Figure 122 : Suivi relaxométrique de [Mn"L3] dans un mélange MeOH,/ HEPES (80/20) en fonction du temps et son
ajustement mathématique.

VIl. Conclusion

Nous avons développé le ligand HsL3 pour abaisser le potentiel redox du complexe [Mn"/"L3],

afin de mieux stabiliser le Mn"

par rapport a la premiére génération de bispidine existante jusqu’alors.
Les propriétés physicochimiques du complexe [Mn'L3] ont été étudiées, a savoir, la stabilité
thermodynamique, 'inertie cinétique et les propriétés relaxométriques. Le complexe [Mn'"L3] s’est
révélé étre un bon candidat avec une stabilité thermodynamique a logKwunis = 16,2(1), un temps de
demi-vie de dissociation de 20,4h en présence de 50 équivalents de zinc a pH 6. Il n’est ni meilleur ni
moins bon par rapport a d’autres bispidines, notamment toute la série développée durant la thése de
Maryame Sy.!**! Le point qui nous intéresse le plus ici est son potentiel redox, qui était le plus grand

challenge de ce projet. En effet, celui-ci est nettement plus bas (Ei2 (MnL3) = 306 mV vs SCE) par

rapport a toute la premiére génération de bispidine [388 < E12(mV vs SCE) > 494].

C’est a partir de ces informations que nous avons développé le complexe [Mn''L3], nous avons
développé une voie de synthése du complexe de Mn'"-bispidine dans le méthanol. Ce complexe a pu
étre caractérisé par spectroscopie UV-visible et par RMN H. Par la suite, nous avons examiné
I'influence de I'eau sur le complexe [Mn"'L3] et c’est ainsi que nous avons pu déterminer que le
complexe n’était pas stable dans I'eau et que la quantité de I'eau et la durée d’exposition influencaient
fortement cette stabilité. Il nous faut donc améliorer la stabilisation du complexe de Mn" ; pour cela
nous avons deux possibilités : (1) substituer les pyridines par des phénolates afin de mieux stabiliser
le degré d’oxydation Mn"" (Figure 123 - C1). (2) La seconde possibilité est d’utiliser des substituants
pouvant stabiliser les deux états rédox (Figure 123 - C2 et C3) comme pour le ligand Janus (Figure 123)
qgue I'on a vu dans le chapitre 1-IlI-B. C’est une stratégie tout a fait élégante mais qui comprend aussi

des défauts, comme celui d’avoir une coordination hexadentate du ligand et aucune molécule d’eau
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pour la relaxivité. En effet, la stabilisation des deux états redox peut conduire a un systéme totalement
irréversible avec des potentiels redox trop élevés et incohérents vis-a-vis des potentiels redox du

vivant.

Janus

Figure 123 : Troisieme génération de ligand bispidine (C1, C2 et C3) afin de mieux stabiliser le Mn" et le ligand Janus.
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Chapitre 4 : Sonde redox-activée pour I’IRM
une nouvelle famille de Mn'"" - bispidine
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I. Introduction et contexte de travail

Nous avons vu dans le chapitre précédent que le nouveau complexe [Mn'L3] remplissait les
objectifs attendus, c’est-a-dire un potentiel redox plus bas que les complexes de manganése avec les
ligands de “premiere génération” : [MnLys], [Mn3] et [Mn4] (Figure 124). En revanche, le complexe de

Mn'" n’est pas suffisamment stable en solution aqueuse.

En paralléle de HsL3, nous avons développé le ligand HsL4 qui présente davantage de similarité
avec le complexe [Mn1] développé par le professeur Clotilde Policar et son équipe et qui se démarque
par la réversibilité de son systeme redox avec un potentiel a demi-vague plus bas (215 mV vs ESC).
Avec comme objectif de s’approcher de ces propriétés, nous avons introduit un motif phénolate, mais
aussi le motif 1-méthylimidazole sur les bispidines. La mise au point de la synthése des ligands HsL4 et

HsL5 et I'étude des complexes de Mn correspondants (Figure 124) fait I'objet de ce chapitre.

1°'¢ génération

Electro-inactif

MnL5 HO 2023 =]

i .EN/

2"d génération

Ey/2 =306 mV vs SCE Ey/, = ? mV vs SCE Ey/, = ? mV vs SCE —

Figure 124 : [Mn1] complexe développé par C. Policar, premiére génération et seconde génération de Mn- bispidine a la
recherche du meilleur compromis pour une sonde redox IRM activé.
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Il. Synthése et caractérisation de HsL4, HsL5, [Mn'L4] et [Mn'L5]

Ici nous ne présenterons pas de voie de synthese “échec” (méme s’il y en a eu), mais il faut

savoir que les plus grands défis des bispidine-imidazoles sont leur purification et la solubilité de

certains intermédiaires. Ces défis nous ont conduit a adopter la voie de synthese ci-dessous (Figure

125) a partir du précurseur pipéridone P3.

i.  Voie de synthése de HsL4 et HsL5
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Figure 125 : voie de synthése finale de Hs;L4 et HsL5
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La premiére et la seconde étape ont été inspirées d'un motif bispidine-1-méthylimidazole
étudié par Comba et al. en 2003 ' pour des propriétés de catalyse. La premiére étape est
classiguement une condensation de Mannich en partant de la diméthyle 1,3-acetonedicarboxylate
avec le 1-methyl-2-imidazolecarbaldehyde en présence d’acétate d'ammonium. Le précurseur P3 est
obtenu par précipitation. Ce précurseur, comme P2 se présente sous 2 formes (énol et cétone).
L'équilibre céto-énolique tend majoritairement vers la forme énol lorsque celui-ci est laissé une nuit a

précipiter dans un solvant polaire protique comme le méthanol.

La seconde étape est une condensation de Mannich effectuée avec le groupement protecteur
2,4-dimethoxybenzylamine en présence de formaldéhyde. Llintermédiaire 10 est obtenu par
précipitation et aucune purification supplémentaire n‘est effectuée. Nous avons effectué comme
précédemment deux manipulations en paralléle avec P3 majoritairement sous forme cétone (récolté
le 1°" jour) et sous la forme énol (récolté le 2" jour). La bispidone 10 obtenue est la méme dans les
deux cas (Figure 125) et les rendements de la réaction de Mannich sont tres similaires (respectivement

de 45% et 48%).

La troisieme étape est la réduction de la cétone centrale, celle-ci est particuliéerement
différente de toutes les autres bispidones car 10 est une bispidone insoluble dans le THF (le méthanol
et I'éthanol sont les solvants utilisés pour précipiter la bispidone). En effet, I'intermédiaire 10 n’est
soluble que dans le DCM (aprés essais de divers solvants) cependant la réduction ne peut étre
effectuée dans ce solvant, car le borohydrure de sodium est insoluble dans le DCM. Pour effectuer la
réduction de 10, celui-ci doit étre solubilisé dans le DCM a 40°C et ensuite le THF peut étre ajouté, puis
par la suite le borohydrure de sodium. Le rendement de cette réaction (41%) est donc limité par la
précipitation de 10 qui s’'observe petit a petit du fait de la basse température. Rendement trés difficile
a améliorer car durant la réduction on a aussi la précipitation de 10 qui s’effectue, étant a tres basse
température il est impossible de remonter la température pour resolubiliser 10. Lintermédiaire 11 est

obtenu apreés une purification par chromatographie sur gel de silice.

La quatrieme étape est la méthylation de I'amine en position N3. Celle-ci est nécessaire car
I'utilisation du précurseur N3>-méthylé dés la premiére étape réduit drastiquement les rendements. En
effet, le précurseur contenant un méthyle en N3 a été synthétisé tout autant que la bispidone. Dans
ce cas, il faut noter que, deés la premiere étape, le précurseur pipéridone est présent sous la forme de
nombreuses espéces outre les formes cis/trans-énol et cis/trans-cétone classiquement observées. Il
est supposé que cela est d0 a 'encombrement stérique des groupements méthyles des imidazoles qui
génére des conformations bloquées. De plus, la réduction de la bispidone N3-méthylé est bien plus

complexe. Nous avons donc choisi de méthyler I'intermédiaire 11 aprés la réaction de réduction.
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La méthylation pour obtenir le produit 12 se fait avec I'iodomethane en présence de carbonate
de potassium. Celui-ci est obtenu avec un rendement de 90% apres 1 nuit de réaction. Une purification
par chromatographie est nécessaire ; il faut savoir que I'imidazole n’étant pas un bon chromophore il
n'est pas aisé de purifier ce produit car on ne peut pas le détecter facilement en UV. Plusieurs
révélateurs ont été essayés, seul l'iode et une solution de FeCl; révéle les intermédiaires bispidol-
imidazole. Pour cette raison nous avons choisi de ne plus purifier le produit 12 et d’effectuer la

cinquiéme étape sans purification.

La cinquieme étape est la déprotection de I'amine en N7 pour conduire a I'intermédiaire 13.
Celle-ci a d(i étre adapté a cette famille, car les conditions classiques donnaient des rendements faibles
a modérés. Pour améliorer les rendements (95%), nous avons diminué drastiquement le nombre
d’équivalent de TFA de 130 a une dizaine d’équivalents et limité la durée de la réaction six heures

contre une nuit auparavant.

La sixieme étape est la substitution nucléophile menant a I'intermédiaire 14. Celle-ci est
effectuée avec le bromoacétate d’éthyle en présence de carbonate de potassium. Le produit est
confirmé par MALDI et RMN H, car il est assez difficile de se fier a la CCM avec la famille des imidazoles.
Une fois le produit confirmé, il est utilisé ainsi sans purification. La saponification est effectuée en une
nuit et le produit HsL5 est obtenu aprés une purification par chromatographie en phase inverse sur

C18. Il est possible d’obtenir plus de 100 mg de produit en une fois avec cette voie de synthese.

Hs;L4 est obtenu a partir de la méme voie en démarrant sa voie de synthese depuis
I'intermédiaire 13 (Figure 125). Llintermédiaire 13 est mis a réagir avec l'acétate de 2-
bromométhylphényle en présence de DIPEA (base organique) dans I'éthanol pour une nuit. Ces
conditions de substitution nucléophile nous ont permises d’améliorer la solubilité et les rendements.
La raison pour laquelle celles-ci n’ont pas été utilisé durant la voie de synthéese de HslL5 est que la DIPEA
est tres difficile a enlever. Dans notre cas, il n’est pas possible d’envisager une extraction car aprés
I'intermédiaire 13 les molécules ne sont plus solubles dans le dichlorométhane, le chloroforme ou
I'acétate d’éthyle. Le seul moyen que nous avons est donc la purification par colonne. Comme les
imidazoles sont de trés mauvais chromophores (¢ =~ 2500 M™cm™ & A = 283 nm pour HsL4), nous avons
d optimiser I'absorbance afin d’observer un signal sur notre Puriflash. Une amélioration suffisante
pour faciliter la purification a été obtenue en augmentant le chemin optique de la cellule de détection
et en acidifiant la solution injectée a pH 2. Ces conditions nous ont permis d’acquérir des

chromatogrammes pour HslL5.

Le produit 15 est obtenu sous la forme d’'un mélange de deux produits : le produit souhaité
ainsi que le produit obtenu par la transestérification des esters méthyliques en esters éthyliques

pendant la réaction dans I’éthanol. Ceci est confirmé par RMN *H et par MALDI. Ces produits ne posent
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aucun probléeme a la saponification qui se déroule trés bien pour mener au produit HsL4 sous forme
de poudre apres purification sur colonne chromatographique en phase inverse. |l est possible d’obtenir

plus de 250 mg de produit en une fois avec cette voie de synthese.

ii.  Caractérisation de HsL4 et HsL5 et quelques intermédiaires clés
Le spectre du précurseur P3 (Spectre 17) correspond a la forme majoritaire cis-cétone récoltée

le premier jour. On remarque qu’il y a des résidus de la forme énol mais qu’ils restent négligeables.
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Spectre 17 : RMIN 1H de P3 (CDCls, 400 MHz, 25°C).

Le Spectre 18, représente I'intermédiaire 10 qui a la signature d’une bispidone. La différence
a noter concerne la simplicité de la région des aromatiques par rapport aux dérivés avec les pyridines.

Le groupement protecteur 2,4-diméthoxybenzyle a la méme signature que précédemment.
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Spectre 18 : RMN H de 10 (CDCls, 400 MHz, 25°C).

Cet intermédiaire 10 a pu étre cristallisé, la structure est présentée a la Figure 126.
Contrairement aux autres bispidones, celle-ci se présente en conformation chaise-bateau avec une des
distance N3---N7 parmi les plus grande que I'on a obtenue soit 3,681 A. En moyenne les conformations
chaise-chaise présentent une distance de 2,875 A. Lorientation des azotes coordinants des 1-
méthylimidazoles est tournée vers la cavité de la bispidone ce qui n’était pas le cas avec I'équivalent

contenant des pyridines.

Figure 126 : Structure RX de l'intermédiaire 10 avec la distance N3—N7. azote, oxygéne, carbone.
Lintermédiaire 12 a lui aussi été cristallisé : ici on est en présence de la conformation chaise-

chaise hautement préorganisée, ce qui confirme I'influence des substituants sur la conformation de la
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structure. La distance N3---N7 est trés similaire aux autres systémes en conformation chaise-chaise, ici
2,694 A (Figure 127). La distance N3---N7 est plus courte par rapport & celle mesurée pour les
analogues avec des pyridines, ce qui peut s’expliquer par la taille du cycle a 5. A noter qu’ici I'alcool en

C9 est orienté vers N7.

Figure 127 : structure RX de l'intermédiaire 12 avec la distance N3—N?7. azote, oxygene, carbone.
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Les spectres des molécules finales sont pami les plus simples a dépouiller.
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Spectre 19 : RMIN 1H de H3L5 (D;0, 400 MHz, 25°C).

HO >
L]
[ ]
. 5]
L]
o N o
HO OH m
N o ., N
. | . .
[ ] \ N e Me N / i
o TN Y
ry-_,! . .
\ ) °
5| <@ X
I R e I/ e
° | 53 g
ir 3 i \
N | \_“’J A
—J m_ﬂw " J VoL , h

{

g gy 4 g d el Py
28 39 il g3 8 gn ] ]
o 5% o -2 o i o -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16

T T T T T T T T
74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40
f1 (ppm)

Spectre 20 : RMN H de HsL4 (D,0, 400 MHz, 25°C).
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a. Mn'"L4

HO

MnCl,

\4

H,0/ pH 7,4
60°C / 30 min
60%

MnL4

Figure 128 : synthése de [Mn"L4].

La complexation est effectuée classiquement (Figure 128) avec un suivi de la disparition du

ligand libre par HPLC (Figure 129). Une fois la disparition compléte du ligand observée, le complexe est

purifié avec la méme méthode par flash chromatographie avec 60% de rendement. L'analyse

élémentaire révele que le complexe est obtenu sous la forme [MnH,L4],H,0.
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Figure 129 : HPLC de L4 et [MnL4] a pH 7,4.

30

Le complexe a été caractérisé par spectrométrie de masse (ESI) par le Pr Clotilde Policar et son

équipe (Figure 130).
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Figure 130 : Spectre de masse de [Mn"L4].
b. Mn'L5
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Figure 131 : Synthése de [Mn"L5].

La synthese du complexe débute par le mélange du ligand et MnCl, dans l'eau, par la suite le
pH est fixé a 7,4 et le milieu est mis a 50°C pour 10 min avec un rendement de 95% (Figure 131). Le
suivi de la réaction est effectué par HPLC (H,0/MeOH), le pH est ajusté a nouveau a 7,4 si nécessaire
pour le ligand libre et le complexe (Figure 132). Une fois la disparition compléte du ligand observée, le
complexe est purifié avec la méme méthode par flash chromatographie. L'analyse élémentaire révele

que le complexe est obtenu sous la forme [MnH,L5]CF3;CO;H.
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Figure 132 : HPLC de L5 et [Mn"'L5] & pH 7,4.

Comme précédemment le complexe a été confirmé par spectrométrie de masse (Figure 133).
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Figure 133 : Spectre de masse de [Mn'L5].

Aucun des complexes n’a donné de spectre RMN H interprétable, que ce soit dans le D0 ou

le CH3OD.
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lll. Etudes potentiométriques, spectrophométriques et RMN de HsL4, H3L5
et les complexes

i.  Titrage de HsL4 et HsL5 (Figure 134)
Similairement au ligand HsL3, les constantes de protonation des ligands HsL4 et HsL5 ont été

déterminées par potentiométrie.

100 A 100 B
L4 H.L5 2

80 HLa 80
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D D HL5
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i it
< 40 < 40

20, 20

% 2 6 8 10 12 % 2 6 8 10
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- . y

[NaClygl =0,15 M
T=25C

Cligand =2 MM
[NaOH] = 97,5 mM

Equiv base

Figure 134 : (A) courbes de distribution des espéces de L4, (B) courbes de distribution des especes de L5 et (C) courbes
titrages des ligands L4 et L5.

Le schéma de protonation de L4 est trés similaire a celui de L3, c’est-a-dire que 'on a une
premiere protonation a logKui1 = 12,06(3) (logKn1 = 11,45(2) pour L3) attribuable a une des deux amines
tertiaires. La seconde protonation est attribuable au phénolate qui est a logKi, = 9,81(5) pour L4 (logK,
=9,51(3) pour L3). La troisieme et quatrieme protonation sont attribuées aux acides carboxyliques qui
sont respectivement a logKus = 4,78(7) et logKns = 2,32(7) pour L4 (logKus = 3,93(4) et logKns = 2,26(4)
pour L3). Contrairement a L3 et L4, L5 présente un schéma de protonation différent. En effet, dans le
cas de L5 on mesure deux constantes de protonation basiques attribuable aux deux amines tertiaires
: une premiére a logku1 = 11,26(1) et une seconde a logKy, = 10,13(1). La troisieme protonation est a
logKus = 7,99(1) que nous avons attribuée a un cycle 1-méthyleimidazole (IogK1-methylimidazole) = 6,95).123%
Enfin, on mesure deux autres constantes de protonation a logKus = 4,43(1) et logKus = 2,91(2)

attribuables a deux acides carboxyliques du systéme (Figure 134).
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L'explication la plus pertinente aux deux constantes de protonation basiques mesurables sur
L5 est une différence de conformation entre le ligand L5 et les autres (le méme phénomene est observé
dans le chapitre 2 avec le ligand HelL1). En effet, une seule constante de protonation est toujours
observée dans le cas de bispidoles en conformation chaise-chaise.®¥°°°? Dans cette conformation, le
proton de la fonction ammonium est stabilisé a I'intérieur de la cavité par des liaisons hydrogénes avec
N3, N7 et les azotes des cycles aromatiques.[*? Dans I'hypothése d’une conformation chaise-bateau
ou bateau-chaise, les deux amines (N3 et N7) sont plus éloignées et il est donc possible d’avoir une
protonation indépendante pour chaque site (Figure 135). Ce phénomeéne a déja été obtenu
récemment dans le cas d’autres bispidines a savoir Lmono €t Lpis OU il a été mesuré deux constantes de

protonations basiques associé a N3 et N7.1°%

I N I B I TR

11,45(2) 12,06(3) 11,26(1) 11,44(1) 11,37(2) 9,91(1)
9,51(3) 9,81(5) 10,13(1) 10,31(2) 10,46(2) 9,05(1)

3,93(4) 4,78(7) 7,99(1) 4,71(5) 4,65(3) 5,66(2)

logKy, 2,26(4) 2,32(7) 4,43(1) 2,76(5) 3,40(3) 3,73(2)
l0gK,s 2,91(2) 2,22(4) 2,89 2,74(1)
SlogK,, 25,1 29,0 36,7 31,5 32,93 19,44

Ho™

L ,
/l j “ 0
h OH o U"\*Eéj/km
| S | \ N
P | P K ) A P

Figure 135 : Tableau récapitulatif des constantes de protonations de L3, L4, L5, Lmono, Lbis, Liys €t le modéle schématique de la
conformation de chaque ligand.
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ii. Titrage de [Zn"L4], [Zn"L5], [Mn"L4] et [Mn"L5]
Les constantes de stabilité thermodynamiques des complexes [Mn"L4], [Zn"L4], [Mn"L5] et
[Zn"L5] ont pu étre déterminées par des études potentiométriques dans les conditions standards.
Concernant [Mn"L4], nous avons di limiter notre étude a la gamme de pH entre 2 et 9 car au-dela de

cette valeur de pH, un précipité se forme. Les courbes de dosage potentiométrique et les diagrammes

de distribution des espéces sont représentés a la Figure 136.
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Figure 136 : (A) courbes de distribution de [Mn"L4], (B) courbes de distribution de [Zn"L4], (C) courbes de titrage
potentiométriques de L4, [Mn"L4] et [Zn"L4], (D) courbes de distribution de [Mn"L5], (E) courbes de distribution de [Zn"L5]
et (F) courbes de titrage potentiométriques de L5, [Mn'L5] et [Zn"L5].

[zn"L4] (Figure 136 B et C): a la suite du titrage potentiométrique d’un mélange
stcechiométrique de L4 et de Zn" on mesure une constante globale de formation du complexe logKznis
=15,40(1). Cette valeur est dans la moyenne pour un complexe de bispidine avec le Zn" : 14 < logKzn. <

18.1128890911 | 3 premiére protonation mesurée pour le complexe [Zn"L4] est a logKzanis = 7,8(1), il s’agit
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de la protonation du phénolate. Enfin on mesure une seconde constante de protonation du systéme a

3,17(6) que nous avons attribué a un acide carboxylique non coordiné.

[Zn"L5] (Figure 136 E et F) : Le titrage débutant a pH 2 la courbe potentiométrique montre que
I'on forme plus de 50% de complexe. Aprés traitement des données, nous avons obtenu une estimation
de la constante de stabilité soit logKznis = 27,2(3). Une premiere constante de protonation est mesurée
a logKznnis = 3,4(3) que nous avons attribué a un acide carboxylique. Enfin, une derniére constante de

protonation est mesurée a logKznnais = 2,9(3) que nous avons attribuée au second acide carboxylate.

[Mn"L4] (Figure 136 A et C) : pour tous les titrages des complexes de Mn' nous commencons
toujours par étudier la cinétique de formation du complexe dans la région acide (pH 2 — 5) et neutre
afin de déterminer le mode opératoire du titrage potentiométrique a 25°C. Dans le cas de [Mn'"'L4] il
s’agit d’'une cinétique de formation rapide ; nous avons donc pu effectuer un titrage potentiométrique
en ligne. Tout comme pour le complexe [Mn'"L3], nous avons observé une précipitation aux pHs
basiques, ce qui nous a conduit a réduire la région de travail (pH entre 2 et 9). La constante de stabilité
mesurée est logKwvns = 17,28(3). Cette constante peut sembler tres élevée a premiére vue, mais en
comparant a d’autres systtmes Mn'-bispidine de la littérature: 11 < logKwn < 24,18°091.234 gn
remarque que le complexe est tout a fait dans la gamme. Cette similitude se traduit par de pMn trés
proche. Une premiére constante de protonation est mesurée a logKunuis = 4,50(4) qui a été attribuée
a un phénolate. Cette constante a été attribué au phénolate par analogie au titrage
spectrophotométrique de [Mn"L3]. Mais aussi par comparaison a [Zn"L4] contenant une constante de
protonation a 7,8(1) qui a été attribué au phénolate. Enfin, une derniéere constante de protonation est

mesurée a logKunraa = 3,82(2) que I'on attribue a un acide carboxylique.

[Mn''L5] (Figure 136 B et F) : la cinétique de formation du complexe est trés rapide dans
n‘importe quelle gamme de pH, nous avons donc effectué un titrage en ligne. Ici, on mesure une
constante de stabilité logKunis = 20,1(1). Une premiere constante de protonation est mesurée a
logKmnuis = 4,6(1) que nous avons attribué a un acide carboxylique. Enfin, une derniére constante de

protonation est mesurée a logKunnais = 3,8(1) que nous avons attribuée au second acide carboxylate.

Toutes les constantes thermodynamiques obtenues par ces dosages sont rassemblées dans le

Tableau 20.
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Figure 137 : Ligands de comparaison.

Tableau 20 : Récapitulatif des constantes thermodynamiques. En noir : titrage potentiométrique (I = 0,15 M [NaCl] ; c = 2
mM ; T = 25°C), en rouge : titrage ultra-violet (I = 0,1 M [NaCl] ; ¢ = 0,1 mM ; T = 25°C [22°C pour MnL] ; 2% MeOH) et en
violet : titrage relaxométrique (I = 0,15 M [NaCl] ; ¢ = 1,86 mM ; T = 25°C ; 60 MHz). [el cpy= ¢, = 10° M ; pH 7,4.

L3 L4 L5 Lphosp Learbo Liys
logKu 11,45(2) 12,06(3) 11,26(1)  11,15(1) 9,54(4)  11,44(1)
logKa 9,51(3) 9,81(5) 10,13(1) 7,35(3) 511(6)  10,31(2)

9,352(8)
logKs 3,93(4) 4,78(7) 7,99(1) 3,78(4) 2,99(6) 4,71(5)
3,55(1)
logKa 2,26 2,32(7) 4,43(1) 3,02(3) - 2,76(5)
logKs : : 2,91(2) s : 2,22(4)
SlogKi 25,1 29,0 36,7 25,3 17,64 31,5
logKint 16,2(1) 17,28(3) 20,1(1) 13,72(3) 11,26(4)  12,21(5)
14,9(2)

logKini - 4,50(4) 4,6(1) 5,31(2) 3,203)  10,42(3)

logKinkat - 3,82(2) 3,8(1) 3,90(1) - 3,97(4)
logKzn. 18,47(5) 15,40(1) 27,2(3) 16,54(4) 13,72(2)  15,59(3)

logKanhL 4,31(4) 7,8(1) 3,4(3) 5,43(3) 3,26(1)  10,33(2)

logKznraL - 3,17(6) 2,9(3) 3,39(2) - 3,28(1)
pMnE! 7,52 7,6 8,9 7,28 7,06 6,65
pzZn? 8,66 7,0 12,5 8,76 8,29 -

Comme on peut le voir dans le Tableau 20 les constantes de stabilité thermodynamique
de L3 et L4 avec le Mn" ou Zn" (Tableau 12) sont dans la gamme haute. L5 sort du lot avec des
constantes de stabilité thermodynamique trés élevée pour le manganeése et le zinc, mais il faut
aussi prendre en compte les constantes de protonation du ligand qui sont trés élevée (JlogKui =
36,7) ce qui tend mécaniquement les constantes de stabilité a des valeurs élevées. Cependant, on

note que L5 a une trés forte affinité pour I'ion zinc divalent.
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B. Etude relaxométrique de [Mn''L5]

Un titrage relaxométrique longitudinal (r1) a été effectué pour [Mn"L5], celui-ci confirme les
observations du titrage potentiométrique avec une formation de complexe qui débute a pH trés bas

(Figure 138). Le titrage relaxométrique longitudinal de [Mn"L4] ne sera pas présenté ici car difficile a

interpréter.
100 % =65
> MnL5
9 T
%o r,=331mM's? 46.0
80 - Q
Qo c=1,80 mM
455
° 60 MHz
» 60 25°C =
) 50+
g [NaCIaq] =0,15M »
@ T=25C =
L ) {45 E
N 40 - c=2mM R
[NaOH] =97,5 mM
440
20
- 3.5
MnH,L5 e o o
0 . 3.0
2 3 4 5 6 7 8 9

Figure 138 : Superposition des courbes de distribution déterminées par potentiométrie et titrage relaxométrique
longitudinal (r1) de [Mn"L5].

C. Titrage spectrophotométrique de [Zn'L4] et [Mn''L4]

Pour confirmer ces données, des titrages spectrophotométriques ont été réalisés sur L4 et ses
complexes. Nous avons fait le choix de ne pas étudier le ligand L5 et ses complexes car les motifs
imidazoles sont difficile a suivre par spectrophotométrie UV-visible. Contrairement aux spectres
d’absorption de la pyridine et de ses dérivés qui présentent deux bandes vers 204 nm et vers 256-270
nm 23 |es spectres de I'imidazole montrent une seule transition 7 -n* vers 205 nm.?33 La position
de cette bande d’absorption de I'imidazole est proche de la limite inférieure de longueur d’'onde pour
le domaine proche-UV, ce qui rend I'étude de cette bande difficile (Figure 139).133 Le 1-
méthylimidazole a pH 3 : Amax =208 nm, a pH 6,9 : Amax = 209 nm et 3 pH 11,0 : Amax = 210 nm.[228 Dans
le cas de HsL4 et de ses complexes, seule la seconde bande de transition centrée sur le phénolate a

290 nm a été suivie.
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Figure 139 : Spectre d’absorption UV de I'imidazole en solution aqueuse : 1,006 x 104 M a pH 3,2 (—) ; 1,025 x 10* M a pH -
6,9(...) et 1,035 x 10* M a pH 11,0 (---). Schéma issu de [228].

i.  Titrage de [Zn"L4] et [Mn"L4] a pH 7,06
Comme précédemment avec HsL3, nous avons voulu effectuer un titrage des complexes de Zn'"
et Mn" & pH fixe afin de déterminer une constante apparente et de la recalculer par la suite via la
constante formelle du titrage en fonction du pH (Figure 140). Cependant, tout ne s’est pas passé
comme nous l'aurions voulu car les variations que I'on obtient en UV via I'addition de métal ne sont

pas significatives pour le logiciel de régression non linéaire Specfit.

B
MnliLa 0 eq Mn
0.14 eq Mn

0O eq Zn
0.14eqZn

020 [Tris}= 50 mM 0.28eqZn 020 [Tris}= 513 mm 0.28 eq Mn
[NaCl,i] =0,1M 042eqzn [NaCl,;] =0,1M 0.42 eq Mn
c=0,5mM m— .55 eq Zn c=0,5mM e 0.55 eq Mn
Vi=2mL —0:69eqzn Vi 2 mL e 0.69 € M

0.5 oH7 ——0.83eqZn 015 o7 e 0,83 M1

2 T=22C Leqzn 0 T=22C 1eqMn
< WMeOH | L2Sealn) g 2% MeOH ——1.25eq Mn

1.39eqZn
—1.53eq Zn
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| — 3 €q ZN 0.05
m— 4 eq] ZN
m— 5 e ZN

1.39 eq Mn
s 1.532q Min
1.8eqMn
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(m— 3 0q M
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m— 5 eq Mn

260 280 300 320 340 360 ) 260 280

Figure 140 : Spectre d'absorption UV. (A) [Zn"L4] et (B) [Mn"L4].

Dans le cas de Hsl4 seule la seconde bande de transition du phénolate centré a 290 nm a été
suivie, la premiére bande étant plus difficile a suivre. L'évolution des deux complexes est trés similaire,
c'est-a-dire que dés l'ajout de 0,14 équivalent de métal on observe une évolution hyperchrome et
bathochrome et par la suite I’évolution est tres faible. Il nous a donc pas été possible de traiter ces

données afin d’en déterminer des constantes thermodynamiques.

ii. Titrage de [Mn'"L4] (Figure 141)

Des variations spectrales plus importantes ont été enregistrées pour le dosage en fonction du

pH d’une solution de ligand et de MnCl, dans un ratioL: M (1 : 1).
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Figure 141 : (A) courbes de titrage de [Mn"L4] en fonction du pH, (B) Courbes d'absorption UV des espéces et (C) Courbes de
distribution des espéces, les point points expérimentaux et le fit en orange. Titrage entre 2 < pH< 9.

A la suite de ce titrage spectrophométrique UV du complexe [Mn'"L4], nous déterminé une
constante de stabilité thermodynamique logKuns = 17,8(2) une valeur qui est trés cohérente avec la
constante déterminée par potentiométrie de logKwnia = 17,28(3). En suivant le schéma de protonation
du systeme on mesure une premiére constante de protonation a logKunna = 6,1(1) tandis qu’en
potentiométrie la premiére protonation n’est mesurée qu’a logKwnua = 4,50(4) que nous avions
attribué au phénolate. Une seconde constante de protonation a été déterminée a logKunnaia = 4,9(1)
gue nous avons attribué a un acide carboxylique. Il y a un décalage des constantes de protonation et
des proportions des especes du titrage spectrophotométrique par rapport au titrage
potentiométrique. Nous supposons que cela est di a la forte quantité de méthanol présent dans le

titrage spectrophotométrique (16%).

La simplicité des signaux imidazole nous a conduit a titrer les ligands HslL4, HsL5 et les

complexes de Zn'" associés par RMN.

Afin de déterminer des constantes thermodynamiques via des titrages RMN, nous avons
commencé par étudier les déplacements chimiques des signaux des ligands a pD variables. De maniere
générale, il est relativement aisé de déterminer des logKu par RMN lorsqu’il y a un échange de proton
rapide entre les différentes especes : les logKy correspondent alors aux points d’inflexions. Pour cette

étude, certaines protonations ne sont pas associées a des échanges rapides, et il est donc moins
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évident de déterminer le logKy par I'analyse directe des déplacements chimiques. Nous nous sommes
aidé des résultats obtenus via les précédents titrages potentiométriques ou encore par spectroscopie
d’absorption. Dans les cas ou il y a une ambiguité, nous avons choisi de ne pas prendre les résultats en

compte.

i Titrage de L4

Dans le cas du titrage de ce ligand, nous avons fait le choix de débuter a pD = 0 afin de
déterminer les constantes de protonation des cycles imidazoles, celles-ci n‘ayant pu étre déterminées
par potentiométrie dans la gamme de pH classique. Les valeurs de pD dans lagamme 0<pD<2eta
des valeurs de pD > 11,6 ont été calculées a partir des concentrations molaires en DCl et non mesurées
via un pH meétre. Les spectres obtenus sont représentés a la Figure 142. Cependant, dans la gamme 0
< pD<1,6ily atres peu de variations de déplacement chimique associée aux protons des imidazoles.
Cela confirme que les valeurs de logKy des cycles 1-méthylimidazoles sont inférieurs a pD 0 dans le cas
du ligand HslL4. Les protons du phénolate ne seront pas suivis, car tres difficiles a attribuer durant un

titrage en fonction du pD.

pD

12,97+
12.35+
11.08+
9.49+
7.08-
6.29+
5.334
4.254
3.234—
2.244

0.61
0.44
0.2

0

75 . 6 55 45 4 3 . 1.5
o(ppm)

Figure 142 : Titrage RMN H de L4 en fonction du pD (D,0 ; 400 MHz ; 25°C ; ¢ = 22,7 mM). Référence : acétone

Afin de tracer le déplacement chimique des signaux en fonction du pD (Figure 144), les signaux

ont été attribués tels que (Figure 143) :
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Figure 143 : Ligand HsL4.
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Figure 144 : Déplacement chimique des signaux de L4 en fonction du pD.
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Pour cette analyse, je suis parti du principe que plus le signal est proche du site de protonation
plus il sera influencé (Figure 144). En analysant les signaux du CH,, de H%%,, de H%%, et CHs; on
remarque qu’ils subissent plusieurs variations aux pD basiques. Dans la gamme 7 < pD < 12, on
remarque de tres grandes variations menant a penser gqu’il y a au minimum deux constantes de
protonation dans la région. Les protons subissant le plus de variations sont le CH, et les protons H¥%,,
et H%4 qui sont dans la région d’influence de N7 (Figure 144) : on peut donc attribuer cette protonation
pH environ 11,8 a N7. Une seconde variation basique est observée avec un point d’inflexion a pD = 10.
Nous I'avons associée au point d’inflexion a pD = 9,7 observées dans le cas des protons Hi/zimi €t CHsimi.
En faisant la moyenne de ces valeurs, on détermine pD = 9,85(2) soit pH 9,45(2) qui est cohérent avec
la seconde constante de protonation mesurée par potentiométrie a 9,81(5). Cette constante est
attribuée au phénolate. On remarque également un blindage des sighaux CH,, H®2,,, H%%,, et CH;
jusqu’a un minimum de pD = 4,1 ou on a une nouvelle hausse du déplacement chimique. Ces variations
peuvent étre attribuées a la protonation d’un des carboxylates (logK. = 4.78 par potentiométrie). Enfin,
le CH; en N3 montre un point d’inflexion a pD = 2,4 soit pH 2,0 attribuable a une protonation de la

deuxieme fonction carboxylate (logKn = 2.32 par potentiométrie).

ii. Titrage de L5
Dans le cas de HsL5, nous voulions voir s’il était possible d’assigner la valeur de logky mesurée
a 7,99(1) par potentiométrie et que nous avions hypothétiquement attribuée a un cycle 1-
méthylimidazole. Pour cela comme pour le ligand HsL4 nous avons effectué un titrage dans la gamme

0 < pD <12,66 (Figure 145).
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Figure 145 : Titrage RMN 1H de L5 en fonction du pD (D,0 ; 400 MHz ; 25°C ; ¢ = 25,0 mM). Référence : acétone

Afin de tracer le déplacement chimique des signaux en fonction du pD (Figure 147), les signaux

ont été attribués tels que (Figure 146) :

\

CHsjpyi
Figure 146 : Le ligand HsL5.

Les variations des déplacements chimiques des signaux sont représentées a la Figure 147. Seul
le CH; et H%%,, comprennent un point d’inflexion marqué autours de pD = 10 pouvant étre attribué a
une protonation d’une des deux amines tertiaires. Cette valeur correspond a la seconde protonation
du ligand déterminé par potentiométrie a 10,13(1). Un second point d’inflexion marqué est observé
dans le cas de H%%., & pD = 8,0 soit pH 7,6. A ce pD, une inflexion est observée pour toutes les courbes,
sauf celle du CH,. Ce pH de 7,6 est treés proche de la valeur mesurée par potentiométrie a 7,99(1) que
nous avions attribué a un des cycles 1-méthylimidazole. Une protonation d’un des 1-méthylimidazoles

nous a étonné car nous nous attentions a avoir un schéma de protonation relativement similaire a celui
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de HsL4. En effet, dans le cas de HslL4 les protonations des cycles 1-méthylimidazoles sont en dessous
de pH = -0,4. La seule grande différence pouvant justifier ce schéma de protonation différent (en
dehors du substituant en N7) est la conformation du bicycle. Dans le cas de Hsl4, il s’agit d’une
conformation chaise-chaise, qui contraint par répulsion électrostatique a abaisser d’avantage les
protonations des 1-méthylimidazoles. Ce n’est pas le cas de HsL5 qui est en conformation chaise-
bateau (ou bateau chaise) comme le montrent les deux constantes de protonation des amines
tertiaires. En conformation chaise-bateau (ou chaise bateau), les répulsions électrostatiques sont
moindres ce qui permet une protonation élevée d’une des deux cycles 1-méthylimidazole. Enfin, on
mesure un point d’inflexion du CH; a pD = 3,0 soit pH 2,6 qui est en accord avec une protonation

obtenue par potentiométrie a 2,91(2) (Figure 147) et avec ce qui a été observé pour HsL4.
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Figure 147 : Déplacement chimique des signaux de L5 en fonction du pD.
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iii.  Titrage et caractérisation de [Zn'"L4]
a. Titrage
Ce titrage a été fait dans le but d’assigner plus précisément la constante de protonation
mesurée par potentiométrie a 7,8(1) (Figure 148). A la suite du titrage RMN proton du complexe nous
nous sommes rendu compte que dans la méme région (6,13 < pD < 8,05) plusieurs signaux deviennent
non équivalents et le reste aprés pD = 8,05. Il était donc clair pour nous que la constante mesurée par

potentiométrie n'était pas liée a une hydrolyse du métal mais bien un changement qui s’est opéré au

sein du complexe (Figure 148).
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Figure 148 : Titrage RMN 1H de [Zn"L4] en fonction du pD (D,0 ; 400 MHz ; 25°C ; ¢ = 28,3 mM). Référence : acétone
Le point d’inflexion le plus simple a analyser pour ce titrage est a pD = 3,5(2) soit pH = 3,2(2).
Il est observé sur les courbes des protons Hi/zimi, CHzimi, CH2, H%/%,,, H®2, et CHs. Il est en parfait accord

avec la constante de protonation obtenue par potentiométrie a 3,17(6) que nous avons attribué a un

acide carboxylique (Figure 149).
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Figure 149 : Déplacement chimique des signaux de [Zn"L4] en fonction du pD

A pD = 7,8 (soit pH = 7,4), on remarque que les signaux CHsimi, CH et H%%,, et H%%, ne sont
plus équivalents. On en déduit que la déprotonation induit une rupture de symétrie du complexe et il
est possible que cette dissymétrie soit induite par la déprotonation et la coordination du phénolate ou
par la déprotonation d’un cycle 1-méthylimidazole comme précédemment observé pour le ligand L5.
Pour confirmer cette hypothese, nous avons regardé tres en détail la région aromatique afin d’y voir
une variation quelconque pouvant nous mettre sur une piste (Figure 150). En fixant la valeur de
I'intégrale des protons méthyliques en N3 a 3, nous pouvons noter que la valeur globale des intégrales
dans la région aromatique est constante et prend une valeur de 8.7(6), ce qui est en trés bon accord
avec les 8 protons aromatiques attendus. De plus, nous observons I'apparition progressive d’un signal
a 6.75 ppm, qui pourrait correspondre a un proton du cycle phénolate ou du cycle imidazolate (Figure
150). Enfin, la constante mesurée par RMN a pH = 7,4 est en bon accord avec la valeur de pH = 7,8(1)
obtenue par potentiométrie et a été attribuée au phénolate. On remarque également que le CHslié a
N3 ne subit aucune variation dans toute cette gamme. Une assignation compléte des signaux a pD =

12.6 a pu étre réalisée.
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Figure 150 : Agrandissement de la région des aromatiques du titrage de [Zn"L4]. * Signal lié au phénol. Référence : acétone

b. Caractérisation
La caractérisation complete des signaux a été effectuée par RMN COSY et HSQC (Spectre 21,
Spectre 22 et Spectre 23). Le couplage W entre H¥%, et H/*nous permet de dire que le complexe en

forme chaise-chaise (Spectre 22).
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Spectre 21 : RMN H de [Zn"L4] (pD 12,56 ; D,O ; 500 MHz ; 25°C ; ¢ = 28,3 mM).
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Spectre 22 : Couplage W en RMN COSY H-'H de [Zn"L4] (pD 12,56 ; D,0O ; 500 MHz ; 25°C ; ¢ = 28,3 mM).
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Spectre 23 : HSQC de [Zn"L4] (pD 12,56 ; D,0 ; 500 MHz ; 25°C ; ¢ = 28,3 mM). On peut voir sur le spectre la présence d’une
seconde espéce minoritaire que nous n’avons pas dépouiller car certains pics sont confondus avec ceux du complexe
majoritaire (I'espéce minoritaire pourrait étre une petite quantité de ligand).

iv.  Titrage et caractérisation de Zn'"L5

a. Titrage
pD
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Figure 151 : Titrage RMN H de [Zn"L5] en fonction du pD (D,0 ; 400 MHz ; 25°C ; ¢ = 25,0 mM). Référence : acétone
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Pour ce titrage, le ligand a été dissout dans D,0 puis le pD a été ajusté a 2,02 avant d’ajouter
le métal. Dans le cas du complexe [Zn"L5], on remarque par RMN *H qu’a pD 2,02 il y a plus de 65% du
complexe final qui est formé (Figure 151). Cela confirme les résultats obtenus via le titrage
potentiométrique avec une constante thermodynamique estimé a logKunis = 27,2. Une estimation de
la distribution des espéces peut étre obtenue. De plus, une analyse comparative des spectres RMN *H
du ligand et du complexe a pD = 2,0 et 7,6 indique I'absence de ligand et la formation d’'un complexe

sous deux états de protonation majoritaires (Figure 152).
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R l .rllLllflL[ ~ J'J,L,., J,A.,w“ o _
L5
J H - ‘ 1 ’ I, - | |
' Znl5
) Ly

T y T T 3 T T T T T T T T Y T T T T T 1 U Y T T 1 1 T 1 T y T T
78 76 74 72 0 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16

O (ppm)

Figure 152 : Spectre RMN de [Zn"L5] et L5 a pD 7,6 et 2,0. Référence : acétone

Les variations de déplacement chimiques des signaux observées sont trés faibles (Figure 153).
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Figure 153 : Déplacement chimique des signaux de [Zn"L5] en fonction du pD.
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b. Caractérisation
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Spectre 24 : RMIN 1H de [Zn"L5] (pD 11,17 ; D,0 ; 500 MHz ; 25°C ; ¢ = 25,0 mM).

La caractérisation compléte des signaux a été effectuée (Spectre 24). Le couplage W entre
H®/%,, et H/* nous permet de dire que le complexe est en forme chaise-chaise (Spectre 25), la HSQC du

systeme est trés simplifiée nous permettant de confirmer tous les signaux (Spectre 26).
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Spectre 25 : Couplage W en RMN COSY 1H-1H de [Zn"L5] (pD 11,17 ; D,0 ; 500 MHz ; 25°C ; ¢ = 25,0 mM).
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Spectre 26 : HSQC de [Zn"L5] (pD 11,17 ; D;0 ; 500 MHz ; 25°C ; ¢ = 25,0 mM).
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V. Récapitulatif des constantes thermodynamiques

Tableau 21 : Récapitulatif des constantes thermodynamiques déterminées par diverses techniques : violet = potentiométrie,
rouge = spectroscopie d’absorbance UV-visible, en vert = RMN 1H et en rose = relaxométrie.

|OgK|-|1

logKiz

|OgK|-|3

|OgK|-|4

|OgKH5

ZlogKHi

|OgKMn|_

logKmnHL

logKinHaL

|OgKZnL

logKznnL

|0gKZnH2L

L3
11,45(2)%]

9,51(3)!
9,352(8)t!
3,93(4)¢!
3,55(1)"!
2,26(4)t)

25,1

16,2(1)®

14,9(2)™

18,47(5)™

4,31(4)"!

7,52
8,66

L4
12,06(3)
11,8
9,81(5)™
9,45

4,78(7)@!

2,32(7)@
z'o[d]

29,0

17,28(3)"!
17,8(2)"
4,50(4)@
6,1(1)¢
3,82(2)
4,9(1)¢
15,40(1)"’
7,8(1)®
7,41
3,17(6)™
3,21l
7,6

7,0

L5
11,26(1)

10,13(1)%
10,11
7,99(1)®
7,6[f]

4,43(1)"!
2,91(2)"!

2,611

36,7

20,1(1)"

4,6(1)

3,8(1)@

27,2(3)

3,4(3)"

2,9(3)

8,9
12,5

[a] : 1=0,15mM (NaCl) ;c=2mM; T = 25°C.

[b]:1=0,21 mM (NaCl); c=0,1 mM; T=25°C
(22°C dans le cas de MnL) ; 2% MeOH.

[c]:1=0,2mM (NaCl);c=0,8mM; T=
22°C; 16% MeOH.

[d]:¢c=22,7mM; T=25°C; 400 MHz ; D,0.
[e] : c=28,3mM ; T=25°C; 400 MHz ; D,0.
[f] :¢=25,0mM ;T =25°C; 400 MHz ; D,0.
[g] :cm=cL=10°M; pH 7,4.

[h] :1=0,15 mM (NaCl); r1; 60 MHz ; T =
25°C; c = 1,86 mM.
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IV. Etude relaxométrique et inertie cinétique de [Mn'L4] et [Mn''L5]

Comme pour [Mn"L3], les mesures ont été faites a différents pH avec 50 équivalents de Zn".
La dissociation du [Mn"L4] et [Mn'"L5] a été suivie par relaxométrie a différents pH dans le temps. Ici,
on est en présence d’une pseudo équation du premier ordre pour la dissociation du complexe. A 50
équivalents de Zn" 3 pH 3 et 4, la dissociation est bien trop rapide pour pouvoir faire des ajustements
des courbes. Dans le cas de [Mn'L4] et [Mn"L5], nous avons étudié la cinétique de complexation a pH
5 et 6 (Figure 154). A pH 5 pour [Mn"'L4] et [Mn"L5], on mesure des temps de demi-vie respectivement
de 14 min et 1,4 min. A pH 6 pour [Mn"L4] et [Mn'"L5], on mesure des temps de demi-vie

respectivement de 2,12 h et 5,75 min.

A B
0.16 ® MVl pH5 0.16 B MnL4-pH6
—— fit MnL4 - pH 5 —— fit MnL4 - pH 6|
0.14 @ MnL5-pH5 0.14 B MnL5-pH 6
[——fitMnL5 - pH 5 [——fit MnL5 - pH 6
0.12 0.12
0.10 0.10
i —
&L K
o~
= 0.08 '_('\l 0.08
0.06 0.06
o - &
0.02 0.02
0.00 0.00
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10 8
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Figure 154 : Variation du temps de relaxation transversale de [Mn"L4] et [Mn"L5] (c=1,1 mM ;| =0,1 M (NaCl); 37°C; 60
MHz) en fonction du temps, en présence de 50 équivalents de Zn'. pH 5 : tampon N-méthyle pipérazine — 50 mM ; pH6 : MES
— 50 mM. Les points correspondent aux valeurs expérimentales et les courbes aux ajustement mathématiques des données
expérimentales. (A) pH 5 et (B) pH 6.

Le point le plus important a souligner est I'importance des pyridines dans I'inertie cinétique
de ces systémes. En effet, a pH 6 en présence de 50 équivalents de Zn" la substitution des pyridines
par les 1-méthylimidazoles divise I'inertie cinétique par 10. Dans ces mémes conditions [Mn"L3] & un
temps de demi-vie t1; = 20,3 h tandis que [Mn"L4] présente un temps de demi-vie t1> = 2,12 h. Nous
avons vu précédemment que HslL5 est trés affin du Zn'" avec sa trés forte stabilité thermodynamique.
Ce qui confirme la trés forte affinité du 1-méthylimidazole au Zn" par rapport a la pyridine.

Tableau 22 : Constante de vitesse de pseudo-premier ordre (kobs) et temps de demi-vie de [Mn"L4] et [MN"L5] (Ccomplexe = 1,1

mM ; |1=0,1 M NaCl; 37°C; 60 MHz) en fonction du temps, en présence de 50 équivalents de Zn". pH 5 : tampon N-méthyle
pipérazine — 50 mM ; pH6 : MES — 50 mM.

[Mn"L4] [Mn"L5]
Kobs (s™) / t1/2 Kobs (s™) / ta/2 kobs (s™) / ta/2 kobs (s™) / ta/2
pH5 pH 6 pH5 pH 6
8,24 10 / 14 min 9,0910°/2,12h 8,25103/ 1,4 min 2,01103/5,75 min
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Les temps de demi-vie de [Mn'L4] et [Mn''L5] sont assez bas par rapport a différentes bispidine
ou l'on n‘observe pas de dissociation a pH 6 avec 50 équivalents de zinc a 37°C (Tableau 23 et Figure

155).

Tableau 23 : Temps de demi-vie des différents complexes de manganése avec 50 équivalents de zinc, pH 6 a 37°C. pdd : pas
de dissociation.

MnL3 MnL4 MnL5 MnLlys[SS] MnLcarbolgl] Manhosp[gl] MnPyC3A[81] MnPCZA-EA[83]

ti2 | 20,30 2,12h 6 min pdd pdd pdd 17,1 min 54,4h

HO
HO

HO
N "

L

NH,
PyC3A PC2A-EA

OH HO
| X A
N G | = N

carbo I'phosp

Figure 155 : Ligands de comparaison.
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i.  Mesure relaxivité
A 60 MHz, pH 7 et 25°C : la relaxivité longitudinale de [Mn"L4] est de 3,90 mM s trés similaire
a [Mn'"L3] avec r1 = 3,91 mMsL, La différence de [Mn"L3] par rapport a [Mn"L4] est la substitution du
cycle pyridine par le cycle 1-méthylimidazole au vu de leur relaxivité on peut conclure que ces cycles

ne modifient pas intrinsequement le systeme.

A 60 MHz, pH 7 et 25°C : la relaxivité de [Mn"L5] est de 3,39 mMs%, celle-ci est plus faible par
rapport a celle de [Mn"L4]. En effet, on sait que le temps de relaxation corrélationnel (1) & une forte
influence sur la relaxivité et est liée au poids moléculaire. La différence de poids moléculaire entre

[Mn'"L4] et [Mn"L5] est de 48, ce qui peut expliquer cette différence de relaxivité.

ii. Mesure oxygene 17

Dans le cas de [Mn"L4] r°2max = 309 mMs?, en appliquant I'équation 11 on a g = 0,60(2).
Concernant [Mn"L5] r°2max = 331,34 mMs? soit q = 0,65(2) (Figure 156). La premiére chose qui ressort
en analysant l'allure des points de temps de relaxation longitudinaux des deux complexes est que
I’échange de molécules d’eau est plus rapide dans le cas de [Mn'"'L5] par rapport a [Mn''L4] et [Mn"L3].
Nous avons été tres surpris de mesurer moins d’une molécule d’eau pour les deux complexes, en
prenant en compte que les deux ligands ne sont que pentadentates. En effet, il est possible que les
deux complexes présentent probablement un mélange d’espéces hydratées et non hydratées. |l sera
donc difficile de réaliser un ajustement correct de ces données expérimentales car nous ne sommes

pas en mesure de connaitre la proportion des différentes espéces a chaque température.

350
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WM\)\ —@— Mn'L5
o/ ‘ N - 300

r‘,Zmax \n\o\u
250
e \

P \Q\ - 200
g "o

280 300
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.

A

150

T(K) 320 340 360

Figure 156 : Mesure de la relaxivité transversale de |'oxygéne 17 en fonction de la température. | = 0,15 M (NaCl) ; cynia =
3,80 mM ; Cpinis = 4,05 mM.

iii. Mesure profil NMRD

Les profil NMRD présentent une allure classique pour des complexes de petite taille,

caractéristique du Mn". La relaxivité du complexe diminue en passant de 25°C a 37°C. Ceci démontre
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que la relaxivité est limitée par le temps de rotation corrélationnelle (t:) du complexe et non par la

vitesse d’échange de la molécule d’eau dans la premiére sphére de coordination (Figure 157).
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Figure 157 : Mesure du profil NMRD de MnL3 a 25°C et 37°C. | = 0,15 M (NaCl) ; (A) cmnia = 1,1 mM et (B) cynis = 1,2 mM.

V.

Potentiel redox et stabilité thermodynamique de [Mn"'L4] et [Mn"'L5]

Les potentiels redox de ces deux complexes ont aussi été mesurés dans les mémes conditions

que [Mn"L3].

A. Etude voltampérométrique de [Mn''L4]

Dans le cas de [Mn'"L4], le potentiel redox est de E1» = 329 mV vs SCE avec un potentiel de

réduction Ereq = 260 mV et un potentiel d’oxydation Eox =397 mV. Le AE =137 mV. On a donc un systéme

quasi-réversible (Figure 158-A/B).
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Figure 158 : (A) Voltampérogramme enregistré pour [MnL4]. (B) Voltampérogramme enregistré pour [MnL4] a différentes
vitesses de balayage. (C) Influence de la vitesse de balayage puissance 1/2 sur ipq.
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En tracant ipa en fonction de la vitesse de balayage on a une linéarité confirmant réversibilité

du systeme (Figure 158-C).

Dans le cas de [Mn'"L5], le potentiel redox est de E1» = 311 mV vs SCE avec un potentiel de
réduction Ereq = 169 mV et un potentiel d’oxydation Eox =452 mV. Le AE =283 mV. On a donc un systéme

irréversible (Figure 159).
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Figure 159 : (A) Voltampérogramme enregistré pour [MnL5]. (B) Voltampérogramme enregistré pour [MnL5] a différentes
vitesses de balayage.

Dans le cas de [MnL5], on observe un phénomene similaire a [MnL3] avec le relargage de
manganese (ll) libre dans le milieu durant les cycles d’oxydation-réduction. Dans ce cas, 55,2% de
manganese (ll1) est relargué au bout de 3 cycles, soit environ 20% de manganeése relargué par cycle. Il

s’agit ici du systeme le moins inerte de la série, ce résultat ne nous a donc pas surpris.
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Figure 160 : Voltampérogramme de [MnL5] avec et sans ajout de 0,5 équivalent de MnCl..
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C. Stabilité thermodynamique théorique de [Mn''L4] et [Mn"'L5]

A partir de ces potentiels redox et connaissant la constante de stabilité des complexes de Mn"

nous avons calculé la stabilité théorique du complexe de Mn" via les équations 12 et 13 (Tableau 24).

Cette stabilité théorique peut étre comparée a diverses stabilités déterminée pour d'autres
complexes de manganése existant dans la littérature tels que: [Mn(JED)],**¥ [Mn(HBED)],*3%
[Mn(EDTA)],2!  [Mn(HBET)],138)  [Mn(CyHBET-NO,)],13¢! [Mn(NOTA)],226! [Mn(15-pyNsO,)],?*"!
[Mn(15-pyNs)],2?” [Mn1] 1*%¢! ou encore [Mn1C].'7? Les données ont été regroupées dans le Tableau
24 ou 'on peut voir que [MnL4] et [MnL5] sont plutot bien placés par rapport a différent complexes

existants que ce soient des chaines linéaires ou macrocycliques (Figure 161).
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Figure 161 : Ligands discutés.
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Tableau 24 : Comparatif des potentiels redox et des stabilités thermodynamiques de différents complexes de Mn"/" par
rapport a différent complexes de manganése existants a chaine linaire et macrocyclique.

Mn complexe E1/2 (V vs SCE) Systéme rédox Mn" logk Mn" logk
[Mn(HBED)] -0,091 Irréversible 6,3 29,4
[Mn1C] 0,17 Réversible - -
[Mn1] 0,21 Réversible - -
[Mn(HBET)] 0,219 Irréversible 8,0 25,7
[Mn(JED)] 0,22 Irréversible 10,8 28,6
[MnL3] 0,306 Réversible 16,2 32,43
[MnL5] 0,311 Irréversible 20,1 36,26
[MnL4] 0,329 Réversible 17,28 33,36
[Mn(CyHBET-NO,)] 0,329 Irréversible 10,1 26,0
[MnLiys] 0,494 Quasi-réversible 12,21 25,26
[Mn(NOTA)] 0,50 Réversible 10,5 23,6
[Mn(15-pyN303)] 0,79 Quasi-réversible 5,2 13,3
[Mn(EDTA)] 0,81 Irréversible 10,5 22,5
[Mn(15-pyNs)] 0,89 Quasi-réversible 7,7 14,2

Afin de rationaliser toutes ces données et en tirer une tendance on remarque plusieurs points :
(1) Quatre substituants sont importants a savoir les carboxylates, les phénolates, les pyridines et les 1-
méthylimidazoles. (2) Les structures comportant un acide carboxylique conduisent a des complexes de
manganeése (II/Ill) irréversible, sauf dans le cas de [MnLys] et [Mn(NOTA)]. (3) La substitution du
carboxylate par un phénolate conduit a un abaissement du potentiel redox (Ei) et un systéme
réversible ou quasi-réversible. Sauf dans le cas du ligand JED (Janus) qui est congu pour effectuer un
switch du groupement coordinant (entre pyridine et phénolate) en fonction du degré d’oxydation. (4)
La combinaison pyridine phénolate conduit au meilleur compromis avec un potentiel redox bas, un
systeme réversible ou quasi-réversible, une bonne rigidité et une meilleure inertie cinétique. (5) La
substitution de pyridine par un 1-méthylimidazole n’apporte pas une grande différence de potentiel
redox et provoque une forte baisse de I'inertie cinétique, mais améliore la stabilité thermodynamique

du complexe.

VI. Etude de [Mn"'L4] et [Mn"'L5]

Comme pour [Mn"L3], nous avons étudié trois voies de formation des complexes : (1)
Formation du complexe dans I'eau a partir du ligand et de la poudre de MnFs a pH 7,4. Il faut préciser
que cette voie de formation a été lancé en paralléle pour les trois complexes [Mn"'L3], [Mn"'L4] et

[Mn"L5] mais elle n’est viable pour aucun des trois ligands. (2) Oxydation des complexes [Mn'L4] et
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[Mn'"L5] par H,0; avec ou sans HRP. (3) Formation des complexes [Mn"'L4] et [Mn"L5] dans le
méthanol a partir du ligand et de MnFsa pH 7,4. Loxydation des ligands HsL4 et HsL5 par H,0; n’a pas

été étudiée.

i.  Oxydation de [Mn"L4] et [Mn'L5]
Loxydation des complexes [Mn"L4] et [Mn"L5] a été étudiée dans les mémes conditions que

précédemment (20 équivalents H,0,, sans HRP, HEPES) (Figure 162).
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Figure 162 : (A) Suivi de I'oxydation de [Mn"L4] dans ’'HEPES. Insert : Absorbance a 328 nm, 344 nm, 594 nm et 510 nm en
fonction du temps. (B) Suivi de I'oxydation de [Mn"L5] dans I’HEPES. Insert : absorbance a 262 mn en fonction du temps. (A)
et (B) 20eq H>0,, Ccomplexe = 2 MM, HEPES (50 mM ; pH 7,4).

Dans le cas de [Mn"'L4], la bande caractéristique des complexes de Mn'"" (400-600 nm) est
difficile a suivre dans I'eau due aux faibles coefficients d’extinction molaire des dérivés imidazoles
(Figure 162-A). Nous avons donc analysé les signaux a 328 nm et 344 nm. ils semblent indiquer une
oxydation rapide car au bout d’'une heure il n’y a plus de variation des longueurs d’'ondes a 328 nm et

344 nm.

Dans le cas de [Mn'L5], une nouvelle bande autour de 270 nm apparait lors de I'ajout de H,0,
(Figure 162-B). En suivant I'évolution de cette bande, on observe une évolution trés lente qui ne varie
plus apres plus de 5 jours (120h). Toutefois, il est difficile d’affirmer que cette bande est caractéristique
de l'oxydation en [Mn"'L5]. Nous n’avons pas effectué 'oxydation en présence de HRP car en paralléle

nous développions une autre voie de formation du complexe.

Formation de Mn"'L4 et Mn"'L5 dans le méthanol

Cette voie étant la plus prometteuse, la formation des complexes [Mn"'L4] et [Mn"'L5] a été
effectuée comme précédemment pour [Mn"'L3]. Nous avons confirmé la formation des complexes par
spectroscopie UV-visible. En les comparant a [Mn"L3], on remarque la bande caractéristique des

complexes de Mn"" (Figure 163).
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Nous avons par la suite mesuré un spectre sur plusieurs jours afin de déterminer si une
évolution se produisait dans le temps. Aucune évolution n‘a étant été observée, nous avons pu en
conclure de la pertinence de former les complexes [Mn"'L4], [Mn"'L5] et [Mn"'L3] dans le méthanol
avant d’éventuellement les étudier en solution aqueuse. Concernant [Mn"L4] et [Mn"'L5], les spectres
RMN proton n’ont pas donné de résultat dans le méthanol deutéré, similairement a ce qui avait été

observé pour [Mn'"L4] et [Mn"L5].

* . bande de transition d-d

Lo e 1]
caractéristique des complexes de Mn

Mn"'L3
Mn'"'L4
Mn"'L5

MeOH

C 2mM

complexe =

800

A (nm

Figure 163 : Coefficients d’extinction molaire des complexes [Mn"L3], [Mn"'L4] et [Mn"L5] formés dans le méthanol a 2mM.

En comparant la bande caractéristique du manganése(lll) avec un dérivé [Mn"CyDTA].[23¢ Le
CyDTA est un dérivé de I'EDTA avec un cyclohexane a la place de I'éthyléne. gmnscyora = 331 Mt cm?

tandis que gmnas) = 60 M™* cm™.

Le faible coefficient d’extinction molaire est dépendant du
phénolate/pyridine comme on peut le voir entre les trois complexes. [Mn"L3] présente le coefficient
d’extinction molaire le plus élevé puis [Mn"L4] qui ne posséde plus de pyridine et enfin [Mn"L5] qui

ne possede ni pyridine, ni phénolate.

Les complexes [Mn''L4] et [Mn"'L5] ont par la suite été confirmés par MALDI. La masse molaire
de [Mn"'L4] est de 562,14 gmol™ (Figure 164) tandis que celle de [Mn"'L5] est de 514,10 gmol™* (Figure
165). Similairement au complexe [Mn'"L3], les complexes [Mn''L4] et [Mn"L5] sont silencieux dans ces
conditions. Les pics monisotopiques monochargés sont attendus a 563,14 g.molt et 515,14 gmol*
respectivement et encore une fois, les motifs isotopiques semblent correspondre alors qu’un décalage

de +2 est observé. Ce phénomeéne est en cours d’investigation.
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Figure 165 : Spectre de masse de [Mn"'L5].

Nous avons par la suite voulu étudier la stabilité des complexes [Mn'"'L4] et [Mn"'L5] dans l'eau.
Les complexes ont donc été solubilisés dans des mélanges MeOH/ HEPES dans des proportions
variables jusqu’a un maximum de 20% de tampon HEPES (Figure 166). Comme on peut le voir sur

Figure 166, [Mn"'L4] et [Mn"'L5] sont encore moins stable que [Mn"'L3] dans I'eau.
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Figure 166 : Stabilité de [Mn"'L4] et [Mn"L5] dans 5% (gauche) et 20% (droite) de tampon HEPES et du méthanol. c = ImM,

[HEPES] = 50 mM & pH 7,4.

Dans le cas de [Mn"L4] : (1) En présence de 5% de tampon, on observe une hausse de

I'absorbance 25% les deux premiéres heures puis une stabilisation de celle-ci jusqu’a cing heures avant

d’observer une décroissance de I'absorbance de 16% sur 19 heures. (2) En présence de 20% de tampon,

I'absorbance décroit dés le départ. Il s’agit d’'une décroissance légére les cing premieres heures mais

par la suite une tres forte chute du signal est observée (Figure 166).

Dans le cas de [Mn"'L5] : (1) En présence de 5% de tampon, I'absorbance augmente de 29%

durant les deux premiéres heures puis on observe une tres légere décroissance jusqu’a plus de cinqg

heures, avant d’observer une trés forte décroissance de I'absorbance de 21% sur 19 heures. (2) En

présence de 20% de tampon, on observe une hausse de 30% de l'absorbance les dix premieres

minutes, par la suite une trés forte décroissance avec des variations de pente (Figure 166).

Par cette expérience on montre que, malgré une constante de stabilité thermodynamique

théorique plus fortes pour [Mn"'L4] par rapport a [Mn"'L3], la stabilisation du Mn" dans I'eau est plus
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difficile avec le 1-méthylimidazole qu’avec la pyridine (Figure 167). Le complexe formé a I'issu de I'ajout

de l'eau dans le cas de [Mn"'L4] et [Mn'"L5] n’a pas encore été caractérisé mais nous supposons la

réduction du complexe pour conduire a [Mn"L4] et [Mn"L5].
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Figure 167 : Variation temporelle des coefficients d’extinction molaire de [Mn"'L3], [Mn"L4] et [Mn"'L5] dans 5% et 20 % de
tampon HEPES (50 mM ; pH 7,4). Ccompiexe = 1 mM. MeOH / HEPES.
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VIl. Conclusion

Nous avons développé une toute nouvelle famille de ligand bispidine en substituant les
pyridines par des 1-méthylimidazoles, HsL4 et HsL5. La synthése et I'isolement des complexes [Mn'"L4]
et [Mn"L5] ont été développés. Toutes les études physicochimiques des complexes de Mn" ont été
effectuées, montrant en particulier des constantes globales de stabilité thermodynamique de logKwnt
= 17,28 et 20,1 respectivement pour [Mn"L4] et [Mn"L5]. Uinertie cinétique de ces complexes a été
évaluée a pH 6 en présence de 50 équivalents de zinc et a révélé des résultats inattendus avec un
temps de demi-vie de 2h et 6 min respectivement pour [Mn'"L4] et [Mn"L5]. Les études
relaxométriques ont révélé que I'on n‘a pas une molécule d’eau mais 0,65(2) molécule d’eau dans le
cas des deux complexes de Mn". Ce résultat est difficile 3 exploiter. Toutefois, une explication peut étre
obtenue par I'analyse structurale des complexes de Zinc(ll) par RMN qui sont en conformation chaise-
chaise avec tous les groupement coordinants engagés. Enfin, ces ligands avaient été synthétisés avec
I'objectif d’abaisser le potentiel redox par rapport a ceux des complexes [MnLys] (E1/2 (MnLys) = 454
mV vs SCE) et Mn3 (E12 (Mn3) = 388 mV vs SCE) préalablement synthétisés au laboratoire et de

I Cet objectif a été atteint puisque les deux systémes ont tous les deux des

favoriser I'oxydation en Mn
potentiels redox plus bas avec E1, (MnL4) = 326 mV vs SCE et E;/2 (MnL5) =322 mV vs SCE. Ce potentiel
est proche de celui mesuré pour le complexe MnL3 étudié au chapitre précédent (Ei» (MnL3) = 306

mV vs SCE). A noter que [MnL4] est un systéme quasi-réversible tandis que [MnL5] est irréversible.

C’est 3 partir de ces informations que nous avons isolé les complexes [Mn'"L4] et [Mn"'L5] dans
le méthanol. La formation de ces complexes a pu étre confirmée par spectroscopie d’absorption UV-
visible et spectrométrie de masse. Par la suite, nous avons examiné l'influence de l'eau sur ces
complexes. C’est ainsi que nous avons pu déterminer que, malgré des constantes thermodynamiques
théoriques favorables, les complexes de bispidine contenant des unités 1-méthylimidazoles étaient
moins stables que le complexe [Mn"'L3]. Ceci pourrait s’expliquer par un angle Na-Mn-Na, plus fermé
dans le cas de substituants pyridinyl que des dérivés imidazoles. Toutefois, la réactivité de ces

complexes peut avoir une application intéressante en catalyse, ce qui fait I'objet du chapitre suivant.
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I. Introduction et contexte de travail

Le développement des ligands HsL3, HsL4 et H3L5 a été mené pour une double application a
savoir : le développement de sondes IRM redox-activées et leur utilisation comme mimes de la
superoxyde dismutase. Le développement de ces ligands a donc été inspiré des ligands connus pour
catalyser la SOD. Parmi eux le ligand associé au complexe [Mn1] publié par C. Policar et son équipe en

2007 [1%6] 3 été une de nos références (Figure 168).

L Ey/p = 215 mV vs SCE 4

Réversible

1%'e génération

Ey/> =494 mV vs SCE Ey/, =388 mV vs SCE Electro-inactif

Quasi-réversible Irréversible

2"d génération

Ey/, =306 mV vs SCE Ey/, = 329 mV vs SCE Ey/» =311 mV vs SCE

Réversible Réversible Irréversible

Figure 168 : Complexes [Min1] développé par Clotilde Policar et son équipe et Mn-bispidine de premiére et seconde
génération.

Le ligand du complexe [Mn1] possede des substituants spécifiques a savoir le motif phénolate
et le 1-méthylimidazole. Ces substituants ont été choisis spécifiquement car le motif phénol est connu
comme pouvant mimer le carboxylate monodentate présent dans le site actif de la protéine naturelle
MnSOD (Figure 169).123”) Le motif 1-méthylimidazole est quant a lui connu pour mimer I'histidine de la

chaine latérale de la protéine (Figure 169).16¢!
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Figure 169 : Structure cristalline du site actif de la MnSOD humaine, présentée avec les liaisons hydrogéne. Les aminoacides
coordinants le métal ne sont pas montrés (His26, His74, His163, Asp159).

Il. Région d’activité

La catalyse de la dismutation du superoxyde est un processus d’oxydoréduction, impliquant a
la fois les états d’oxydation Mn'" et Mn". Pour rendre cette catalyse redox efficace, le potentiel redox
du couple Mn"/Mn" doit &tre, comme rencontré dans les SOD (cf. chapitre 1-1V-B) %38 c’est & dire entre
le potentiel des deux couples 0,/0>"" et 0,"/H,0,7, a pH = 7, —=0.40 V vs SCE et +0.65 V vs SCE,
respectivement (Figure 170-A). Sil’on place les complexes Mn-bispidine sur un diagramme en fonction
des potentiels on constate que tous les complexes se situent dans une région pouvant potentiellement
permettre une activité SOD, certains meilleurs que d’autres (Figure 170-B). Jusqu’a présent, la valeur
optimisant la réactivité des deux réactions d’oxydation et de réduction est le potentiel médian (Emedian),
c’est-a-dire 0.116 V vs SCE (cf. chapitre 1 — IV-B).

E° MnSOD

B. stearothermophilus

E® (0,/0,") E® (0,"/H,0,)

-0,40 0,016 0,65 E (V vs SCE)
1 1 [ | o
A ' (I)I E, (Mnts) | ;]_ v
Ea (MnL4; o ;EE; (Mn3)
40,399 +0,525
E (MnL3) n | : -
g b E. (M E (V vs SCE
E. : potentiel anodique o 1 I oo (V vs SCE)
B 1 I} " 1 1 .

| .
I ! >
E.: potentiel cathodique | 1
EC \I'w'InL‘ )

ys

[] -
(mnta)  E, (Mn3)

+0,310
E, (MnL3)

+0,262

Figure 170 : (A) Potentiel standard du couple superoxyde a pH 7. (B) Potentiels anodiques et cathodique a demi-vague des
complexes [MnLy], [Mn3], [MnL3], [MnL4] et [MnL5] & pH 7,5 dans le tampon MOPS.
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lll. Activité SOD

Dans une étude préliminaire a nos travaux, des premieres mesures d’activité SOD avaient été
mesurées sur les complexes [MnLys], [Mn3] et [Mn4] et aucun de ces complexes ne présente d’activité
catalytique. Afin d’évaluer une éventuelle activité anti-superoxyde, I'lCso (concentration d’inhibition a
50%) et la ket (constante catalytique) des nouveaux complexes ont été déterminées avec un test
indirect développé par McCord et Fridovich. Le principe de ce test colorimétrique est décrit a la Figure

171,239

Xantine oxydase

v R — + o,
O)\N /> 0 )\ >:o H,0

)
H
Xantine Acide urique
(2) Xantine oxydase + 0 — > Xantineoxydase + O,
(réduite) 2
NO,
NO,
©) H,CO SOe
SO, 3 3
H;CO s © Na 0 N—NH
3 \\ /
—N - )= + 0,
(3) )I\ N NO, + O, 5 HN N=N OCH,4
Oxc” N
|
" H,CO
)
0,5 NO,
XTT (Tétrazolium) Formazan (absorbe a 470 nm)
Figure 171 : Méthode de McCord et Fridovich.
(1) La xanthine oxydase (XO) ajoutée au systéme catalyse I'oxydation de la xanthine en acide
urique, ce qui entraine une réduction de la XO.

(2) La réoxydation de la XO par O, produit du superoxyde comme produit secondaire. Méme si le

superoxyde est un composé coloré (jaune), son coefficient d'absorption est trop faible et sa
concentration dans l'essai est beaucoup trop basse pour un contréle direct par spectroscopie
d’absorption UV-visible. 24"

(3) Un indicateur d'oxydoréduction est utilisé pour une mesure indirecte. Le tétrazolium (XTT)

réagit avec le superoxyde selon une cinétique connue pour former du formazan, qui absorbe a 470

nm.[241]
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Le test de McCord et Fridovich est basé sur une compétition cinétique entre la SOD et

I'indicateur redox. Le cytochrome C peut également étre utilisé comme indicateur a la place du XTT. La

production de formazan est controlée en mesurant I'absorbance a 470 nm au cours du temps. Celle-ci

augmente linéairement lors de la production de formazan avec une pente appelée p;. Lorsqu'une SOD

(ou un mime) est ajoutée, elle entre en compétition avec le XTT pour la réaction avec le superoxyde,

ralentissant la vitesse globale de production de formazan avec une pente nommée p>). En mesurant la

pente de la diminution de I'absorbance en absence (p1) et en présence (p2) on peut déterminer kxxr

(constante catalytique de la XTT) (Figure 172).
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Figure 172 : Méthode de détermination de I'ICsp et keqt. kxxrest la constante catalytique de la XTT.

A la suite du test, nous avons accés a I'lCso nous permettant de calculer ker = 6 x 10° M's”

1

(Figure 173). Cette valeur de constante catalytique est trés proche de la vitesse de dismutation du

superoxyde (6 x 10° M's1 3 pH 7). On considére donc que le complexe [MnL3] n‘a pas d’activité

catalytique dans ces conditions.

1.4

1.3

y=0,2571x + 0,1859
R?=0,7779

1C50= 3,17

15 25

Cynez (HM)

3.0

35 4.0

Figure 173 : [MnL3] - Test McCord et Fridovich de mime de la SOD effectuée a pH 7,5 dans le MOPS 50 mM avec la XTT
comme compétiteur. [XTT] = 100 uM, 8 uL de Xanthine oxydase a 20 mg/mL.
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C. Activité de [MnL4]

A l'issu du test, nous avons déterminé I'ICso nous permettant de calculer ker = 1,81 x 106 M5
1 (Figure 174). La constante catalytique est supérieure 3 la vitesse de dismutation du superoxyde. On

considéere donc que le complexe [MnL4] posséde une faible activité catalytique dans ces conditions.

1.8 | y=0,6398x-0,1553
R? = 0,9669

1C50=1,81

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
ChnLa (HM)

Figure 174 : [MnL4] - Test McCord et Fridovich de mime de la SOD effectuée a pH 7,5 dans le MOPS 50 mM avec la XTT
comme compétiteur. [XTT] = 112,84 uM, 8 ulL de Xanthine oxydase & 20 mg/mL.

D. Activité de [MnL5]

A la suite du test, nous avons acces a I'lCso nous permettant de calculer ket = 3,91 x 10° M1s?

(Figure 175). Cette valeur de constante catalytique est trés proche de la vitesse de dismutation du
superoxyde (6 x 10° Ms1 3 pH 7). On considére donc que le complexe [MnL5] n‘a pas d’activité

catalytique dans ces conditions.

| y=0,131x-0,0954
1.4 ¢

R?=0,9471

6 10
Cyincs (M)

Figure 175 : [MnL5] - Test McCord et Fridovich de mime de la SOD effectuée a pH 7,5 dans le MOPS 50 mM avec la XTT
comme compétiteur. [XTT] = 112,84 uM, 8 uL de Xanthine oxydase a 20 mg/mL.
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IV. Cytotoxicité de [Mn'L3], [Mn'"L4] et [Mn'"L5]

La cytotoxicité des complexes [Mn"L3], [Mn"L4] et [Mn'"L5] a été évaluée a I'aide du test LDH
(ou LDH est la lactate déshydrogénase) sur un modele cellulaire de cellules épithéliales intestinales
(HT29-MD2).12*2 Les cellules HT29-MD2 activées par le LPS (le lipopolysaccharide) ont été incubées
avec les complexes a des concentrations variant de 100 uM a 200 uM pendant 6 heures. Aprés
activation, les cellules se lient au récepteur TLR4 (protéine Toll Like Receptor 4), un récepteur
membranaire qui appartient a la famille des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires.?**!
Cette reconnaissance promeut la libération de cytokines pro-inflammatoires. La cytotoxicité des
composés a été testée en suivant la libération de la lactate déshydrogénase cytosolique dans le
surnageant, ce qui indique des dommages a la membrane cellulaire. L'activité de la LDH est mesurée
indirectement sur la base de sa capacité a catalyser la réduction du pyruvate en lactate en présence

de NADH absorbant & 340 nm, qui est oxydé pour former du NAD* (Figure 176).117%

OH

OH

Lactate

Cellule endommagée

biéte/ction 340 nm

OH

Pyruvate
o

Figure 176 : Schéma simplifié du test LDH.

Les données représentent le % de LDH libérée de maniere extracellulaire (moyenne d'au moins
2 expériences indépendantes). Le pourcentage de LDH libérée dans les surnageants était toujours
inférieur a 10 % (qui ont été choisis comme limite de non-cytotoxicité). Nous pouvons conclure
gu’aucun des complexes n’induit une cytotoxicité significative a 100-200 uM dans les cellules HT29-

MD2 (Figure 177).
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Figure 177 : Evaluation de la cytotoxicité de [Mn"L3], [Mn"L4] et [Mn"L5] & une concentration de 100 et 200 uM.

V. Activité anti-inflammatoire de [Mn'"L3], [Mn'"L4] et [Mn'L5]

La section suivante résume |'effet des trois complexes dans les cellules HT29-MD2 activées par
le LPS. Pour toutes les expériences, les cellules HT29-MD2 ont été incubées avec du LPS a 0,1 pg/mL
pour induire une inflammation avec ou sans les complexes a différentes concentrations pendant 6
heures. L'activité anti-inflammatoire des complexes a été évaluée en examinant leur capacité a limiter
la sécrétion d'interleukine-8 (IL-8). Cette cytokine est produite en particulier par les cellules
épithéliales a la suite de la détection d'agents microbiologiques ou chimiques potentiellement
pathogenes. Le contréle positif utilisé est les cellules activées par le LPS en absence de complexe de
manganese (Figure 178). Il est d’usage de considérer une activité anti-inflammatoire lorsque la
sécrétion de IL-8 ne dépasse pas 35%./17%2%) Comme on peut le voir pour les trois complexes, la

concentration IL-8 est au-dessus des 50% ce qui montre une faible efficacité anti-inflammatoire (Figure

178).
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Figure 178 : Quantification du marqueur inflammatoire IL-8 dans les cellules épithéliales intestinales activées par le LPS (0,1
ug/mL). La sécrétion d'IL-8 a été mesurée par test ELISA dans le surnageant de cellules HT29-MD2 activées par le LPS
incubées pendant 6 heures avec chaque complexe a différentes concentrations. La quantité d'IL-8 mesurée pour les cellules
activées par le LPS est fixée a 100 % pour chaque expérience indépendante. Les données représentent la moyenne pour au
moins deux expériences indépendantes : le nombre d'expériences indépendantes est indiqué au-dessus de chaque colonne.

Nb : La technique ELISA est une technique de dosage immunologique qui permet la détection
d’un antigéne ou d’un anticorps dans un échantillon. Le principe de cette technique repose sur la
visualisation d’'une réaction antigéne-anticorps grace a une réaction enzymatique colorimétrique.
Lenzyme, préalablement couplée a I'anticorps, catalyse une réaction chimique qui transforme son

substrat en composé coloré.
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VI. Conclusion

A l'issus des premiéres études effectuées sur les trois complexes [Mn'"'L3], [Mn"L4] et [Mn"L5],
seul [Mn"L4] présente une faible activité de mime de SOD. La cytotoxicité des trois complexes sur des
cellules épithéliales intestinales a été étudiée et aucun des trois ne présente de toxicité. Lactivité anti-
inflammatoire des trois complexes a été explorée et les complexes présentent un tres faible potentiel
anti-oxydant. Cependant, il est possible que les complexes ne pénéetrent pas dans la cellule ce qui
pourrait expliquer cette faible activité anti-inflammatoire. La suite du travail sera de vérifier la
pénétration cellulaire des complexes mais aussi d’augmenter la dose afin de vérifier s’il n’y a pas une

meilleure activité anti-inflammatoire.

Dans le cas ou il n’y aurait pas d’internalisation des complexes, il possible d’envisager d’utiliser
les dérivés des ligands HsL3, HsL4 et HsL5 avec les acides carboxyliques protégés sous la forme d’ester
ou encore de réduire les esters en alcool (Figure 179) dans le but d’obtenir des complexes neutres. La

synthése de ces dérivés a été explorée durant la thése.

: :OH HL3' P@ HL4' Hk HL5'
\O \O / \O)‘\E‘ﬂ/u\o/
o N '/,,// N N W ////,/ N

N

OH HL3" HO HL4" o HL5"
q HJ\OH
N

N

| A - N "’///O O\\\\ K / N\ \\\ "'I//
= N / \ N /

Figure 179 : Dérivés alternatifs de L3, L4 et L5 afin de franchir la membrane cellulaire.
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I. Introduction et contexte de travail

Comme nous lI'avons vu précédemment, depuis 2008 plusieurs études mettent en exergue la
toxicité du gadolinium.® Une des alternatives les plus pertinentes est le développement d’agent de
contraste basé sur le manganése. Le complexe bispidine [MnLys] se révéle étre un trés bon candidat
pour une premiére génération de sonde a zinc. Publié pour la premiére fois en 2017, ce complexe se
révele étre exceptionnel dans la famille des agents de contraste de manganese. En effet il présente
une trés bonne relaxivité r; = 4,14 mM™s? (60 MHz, 25°C, pH 7, H,0) et une inertie cinétique tout a
fait exceptionnelle. En présence de 50 équivalents de Zn", le complexe présente un ti; de plus 130
jours (pH 6; 37°C; 60 MHz; 0,1 M KCI). La premiére génération de bispidine manganese pour la
détection du zinc sera le complexe [MnLys] couplé a une unité DPA (bis-(2-pyridylméthyl)amine) sur
I'amine terminale de la L-lysine (Figure 180). Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec les Dr

Daouda Ndiaye et Célia Bonnet au CBM, a Orléans.
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Figure 180 : Complexe [MnL,y;] et le ligand H3L6.
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Il. Synthése et caractérisation de HsL6 et [MnL6]

i.  Synthése de HyL6

N N

HOZCwN
‘\ Cl O N_ O

2N na - LiOH |
O N _—
K,CO3 H,0 / THF
MeCN / A / 3d @ t-a / 16h
AN N A 30% sur deux étapes
16 17

Figure 181 : Voie de synthése de Hsl6.

La synthese débute avec I'intermédiaire 16, celui-ci a été développé et publié en 2017 au
laboratoire ; sa voie de synthése ne sera donc pas décrite ici. A cet intermédiaire 16, une substitution
nucléophile y est effectuée en présence du 2-(chloromethyl)pyridine (produit commercial) et de
carbonate de potassium dans I'acétonitrile a reflux pour 3 jours. La fin de la réaction est confirmée par
plague CCM et spectrométrie de masse. Le MALDI révele la présence de 3 produits : le mono, le bis et
le tris-substitué, ce qui conduit nécessairement une forte baisse du rendement du produit d’intérét.
Divers essais sont encore en cours afin d’améliorer ce rendement. Le mélange est cependant purifié et
la saponification a été effectuée sur le produit 17 pour conduire a HsL6 sous forme de poudre aprés

purification (Figure 181).

ii. Caractérisation de Hsl6
Comme pour tous les autres ligands, celui-ci a été caractérisé par toutes les techniques
classiques, notamment la RMN. Lattribution des pics se fait a I'aide du spectre de I'intermédiaire 16 et
d’une COSY H-H. La région des aromatiques est assez simple. Comme précédemment, nous avons

repéré les signaux caractéristiques de la bispidine puis ceux des substituants (Spectre 27).
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Spectre 27 : RMN H de HsL6 (D0, 500 MHz, 25°C).

B. Synthése de [MnL6]

MnCl,

B — e
‘ H,0/pH7.4
50°C/ 10 min
95%

Figure 182 : Complexation de [MnL6].

Comme précédemment, La synthese du complexe débute par le mélange du ligand et MnCl,
dans I'eau, par la suite le pH est fixé a 7,4 et le milieu est mis a 60°C pour 10 min (Figure 182). Le suivi
de la réaction est effectué par HPLC (H,O/MeOH) sur colonne de phase inverse C18, le pH est ajusté a
nouveau a 7,4 si nécessaire pour le ligand libre et le complexe. Une fois la disparition complete du
ligand observée, le complexe est purifié avec la méme méthode par chromatographie flash (Figure

183).
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Figure 183 : HPLC de L6 et [Mn''L6] ¢ pH 7,4.

lll. Etudes préliminaires de [MnL6] et sa sélectivité au Zn"

Afin de mesurer la sélectivité du complexe [Mn'"'L6] pour le zinc, celui-ci a été mis en présence
de quantités croissantes connues de métal. La relaxivité longitudinale a été mesurée lors des ajouts,
mettant en évidence une complexation du Zn" et une influence sur la relaxivité. La méme manipulation
a été effectuée dans un premier temps avec le zinc puis par le calcium qui est un compétiteur (Figure

184).

i O MnL6-Ca"
or 7l
@ MnL6-Zn ° Y °
[MnL6] = 1,8 mM
461 °
— *)
N i
: 4.4 °
£
42 | °
40 |
O 0 o O 0 O o
e O o O O O
38 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
n Mll

equiv
Figure 184 : [Mn"L6] en présence de Zn" ou Ca" suivi par relaxométrie (60 MHz, 25°C). M" = Ca''ou Zn".
En présence d’une quantité croissante de zinc, on observe une hausse de la relaxivité. Cette
hausse peut s’expliquer par I'augmentation du poids moléculaire du complexe, ce qui influe tres
fortement le temps de rotation corrélationnel (t,). Au bout de 1,2 équivalent de zinc on atteint un

plateau qui laisse supposer la formation d’'un complexe 1 :1 hétéro-bimétallique [MnL6Zn]. On sait
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que l'unité DPA est trés sélective au zinc ; cela se confirme dans notre cas en exposant [Mn''L6] a des
guantités croissantes de calcium. Lexpérience dans le cas du calcium ne présente pas de variation
significative de la relaxivité (Figure 136). Nous avons donc conclu que le complexe hétéro-bimétallique

[MnL6Ca] ne se formait pas.

Lalbumine sérique humaine (HSA, en anglais), la protéine la plus abondante dans le plasma,
est une macromolécule monomérique a plusieurs domaines, représentant le principal déterminant de
la pression oncotique plasmatique et le principal modulateur de la distribution des fluides entre les
compartiments corporels.?*! Les agents d’imagerie présentant une forte affinité pour la HSA sont trés
intéressants pour 'angiographie.?*®! En particulier, la formation d’un adduit macromoléculaire permet
de ralentir la rotation du complexe (donc augmenter le temps de rotation corrélationnel 1,) et par

conséquent, d’augmenter sa relaxivité.’?

Dans un premier temps nous avons mis le complexe [Mn''L6] en présence de la HSA. Un adduit
est formé entre le complexe et la protéine ce qui augmente forment le poids moléculaire et augmente
la relaxivité (Figure 185). La méme expérience a aussi été effectuée avec le complexe hétéro-

bimétallique [MnL6Zn] avec des ajouts croissants de HSA et I'on observe une relaxivité (r;) dépassant

les 9 mM1s?,
® MnL6-Zn"-HSA °
91 O MnL6-HSA o ®° °
I o
°
8r °
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—~7L o
o' * o
s o
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] 0
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- o
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Figure 185 : Comportement de [Mn"L6] en présence de HSA et HSA + Zn".
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IV. Conclusion

En conclusion de ces études préliminaires, nous avons développé un nouveau ligand ditopique
HsL6 qui posséde une entité bispidine-lysine pour la complexation du manganese (ll) et un motif DPA
connu pour sa trés forte sélectivité au zinc. Le complexe [Mn'"L6] a été isolé et des études préliminaires
ont été menées afin de prouver son affinité pour le zinc. Des résultats trés prometteurs ont été obtenus
avec une hausse de la relaxivité du complexe de 20% en présence de 1.2 équivalents de zinc ou plus.
Ces variations sont exacerbées en présence de HSA. Des études plus approfondies sont prévues,
notamment afin de savoir comment est coordiné le zinc au sein du complexe. Nous n’avons pas encore
déterminé si les acides carboxyliques présents sur le bicycle interviennent dans la coordination du zinc.
Pour le savoir nous allons utiliser I'intermédiaire 17 qui est le ligand final avec les acides carboxyliques

protégés sous forme d’ester. Les essais sont en cours.
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Conclusion générale

Les travaux de cette these « Complexes de bispidines pour I'imagerie » ont porté sur la
synthese de nouveaux chélateur a base de bispidines pour la complexation de I'ion terbium(lll) pour
la TEP et le manganése(ll) pour I'IRM afin de répondre a la demande grandissante en agents d’imagerie
médicale. Uopportunité de l'utilisation de nos complexes de bispidine a base de manganeése pour la

catalyse de la SOD s’est présentée a nous et a donc été explorée en paralléle de ces travaux.

Dans une premiere partie nous avons développé deux ligands (HeL1 et H4L2 - Figure 186) afin
de complexer le Tb". Cet objectif a été atteint et nous avons été en mesure de complexer le lanthanide
dans une gamme de temps courte (maximum 20 min a température ambiante a pH neutre). Les
propriétés physicochimiques des complexes [ThL1] et [TbL2] ont été étudiées ; les constantes de
stabilité thermodynamique sont respectivement logKm1 = 12,8(2) et logKmwi2 = 9,7(1). Les propriétés
de luminescence des deux complexes ont également été mesurées afin d’en déterminer plusieurs
paramétres tels que les temps de vie de luminescence dans l'eau, soit 1,9(2) ms pour [TbL1] et 1,7(2)
ms pour [TbL2], ou encore leur rendement quantique, soit 0,15% pour [TbL1] et 0,5% pour [TbL2]. Ce
projet nous a permis de développer une premiere génération de ligands a squelette bispidine pour
complexer le terbium(lll). La suite du travail va se concentrer sur le développement de ligands
bifonctionnels pour HeL1 et H4L2 afin de pouvoir coupler une unité de ciblage biologique tels qu’un
anticorps, un nano-body ou encore un peptide avant de pouvoir complexer ces nouveaux bioconjugués

avec un isotope radioactif et les utiliser comme radiotraceurs pour I'imagerie TEP in vivo.

Dans une seconde partie, nous avons développé trois ligands (HsL3, HsL4 et HsL5 - Figure 186)
afin de complexer le Mn" et le Mn" pour développer une sonde IRM rédox-activée. Ce projet s’inscrit
dans la continuation du travail de trois précédents doctorants qui ont développés des ligands
bispidines pour différentes applications, et en particulier des ligands capables de complexer I'ion Mn"
(IMnLys], [Mn3] et [Mn4]). Toutefois, le potentiel rédox de [MnLys], [Mn3] et [Mn4] étant trop élevé
pour des applications biologiques, nous nous sommes intéressés & une nouvelle famille : [Mn"L3],
[Mn"L4] et [Mn"L5]. Les trois complexes présentent des potentiels redox inférieurs a ceux de [MnLys],
[Mn3] et [Mn4] (de la premiére génération). Nous avons étudié les propriétés physicochimiques de
[Mn"L3], [Mn'"L4] et [Mn'L5]. Les trois complexes présentent des constantes de stabilité
thermodynamique de logKwnis = 16,2(1), logKunis = 17,28(3) et logKmnis = 15,80(6), respectivement. Les
propriétés relaxométriques des complexes ont aussi été étudiées et les valeurs caractéristiques sont :
ri(MnL3) = 3,91 mMs?, ry(MnL4) = 3,90 mMstet ry(MnL5) = 3,39 mM?s?a 25°C, 60 MHz et pH 7.

Nous avons développé une voie de synthese des complexes de Mn" dans le méthanol, ce qui nous a

permis d’étudier la stabilité des complexes [Mn"L3], [Mn"'L4] et [Mn"'L5]. Cependant, les complexes
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[Mn"L3], [Mn"'L4] et [Mn"L5] ne présentent pas une stabilité suffisante dans I'eau pour les
caractériser de maniere compléte et encore moins pour les utiliser comme agents de contrastes redox
IRM activés. La suite du travail doit se concentrer sur le développement de nouveaux ligands avec une
meilleures stabilisation du manganése(lll) tout en conservant les propriétés de [Mn'L3], [Mn'L4] et
[Mn"L5] a savoir un potentiel redox cohérent avec les couples redox biologiques, une inertie cinétique
des complexes de manganese(ll) élevé, une bonne relaxivité, un systeme redox réversible, une bonne

stabilisation du manganese(lll) ainsi qu’une bonne inertie cinétique.

Nous avons aussi exploré de potentielles propriétés de catalyse des complexes [Mn'"L3],
[Mn""L4] et [Mn"L5] comme mime de la superoxyde dismutase. Seul [Mn"L4] présente une activité
catalytique. La cytotoxicité des trois complexes a été étudiée et aucun des trois ne présente de toxicité
dans les conditions de I'étude. Lactivité anti-inflammatoire des trois complexes a été explorée, les
complexes présentent un trés faible potentiel anti-oxydant. Cette faible activité anti-inflammatoire
pourrait s’expliquer par l'absence de pénétration des complexes dans la cellule. Des mesures
complémentaires sont a prévoir afin d'évaluer ce paramétre avant d'envisager éventuellement une
modification de la structure chimique des complexes, comme le couplage avec des peptides
pénétrants. Une derniere application en imagerie médicale nous a intéressé durant cette these, il s’agit
de la détection de I'ion zinc(ll) par IRM. Nous avons développé la premiere sonde Mn-bispidine basée
sur la bispidine L-lysine avec une extension spécifique a la coordination du zinc (HsL6 - Figure 186). Des
premiéres études préliminaires ont été effectuées afin de confirmer la spécificité du complexe [Mn''L6]
au zinc. Les résultats sont trés prometteurs car aucune variation de relaxivité du complexe [Mn'"L6] n’a
été enregistrée en présence d’ion calcium(ll) tandis que la relaxivité augmente en présence de zinc(ll).
En particulier, une hausse de 20% de la relaxivité longitudinale (r1) a été observée en présence d’un
équivalent de zinc. Afin de comprendre le mode d’action de cette nouvelle sonde, il sera nécessaire de
confirmer les atomes coordinants impliqués dans la coordination du zinc. Ces études sont en cours
avec notamment la synthése et 'étude d’un analogue du ligand HsL6 avec les acides carboxyliques sous

la forme ester (17).
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Figure 186 : Les ligands congus pour les différents projets.
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Experimental section

I. Measurements and materials

a. Solvents and starting materials.

Solvents and starting materials were purchased from Aldrich, Acros, Fluorochem, TCI
chemicals and Alfa Aesar and used without further purification. IR spectra were recorded on a Perkin
Elmer Spectrum. *H and 3C NMR spectra and 2D COSY, NOESY, HSQC, and HMBC spectra were recorded
on Advance 400 and Advance 500 Bruker spectrometers operating at 7.04 T and 9.39 T, respectively.

Chemical shifts are reported in ppm, with residual protonated solvent as the internal reference.

b. Stock solutions
All the stock solutions were prepared by weighing solid products using an AG 245ML304T100
Mettler Toledo analytical balance (precision 0.01 mg). Metal cation Tb(lll) solutions were prepared
from their chloride salt (TbCl3-6H,0 / LaCl3.7H,0/ LuCl3.6H,0/ ZnCl, / MnCl,, 99.9%, Sigma-Aldrich),
and their concentrations were determined by colorimetric titrations with EDTA (10-2 M, Merck,

Titriplex 111) according to standard procedures, using xylenol orange as indicator.?*”!

c. FPLC

The device is an Interchim puriflash gen 5 InterSoft® X "Genius". The flow rate: 250mL/min, pressure
max.: 250bar, Quaternary Gradient, Air purge, Washing discs, Solvent tray with drainage system. The
UV range: 200 — 400 nm multi wavelength & scan collection, spectral view & purity confirmation.
Bispidine-pyridine derivatives: A= 254 nm, bispidine-imidazole derivatives: A= 220 nm was monitored
used for the detection. Column SiO,: CHROMABOND Flash RS 15 SiOH 15-40 pm. Column C18:
interchim PF-15C18AQ-F004 15 um. Gradient for all purifications below.

Iterchim PF-30SIHP-JP-FO040 30 pum Iterchim PF-15C18AQ-F004 15 pm
DCM / MeOH H.0 / MeOH
2 min: 100% DCM | 5 min: 100% H,0
10 min: 10% MeOH \ 10 min: 70% MeOH
13 min: 15% MeOH 15 min: 100% MeOH
|

16 min: 20% MeOH 20 min: 100% H,0
20 min: 25% MeOH

d. HPLC
High Performance Liquid Chromatography/UV absorption spectrophotometry analysis was
performed on an Agilent 1100 system equipped with a Diode-Array Detector (DAD). Samples (15-50
uL) were injected into the column (Uptisphere® CS EvolutionTM C18AQ, 250 x 4.6 mm, 5 um,
Interchim), at room temperature. The pH value of the samples was adjusted to 7.4 prior to their
injection. A water/methanol gradient was used for mobile phase as follows: 100% of water from 0 to
5 min post injection, linear increase to 70% MeOH at 10 min, linear increase to 100% MeOH at 15 min,
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followed by a linear decrease to 100% water at 20 min before the next run. The flowrate was 1 mL/min.
Bispidine-pyridine derivatives: A = 254 nm, bispidine-imidazole derivatives: A = 220 nm was monitored
used for the detection. Gradient for all manipulations below.

Iterchim PF-15C18AQ-F004 15 pm
H.O / MeOH

5 min: 100% H,O
10 min: 70% MeOH
15 min: 100% MeOH
20 min: 100% H,0

e. NMR
1H, 13C, 3P NMR spectra and 2D COSY, HSQC, NOESY, ROESY, and HMBC spectra were recorded
on Advance 400 and Advance 500 Bruker spectrometers operating at 7.04 T and 9.39 T, respectively.

Chemical shifts are reported in ppm, with residual protonated solvent as the internal reference.

f.  Mass spectrometry

Mass measurements (MALDI) were carried out on an AutoflexTM MALDI-TOF mass
spectrometer (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany). This instrument was used at a maximum
accelerating potential of 20 kV in positive mode and was operated in linear mode. The delay extraction
was fixed at 560 ns and the frequency of the laser (nitrogen 337 nm) was set at 5 Hz. The acquisition
mass range was set to 100-10000 m/z with a matrix suppression deflection (cut off) set to 190 m/z.
The equipment was calibrated with Dithranol ([M+H]* 227.23), a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
(IM+H]*190.17) ACTH_1-17 ([M+H]* 2094.42) , insulin ([M+H]* 5732.52), ubiquitin | ((M+H]* 8565.76)
and myoglobin ([M+H]* 16952.31). Each raw spectrum was opened with flexAnalysis 2.4 build 11
(Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) software and processed using the following parameters:
signal-to-noise threshold of 1, Savitzky-Golay algorithm for smoothing, median algorithm for baseline

substraction.

Mass measurements (ESI) were recorded on an Orbitrap Exactive Plus EMR (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany) mass spectrometer, coupled to an automated chip-based
nanoelectrospray device (Triversa Nanomate, Advion, Ithaca, U.S.A.) operating in the positive ion
mode at 1.3 kV and the pressure of the nebulizer gas was 0.40 psi. lons were driven through the mass
spectrometer with an in-source voltage of 40 eV and then thermalized in the HCD cell at 20 eV. The
constant Ny pressure in the backing source region, the HCD cell and the orbitrap analyzer were set to

2.10-5 mbar and 10-9 mbar, respectively.

g. Elemental analysis
Elemental analysis was carried out by the Service Commun d'Analyses of the University of

Strasbourg.
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h. Crystallography data
Crystallography data were collected on an APEX Il Brucker AXS diffractometer with Mo—Ka

radiation (A = 0.71073 A). Structure was solved by direct methods (SIR92) and refined (SHELXL-2014/7)
by full-matrix least-squares methods as implemented in the WinGX software package. An empirical
absorption (multi-scan) correction was applied. Hydrogen atoms were introduced at calculated
positions (riding model) included in structure factor calculation but not refined with exception for the

hydrogen atom on the secondary amino group (N7) whose coordinates have been freely refined (AFIX

2).
1 20 6
Formula C30 H32 N4 07 C3o H32 N4 Os C31 H34 N4 07
Molecular weight (g.mol?) 560.59 544.60 574.62
Temperature (K) 296(2) 150 296
Crystal size (mm) 0.22x0.18x0.06 0.14x0.12x0.10 0.25x0.11x0.09
Crystal system Monoclinic Triclinic Triclinic
Space group P2i/n P-1 P-1
Cell lengths (A) a=13.1361(4) a=10.553(2) a=10.9679(5)
b= 14.7490(5) b= 10.859(2) b=11.6302(5)
c=14.8041(5) c=13.234(2) c=12.9288(5)
Cell angles (°) a=90 a=99.729(8) o=110.227(1)
p=104.4930(10) B=93.264(7) B=100.454(1)
v=90 v=113.435(7) v=98.803(2)
Volume (A%); Z 2776.94(16); 4 1358.5(4); 2 1479.60(11); 2
Density (calc.) (g.cm™) 1.341 1.331 1.290
Abs. coeff. (mm™?) 0.097 0.094 0.092
F(000) 1184.0 576.0 608.0
Omax 27.524 27.54 27.479
Reflections collected 23175 21550 30572
Independent reflections 6313 6222 6715
I>20(l) reflections 3741 4637 4338
Parameters 377 365 384
R1, wR2 (I>20(1)) 0.0490, 0.1108 0.0662, 0.1634 0.0457,0.1024
R1, wR2 (all data) 0.1008, 0.1378 0.0866, 0.1764 0.0845, 0.1253
Largest diff. peak, hole (e A?) 0.279, -0.232 0.76, -0.558 0.227,-0.194
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8 10 12
Formula C32 H37 N4 05, Cz F3 02 ng H34 N6 07 C29 H39 NG 07, I
Molecular weight (g.mol?) 540.50 566.61 710.56
Temperature (K) 150 150 150
Crystal size (mm) 0.11x0.04x0.01 0.12x0.05x0.01 0.21x0.13x0.06
Crystal system Monoclinic Monoclinic Triclinic
Space group P2:/c P2:/n P-1
Cell lengths (A) a= 15.998(3) a=10.5189(13) a=10.5536(11)
b=9.8521(18) b=24.127(3) b= 11.5043(12)
c=15.697(3) ¢=11.5610(19) c=13.8837(14)
Cell angles (°) a=90 a=90 o=103.795(4)
B=92.816(5) B=110.364(5) B=94.499(4)
v=90 v=90 v=102.168(4)
Volume (A3); Z 2471.1(8); 4 2750.7(7) ; 4 1585.5(3) ; 2
Density (calc.) (g.cm?3) 1.453 1.368 1.488
Abs. coeff. (mm™) 0.122 0.100 1.064
F(000) 1128.0 1200.0 728.0
Omax 27.469 27.470 27.508
Reflections collected 15325 33022 23919
Independent reflections 5501 6277 7212
I>20(1) reflections 2353 4808 6703
Parameters 347 379 397
R1, wR2 (I>20(l)) 0.0884, 0.2098 0.0726, 0.1777 0.0251, 0.0636
R1, wR2 (all data) 0.1973, 0.2738 0.0948, 0.1871 0.0278, 0.054
Largest diff. peak, hole (e A?) 0.964, -0.741 -0.423, 1.198 0.948, -0.646

i. Potentiometric titration

Carbonate-free 0.15 M (or 0.1 M) NaOH and 0.1 M HCl were prepared by dilution of
concentrated solutions from Fisher Chemicals. Potentiometric titrations were performed in 0.15 M
aqueous KCI (or NaCl) under nitrogen atmosphere and the temperature was controlled at 25 + 0.1 °C
with a circulating water bath. The p[H] (p[H] = -log[H+], concentration in molarity) was measured in
each titration with a combined pH glass electrode (Metrohm) filled with 3 M KCI. The titrant addition
was automated using a 702 SM titrino system (Metrohm). Prior to each experiment, the electrode was
calibrated as a hydrogen concentration probe by titrating known amounts of HCl with KOH (or NaOH)
in 0.1 M electrolyte solution. A plot of potential versus p[H] allows the determination of the electrode
standard potential (E°) and the slope factor (f). The GLEE program was used for glass electrode
calibration. Continuous potentiometric titrations with 0.1 M KOH (or NaOH) were conducted on
aqueous solutions containing 1.5-1.8 mM of ligand in 0.15 M KCI (NaCl) (Vo = 5 mL), with 2 minutes
waiting time between successive points. The titrations of the metal complexes were performed with
the same ligand solution to which 1 equivalent of the metal cation had been added. Experimental data
were refined using the computer program Hyperquad 2008.12*8! All equilibrium constants are
concentration quotients rather than activities and are defined as: Kmin = [MmLiHp] / [M]m [L]: [H]n. The

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

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

j. Dissociation kinetics studies

The kinetic inertness of Mn"L3, Mn"L4 and Mn'"L5 was assessed at 37°C and in 0.15 M NaCl,
via transmetallation studies of the manganese complexes (1.1 mM) with Zn" at pH = 6 (50 mM MES
buffer, in the presence of 10- and 50-fold excess of the exchanging Zn"), and at pH = 3 and 3.49 (50
mM KH-phthalate buffer), pH = 4 (50 mM dimethyl-piperazine), and pH = 5 (50 mM N-
methylpiperazine), in the presence of 50-fold excess of Zn". The excess of the exchanging metal ion
guarantees the pseudo-first order conditions. For the duration of the experiments (up to 1 month), the
samples were stored in a thermostat at 37 °C and the water proton relaxation rates at 60 MHz were
monitored upon time using a Bruker Minispec relaxometer. The pH was controlled for each sample at
the end of the kinetic measurements to confirm that it remained stable during the experiment. The
analysis of the experimental data was performed using Visualiseur/Optimiseur running on a MATLAB

8.3.0 (R2014a) platform.

k. Relaxometric Measurements
Proton NMRD profiles of manganese complexes were recorded in an aqueous solution (Cwvn =
1.1-1.3 mM, pH = 7.0) at 25°C and 37 °C on a Stelar SMARTracer Fast Field Cycling relaxometer (0.01-
10 MHz) and a Bruker WP80 NMR electromagnet adapted to variable field measurements (20-80 MHz)
and controlled by a SMARTracer PC-NMR console. The temperature was monitored by a VTC91
temperature control unit and maintained by a gas flow. The temperature was determined by previous

calibration with a Pt resistance temperature probe.

Relaxometric pH-titration: 30 samples (for r2) and 24 samples (for r;) with [Mn'"L3],, = 0.3 mM
(1.86 mM for r1) and a total volume of 350 plL were prepared, the ionic strength was adjusted to 0.15
M with NaCl. A calculated volume of [NaOH]=97.5 mM was determined for each sample, the solutions
were stirred for 3h. The relaxation times (T: & T,) were measured at 3h and 24h (Minispec 60 MHz,

25°C) and plotted as a function of pH.

l. O NMR measurements
Variable temperature O transverse (T,) relaxation times and chemical shifts of aqueous
solution of manganese complexes (cmn2+ = 4.32 kg/mmol [Mn"L3]; 3.793 kg/mmol [Mn'"L4] and 4.05
kg/mmol [Mn"L5] (pH = 7.0), were measured using a Bruker ARX 400 spectrometer (9.4 T). As stated
before, the absence of free metal ion was checked by the Xylenol Orange test and the concentration
of Mn(ll) was checked by the chemical shift measurement of tert-butanol induced by the magnetic
susceptibility. The samples were sealed in a glass sphere fitted into a 10 mm NMR tube to eliminate

magnetic susceptibility corrections to the chemical shifts. To improve sensitivity in 0O NMR, YO-
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enriched water (11.10 % H,'0, Cortecnet) was added to the solutions to yield approximately 1% 'O
enrichment. An acidified water solution (HCIO4, pH 3) was used as external reference. It was previously
shown that an acidified water reference or the diamagnetic Zn" analogue of the Mn" complex
measured at the same concentration and pH as the paramagnetic sample give identical results. The
temperature varied between 273 and 363 K. The temperature was calculated according to previous
calibration with ethylene glycol and methanol. Transverse relaxation times (T,) were obtained by the
Carr-Purcell-Meiboom-Gill spin-echo technique. The technique of the O NMR measurements on
paramagnetic complexes has been described in the Annex (part Il). The YO NMR data have been
treated according to the Solomon-Bloembergen-Morgan theory of paramagnetic relaxation using

Visualiseur/Optimiseur running on a MATLAB 8.3.0 (R2014a) platform.

m. UV-visible absorption, emission, and excitation spectra + lifetime.

_bispidine complexes were recorded on a Perkin-Elmer

All the absorption spectra of Mn
Lambda 950 UV/VIS/NIR absorption spectrometer from Perkin Elmer. Oxidation of HsL3, Mn"L3, Mn'L4
and Mn''L5 were monitored in the following conditions: Solution of 2 mL of [Mn"L3] = 1mM ([HsL3] =
0.1 mM, [Mn"L4] = 2mM and [Mn"L5] = 2mM) in HEPES (50 mM, pH 7.4) were prepared and 20

equivalents of H,0, (>30%, Sigma Aldrich) and catalytic amount of HRP (Sigma Aldrich) were used.

Steady state emission spectra were recorded on an Edinburgh Instrument FLP920
spectrometer working with a continuous 450W Xe Lamp and a red sensitive R928 photomultiplier from
Hamamatsu in Pelletier housing for visible detection (230 to 900 nm) or a Hamamatsu R5 509-72
photomultiplier for the Vis-NIR part. All spectra were corrected for the instrumental functions. For
emission spectra upon UV excitation, a 330 nm cut-off filter was used to eliminate second order
artefacts. Phosphorescence lifetimes were measured on the same instrument working in the Multi-
Channel Spectroscopy (MCS) mode, using a Xenon flash lamp as the excitation source. For short pus
lifetimes, the intensity decay was corrected for the lamp intensity decay profile using a scattering
solution of Ludox in water. Luminescence quantum yields were measured according to conventional
procedures, %% with optically diluted solutions (optical density < 0.05), using [Ru(bipy)sCL2] in water
(® = 0.04) 5% a5 reference for Eu, a bipyridine Tb complex, [TbL(H,0)] in water (® = 0.31)%Y as
reference for Th, and cardiogreen (IR125) in MeOH (® = 0.078) for Yb. [2°2 The errors are estimated to
10 % on the lifetimes and 15 % on the luminescence quantum yields. Hydrations numbers, q of Th

complexes were obtained using equation of Beeby et al (detail in the Annex part 1).2°3

The automatic UV-visible spectrophotometric titrations as a function of pH for the ligands (L1,
L2 and L3) and the complexes 1-1 (Zn"L3) were performed in water (2% of MeOH for HsL3 and Zn'"L3).
Typically, 40 mL of the solution were introduced into a jacketed cell (Metrohm) maintained at 25°C by
the flow of a Lauda E200 thermostat, the final concentrations were [HeL1] = 5 x10™° M, [HsL2] = 4.24

x10° M, [HsL3] = 1 x10* M and [Zn"L3] = 1 x10™* M. The initial pH was adjusted around 2 with HCI
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solution (0.106 M) and the titration of the ligands and Zn"-complex were then carried out automatically
(around 2 <pH 211) using automatic titrator of the 794 Basic device for the controlled adding of the
NaOH solution (0.108 M). After each addition of the base and subsequent measurement of the
potential of the solution by the automated system (DET-pH method [DET stands for Dynamic
Equivalent point Titration] in the Tiamo light 1.2 software — Metrohm AG Ltd]) a UV-visible absorption
spectrum (200-800 nm) was repeatedly recorded using a Varian Cary 50 spectrophotometer fitted with
Hellma optical fibres (Hellma, 041.002-UV) and an immersion probe made a suprasil quartz (Hellma,
661.500-QX), that was interfaced (Cetrib) with the potentiometric unit. The spectrophotometric data
were analyzed with Specfit program which adjusts the absorptivities and the stability constants of the

species formed at equilibrium.[2%4

Nb: Concerning the titration HsL3, the ligand was first dissolved in water at pH 10 to improve

the solubility then the pH was adjusted to 7.4.

Manual titration as function of pH were monitored by UV/Vis absorption spectra which were
recorded on a Specord 205 (Analytic Jena). For Mn'"L4 a solution of 2 mL (I = 0.1 NaCl) of complex was
prepared ([Mn"L4] = 0.8 mM). The first pH was adjusted with a solution of HCI (2.99 M). Subsequently,
the pH was adjusted with 2 pL of NaOH (0.1 M, 1M and 5M).

Batch titrations as function of pH were monitored by UV/Vis absorption spectra which were
recorded on a Specord 205 (Analytic Jena). For Mn"L3, Mn"L4 and Tb"'L1, a solution of 110 mL (1=0.1
NaCl) of complex was prepared ([Mn"L3] = 0.1 mM, [Mn"L4]= 0.8 mM and [Tb"L1]=5 x 10 M). The
first pH was adjusted with a solution of HCI (2.99 M). Subsequently, the pH was adjusted with 2 pL of
NaOH (0.1 M, 1M and 5M). For a selection of pH values, a solution of 2 mL was collected. The solution
of complexes was stirred for 3h (Mn''L3) and 30 min (Th"'L1). 2 < pH < 11. The spectrophotometric data

were analyzed with Specfit program.2°]

n. Cyclic voltammetry
Instrumentation
Cyclic voltammograms were recorded using a MetrOhm potentiostat (AUTOLAB model). The
auxiliary electrode was a Pt wire, and the working electrode was a glassy carbon disk (3 mm diameter)
carefully polished before each voltammogram with a 1 um diamond paste, washed with water and

finally air dried.

UV-visible spectra were recorded on a thermostated CARY 300 Bio UV-visible
spectrophotometer using a double-beam mode with media as the reference or on a SPECORD S600

Analytik Jena spectrophotometer.
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Cyclic Voltammetry

Samples were directly added into the cell under stirring to reach desired concentration
(between 100 uM and 1 mM) in a 3 mL cell containing 1mL of MOPS (50mM) pH 7.5. Glassy carbon
working electrode, platinum wire counter electrode and an aqueous saturated calomel electrode (SCE)
were used. They were washed with distilled water prior to experiments. Glassy carbon electrode was
also polished each time. The software used was Nova. CV staircase method with the following method:
Scan rate: 200 or 100 mV.s'}; Start potential: 0 Vocp; Upper vertex potential: 1.1 V.f; Lower vertex
potential: -0.7 V.; Step: 0.005V.

McCord and Fridovich assay protocol

Xanthine (6.6 mg, M=174.09 g/mol, 37.9 umol) was dissolved in HEPES 50 mM (190 mL) pH

7.6 by heating at 80°C for 3 hours to obtain a solution at 200 M. The solution was cooled to

room temperature and kept in the dark.

- XTT tetrazolium (3.5 mg, M= 673.53 g/mol, 5.2 umol) was dissolved in the xanthine solution
(52 mL) to get a solution at 100 uM in XTT.

- 1.5 mL of the xanthine/XTT solution was added in a microcuvette. The cuvette is left in the
thermostated spectrophotometer for 10 minutes for the temperature to reach 25°C.

- 4 uL of a solution of xanthine oxidase at 20 mg/mL in water (milliQ) is added in the

microcuvette. The absorbance at 470 nm was measured for 4 minutes.

- After 1.5 minutes, few pL of the SOD mimic at 100 uM are added in the cuvette.

The slope of the absorbance was measured in absence of SOD mimics (p1) between 0 and 1.5 minutes
and in presence of SODm (p,) between 2 and 4 minutes. The theoretical calculation of the chemical
kinetics revealed that the temporal evolution of the absorbance at a given wavelength is linear if the
concentration in superoxide is negligible compared to that of the XTT marker. This criteria is fulfilled
for a concentration in XTT marker around 100 uM and for a slope pl comprised between 0.027 et
0.028 min. The volume of xanthine oxidase at 20 mg/mL has thus to be tuned at the beginning to get

the slope p1 in the appropriate range.

This protocol is repeated for several concentration of SODm added. For each concentration, the value

P1—P2
P2

is calculated and plotted as a function of the concentration in SOD mimics in the microcuvette

(0.6< % < 1.2). The ICs can be extrapolated from the linear regression of this curve by determining
2

P1—DP2
D2

the concentration of SODm for which isequalto 1 (p; = 2 * py).

The ICso value is not an absolute value as it is dependent on the experimental conditions, hence
on. But from the measured ICs values, an apparent kinetic constant value which is independent of
both the concentration and the nature of the detector can be calculated. When the concentration of
the SOD mimic is the ICso, the superoxide anion reacts with the XTT tetrazolium and with the SOD
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mimics at the same speed. From the known kinetic constant of XTT tetrazolium, that of the SOD mimic

can be determined.
kx1r tetrazotium * [05_] * [XTT tetrazolium] = ksop mimic * [05_] * [C50

kxrr tetrazotium * [XTT tetrazolium]
ksop mimic = 1C50

The intrinsic activities of SOD mimics (ksoomimic) can be compared by using these catalytic rate values.
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Il. Organic synthesis

Note: The numbering respects the IUPAC numbering of the bispidine skeleton. However, for

symmetry reasons C2 and C4 as well as C6 and €8 and C1 and C5 are equivalents for most compounds.

Precursor P1 and P2 have been obtained following established protocols.[28) 12561

2 Bispidone 1 (C3oH32N40-, 560.23 gmol™?). Precursor P1 (3.32 g,
9.00 mmol, 1 equiv) was dissolved in 30 tetrahydrofuran and
heated to 50°C under stirring. Then 2,4-
dimethoxybenzylamine (1.60 mL, 10.7 mmol, 1.2 equiv) and
formaldehyde (1.60 mL, H,O at 36-38%, 21.6 mmol, 2.4 equiv)

@10 ; 10@ were added under stirring for 16h at 65°C. After cooling to
W& N 3 N A | room temperature, the solvent was removed under reduced

14 14

pressure and washed with MeOH vyielding the product as a

white powder (2.3 g, 45%, average yield 46%). TLC (DCM/MeOH - 90/10); R¢= 0.68; *H NMR (400 MHz,
25°C, CDCl3) : 8= 2.91 (d, J= 11.3 Hz, 2H, 6. and 8s), 3.29 (s, 2H, CH,, 17), 3.61 (s, 3H, OCHs, 24), 3.61
(d, J= 11.3 Hz, 2H, 6eq and 8cq), 3.73 (s, 6H, OCHs, 16), 3.78 (s, 3H, OCHs, 25), 5.10 (s, 2H, CH, 2 and 4),
5.18 (s, 1H, 3), 6.26 (dd, 3Ju = 8.2 Hz, Y = 2.4 Hz, 1H, 20), 6.29 (d, Yuy = 2.3 Hz, 1H, 22), 6.95 (d, *Jun
= 8.2 Hz, 1H, 19), 7.12 (m, 2H, 13), 7.51 (d, s = 7.9 Hz, 2H, 11), 7.59 (td, ¥ = 7.6 Hz, “Jun = 1.8 Hz,
2H, 12), 8.36 (m, 2H, 14); 3C NMR (126 MHz, 25°C, CDCl3): 6= 52.1 (16) , 54.9 (2 and 4), 55.4 (24), 57.6
(25), 61.3 (17), 66.5 (6 and 8), 98.3 (1 and 5), 103.3 (22), 118.0(20), 122.3 (18), 122.8 (13), 131.7 (11),
136.2 (12), 148.5 (19), 157.5 (14), 158.9 (10), 160.2 (23 and 21), 169.9 (15), 205.5 (9) ppm.

2 Bispidol 2 (C3oH34N407, 562.24 gmol™). Bispidone 1 (0.6 g, 1.07
mmol, 1 equiv) was dissolved in anhydrous tetrahydrofuran
(30 mL) and was cooled at -78°C in a bath of acetone/dry ice.
Then, sodium borohydride (30 mg, 0.80 mmol, 0.75 equiv) was
slowly added. After 2h at -78°C the reaction was completed as
indicated by *H NMR spectra. Ammonium chloride (pH 5, 5 mL)

was added under stirring. Then water (50 mL) was added, the

product was extracted by dichloromethane (3 x 30 mL) and

dried with MgS0,, and finally the solvents were removed
under reduced pressure. The product was purified by flash column chromatography (SiO2, 100% DCM
to 80% DCM in 30 min). Pure product was obtained as a white solid (0.385 g, 64%, average yield 54%).
TLC (DCM/MeOH - 90/10); R¢= 0.45 ; H NMR (400 MHz, 25°C, CDCls) : 8= 2.46 (d, J= 12.00 Hz, 2H, 6.4
and 8.), 3.29 (s, 2H, 17), 3.49 (d, J= 12.00 Hz, 2H, 6.4 and 8¢q), 3.55 (s, 6H, OCHs, 16), 3.64 ( s, 3H,
OCHs, 24), 3.79 (s, 3H, OCHs), 4.31 (s, H, 9), 5.10 (s, 1H, 3), 5.18 (s, 2H, 2 and 4), 6.35 (dd, 3/ux = 8.1
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Hz, “Jun = 2.4 Hz, 1H, 20) 6.38 ( d, “/Jun = 2.3 Hz, 1H, 22), 7.05 (m, 2H, 13 ), 7.09 (d, /i = 8.2 Hz, 2H, 11),
7.43 (d, *Jun = 7.9 Hz, 2H, 19) 7.63 (td, 3Jun = 7.6 Hz, “Jun= 1.8 Hz, 2H, 12), 8.36 (m, 2H, 14); *C NMR
(126 MHz,25°C, CDCls): 8= 50.2 (5 and 1), 52.4 (2 and 4), 53.0 (16), 56.1 (6 and 8), 56.2 (25), 58.8 (24),
68.5(17), 75.1(9), 99.8 (22), 105.2 (20), 119.4 (18), 123.2 (13), 124.2 (11), 134.1 (12), 138.1 (19), 149.9
(14), 158.9 (10), 161.0 (23), 162.5 (21), 174.2 (15) ppm; MALDI (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
MATRIX)/ MS*: m/z = 563.761 ([M + H]*, 100%), 564.154 ([M + H]*, 24%), 565.169 ([M + H]*, 0.36%).

Bispidol 3 (C21H24N4Os, 412.17 gmol?). To a solution of
bispidol 2 (0.744 g, 1.3 mmol, 1 equiv) in 60 mL of
dichloromethane was added trifluoroacetic acid (13.6 mL,
177 mmol, 136 equiv) and the solution was stirred at 50°C
overnight. Then the reaction mixture was concentrated

under vacuum, the residue dissolved in methanol and the

purple solution was stirred at 65°C for 1h. After the solvent

was filtered hot and the purple solid was purified by flash
column chromatography (SiO,, DCM/MeOH - 100% DCM to 80% in 30 min). The pure compound was
obtained as a white solid (0.450 g, 83%, average yield 80%). TLC (DCM/MeOH - 90/10); R¢= 0.39; H
NMR (400 MHz, 25°C, CDCl3): 8= 3.49 (s, 2H, 2 and 4), 3.55 (d, J= 13.2 Hz, 2H, 6. and 8.), 4.03 (d, J=
13.2 Hz, 2H, 6¢q and 8¢g), 3.61 (s, 6H, OCHs, 16), 4.64 (s, 1H, 9), 5.33 (s, 2H, 3 and 7), 7.18 (ddd, *Jun =6.7
Hz, *Jun = 6.7 Hz, “Juu = 1.2 Hz, 2H, 13), 7.46 (d, *Jun = 7.8 Hz, 2H, 11), 7.71 (td, *Jun = 7.7 Hz, *Ju= 1.8
Hz, 2H, 12), 8.63 (m, 2H, 14); 3C NMR (126 MHz, 25°C, CDCl5): 8= 41.4 (8 and 6), 51.9 (2 and 4), 53.2
(16), 67.6 (1 and 5), 73.3 (9), 124.7 (13), 125.3 (11), 139.0 (12), 150.8 (14), 158.2 (10), 171.6 (15) ppm.
MALDI (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid MATRIX)/ MS*: m/z = 413.739 ([M + H]*, 100%), 414.750 ([M
+ H]*, 24%), 415.810 ([M + H]*, 0.36%).
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0 0 Bispidol 4 (Cs7H3sNeOs, 710.27 gmol™). To an acetonitrile
25 e solution (50 mL) of Bispidol 3 (0.450 g, 1.09 mmol, 1 equiv)
was added methyl 6-(bromomethyl)picolinate (0.745 g, 3.27
mmol, 3 equiv) and potassium carbonate (0.451 g, 3.27 mmol,
3 equiv). After, the mixture was heated to reflux for 2 days, the
solution was filtered, then the product was evaporated under
vacuum. The obtained solid was dissolved in a mixture of
DCM/water (1/1 - 200 mL), then the product was extracted
with DCM (3*50 mL). Subsequently the product was dried with
MgSQ,, and the solvent evaporated. The solid was purified by
flash column chromatography (SiO,, DCM/MeOH, 100/0 -
80/20in 25 min). The pure compound was obtained as a white
solid (0.179 g, 23%). TLC (DCM/MeOH - 90/10); R¢= 0.20; H
NMR (400 MHz, 25°C, CDCls) : 8= 2.39 (d, J= 12.2 Hz, 2H, 64

and 8..), 2.89 (d, J= 12.2 Hz, 2H, 6eq and 8eq), 3.54 ( s, 2H,

17), 3.62 (s, 6H, OCH3s, 16), 3.79 (s, 2H, 26), 3.93 ( s, 3H, OCH3,

25), 4.01 (s, 3H, OCHs, 25/34), 4.23 (s, H, 9), 5.34 (s, 2H, 4 and 2), 6.98 (m, 2H, 13), 7.37 (td, 3wy = 7.7
Hz, “un= 1.7 Hz, 2H, 12) 7.47 (d, *Juy = 7.4 Hz, 1H, 19), 7.55 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 1H, 20), 7.75 (m, 1H, 30),
7.78(d, *Juy = 7.8 Hz, 2H, 28), 7.86 (t, ¥ = 7.7 Hz, 1H, 29), 8.02 (d, */uy = 8.0 Hz, 2H, 11), 8.12 (dd, ¥ =
7.77 Hz, “Juy = 0.8 Hz, 1H, 21), 8.32 (m, 2H, 14); 3C NMR (126 MHz, 25°C, CDCl3): 6= 51.56 (5 and 1),
52.72 (16), 53.32 (25), 53.81 (34), 56.36 (6 and 8), 64.97 (17 and 26), 65.45 (4 and 2), 74.09 (9), 122.51
(13), 123.16 (28), 124.20 (21), 125.30 (11), 126.84, 128.32 (30), 135.90 (12), 136.78 (29), 137.13 (19),
137.45 (20), 148.63 (14), 161.02 (22/31), 166.10 (10), 166.32 (33 and 24), 173.71 (15) ppm; MALDI (a-
Cyano-4-hydroxycinnamic acid MATRIX)/ MS*: m/z=711.753 ([M + H]*, 100%), 712.803 ([M + H]*, 24%),
713.906([M + H]*, 0.36%).
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Ligand HsL1 (Cs7H3sNsOs, 7266.58 gmol™). To an anhydrous
acetonitrile solution (50 mL) of compound 3 (0.189 g, 0,46
mmol, 1 equiv) was added diethyl (6-(chloromethyl)pyridin-
2-yl)phosphonate (0.266 g, 1.01 mmol, 2.2 equiv) and
potassium carbonate (0.140 g, 1.01 mmol, 2.2 equiv) under
inert atmosphere. After, the mixture was stirred at 40°C for
16h, the solution was filtered, then the mixture was
evaporated under vacuum. The crude intermediate 5 was
used without further purification. The solid was dissolved in
HCI (30 mL, 6M), the mixture was heated at 55°C for 3 days.
Subsequently, the solvent was evaporated, and the product
was purified by flash chromatography (Cis, using H,O/MeCN

from 100/0 to 0/100) to give I* and I2. Then, the mixture was

basified (pH 12) with LiOH and stirred for 16h. The solvent

was evaporated, and the product purified by flash
chromatography (Cis, using H.O/MeCN from 100/0 to 0/100) to give L1 (0.102 g, 52%). TLC (MeOH/
H,0 - 10/90); R¢= 0.26; *H NMR (500 MHz, D0, pD 12.1) 8= 2.20 (d, J= 12.6 Hz, 2H, 6. and 8.,), 2.89
(d, J= 12.5 Hz, 2H, 6¢q and 8¢q), 3.49 (s, 2H, 26), 3.54 (s, 2H, 17), 3.96 (s, 1H, 9), 5.16 (s, 2H, 2 and 4),
7.12 (d, 3/ =7.1 Hz, 1H, 28), 7.18 — 7.23 (m, 2H, 13), 7.24 — 7.26 (m, 1H, 19), 7.34 (d, 3/ = 7.6 Hz, 2H,
11),7.57 -7.64 (m, 2H, 29 and 30), 7.64-7.70 (m, 2H, 12), 7.71-7.77 (m, 1H, 21), 7.83 = 7.89 (m, 1H,
20), 8.43 — 8.53 (m, 2H, 14). 3C NMR (126 MHz, D,0, pD 12.1) 8= 51.77 (1 and 5), 56.50 (26), 56.90
(Bax/eq and 8axseq), 62.83 (2 and 4), 65.39 (17), 74.08 (9), 122.67 (13), 124.21 (28), 124.38 (29 and 30),
124.91 (19), 125.05 (21), 126.48 (11), 136.86 (20), 136.96 (12), 149.41 (14), 158.77 (18 and 27), 158.87
(10), 163.14 (22 and 31), 178.87 (15). 3P NMR (162 MHz, D,0, pD 12.1, 25°C) 6= 6.45, 6.48. MALDI
(c-Cyano-4-hydroxycinnamic acid MATRIX)/ MS*: m/z =727.348 ([M + H]*, 100%), 728.346 ([M + H]*,
24%), 729.380 ([M + H]*, 0.36%). Elemental analysis: calculated for L1 e 2 TFA, % C 44.36, % H 4.01, %
N 8.92. Found % C 44.04, % H 3.59, % N 8.80; retention time was 13.30 min. A second batch with
different TFA/CH3OH content was also synthesized. Elemental analysis: calculated for L1 ¢ 3 CH3OH, %
C49.64,% H5.39, % N 10.22. Found % C49.14, % H 5.22, % N 10.10; retention time was 13.31 min on
our standard analytical HPLC method (Uptisphere® CS EvolutionTM C18AQ, H,O/CH30H).
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HO o Ligand Hal2 (C33H30NeOs, 654.21 gmol™). Bispidol 3 (179 mg, 0.25

24 mmol) was dissolved in a mixture of H,O/THF (6 mL/4 mL) and
lithium hydroxide (60 mg, 2.5 mmol) was added at room
temperature under stirring. After 16 h, the mixture was
evaporated under reduced pressure and was purified by column
chromatography (Cis, 100% to 97% of MeOH in 20 min). Pure
product (158 mg, 97%) was obtained as a powder. TLC (MeOH/
H,0 - 97/3); R¢=; '"H NMR (DMSO- ds, 400 MHz): &= 3.27 (s, 2H,
26), 3.50 (d, J= 11.4 Hz, 2H, 64 and 8.), 4.00 (d, J= 11.4 Hz, 2H,
6eq and 8¢q), 4.16 (s, 1H, 9), 4.56 (s, 2H, 17), 5.08 (s, 2H, 2 and 4),
7.07 (d, 3/ = 7.5 Hz, 1H, H19), 7.12 (dd, 3/ = 7.2 Hz, *J = 5.2 Hz, 2H,
13), 7.41 (d, ¥ = 7.6 Hz, 2H, 11), 7.61 (td, 3= 7.7 Hz, %)= 1.6 Hz,
2H, 12), 7.69 — 7.80 (m, 2H, 20/21), 8.01 (d, “/= 4.2 Hz, 2H, 14),

8.06 (d, 2J= 7.3 Hz, 1H, 30), 8.22 — 8.34 (m, 2H, 28 and 29); B3C

NMR (DMSO-dg, 150 MHz) 8= 48.9 (1 and 5), 56.0 (6 and 8), 57.2
(26),60.9 (17),64.3 (2 and 4), 72.8 (9), 122.4 (19), 122.8 (13), 124.9 (28), 126.8 (22), 127.4 (11), 129.0
(30), 136.3, 136.9 (20), 138.8 (29), 146.9, 148.2 (14), 149.1 (Cquat), 151.2 (Cquat), 156.7 (Cquat), 157.2
(Cquat), 165.9 (Cquat), 166.0 (Cquat), 170.5 (Cquat); Mass Spectrometry: MALDI (o-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid MATRIX)/ MS*: m/z = 655.77 ([M + H]*, 100%), 656.76 ([M + H]*, 33%), 657.77
(IM + HI*, 9%); Elemental Analysis: Calculated for L2 ¢ 1.5 H,0, %C 58.15, %H 4.88, %N 12.33. Found:
%C 57.91, %H 4.78, %N 12.53; retention time was 7.46 min on our standard analytical HPLC method
(Uptisphere® CS EvolutionTM C18AQ, H20/CH30H).

22 Bispidone 6 (C3:H34N407, 574.24 gmol™?). Precursor P2 (3 g, 7.7
mmol, 1 equiv) was dissolved in 60 mL tetrahydrofuran and
heated to 50°C. 2,4-dimethoxybenzylamine (1.4 mL, 9.24
mmol, 1.5 equiv) and formaldehyde (1.3 mL, in H,O at 36%-
38%, 18.5 mmol, 2.4 equiv) were added successively. The
reaction mixture was heated under reflux (70°C) for 16h. After

cooling to room temperature, the solvent was removed under

reduced pressure. The product was washed with cold MeOH

yielding after evaporation of solvent a white powder (3.55 g,
81%, average yield 85%). TLC (DCM/MeOH - 90/10); R¢= 0.61; *H NMR (400 MHz, 25°C, CDCls) : 8= 1.93
(s, 3H, 3), 2.47 (d, J=12.0 Hz, 2H, 6.« and 84), 3.07 (d, J=12.5 Hz, 2H, 6.4 and 8¢q), 3.38 ( s, 2H, 17), 3.82
(s, 6H, OCHs, 16), 3.85 ('s, 3H, OCHs, 24), 3.95 (s, 3H, OCH3, 25), 4.67 (s, 2H, 2 and 4), 6.43 (dd, 3Juu =
8.2 Hz, “Jyn = 2.4 Hz, 1H, 20), 6.59 ( d, “Jun = 2.3 Hz, 1H, 22), 7.04 ( d, *Jus = 8.2 Hz, 1H, 19), 7.05 (ddd,
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3Jun = 7.4 Hz, *Jun = 7.4 Hz, “Juw = 1.1 Hz, 2H, 13), 7.48 (td, 3 = 7.7 Hz, Yuu= 1.8 Hz, 2H, 12), 8.0 (d, ¥
=7.9 Hz, 2H, 11), 8.42 (m, 2H, 14). 3C NMR (126 MHz, 25°C, CDCls): 6= 43.22 (3), 52.48 (16), 55.55 (24
and 25), 55.81 (17), 59.06 (6 and 8), 62.09 (1 and 5), 74.02 (2 and 4), 98.79 (22), 103.85 (20), 117.79
(18), 122.83 (13), 123.73 (11), 133.20 (19), 136.14 (12), 148.91 (14), 158.76 (10), 159.35 (23), 160.76
(21), 168.69 (15), 204.08 (9); MALDI (Dithranol MATRIX)/ MS*: m/z = 575.070 ([M + H]*, 100%), 576.069
(IM + HI*, 24%), 577.109 ([M + H]*, 0.36%).

Bispidol 8 (CH26N40s, 426.19 gmol™?). Bispidone 6 (0.2 g, 0.35
mmol, 1 equiv) was dissolved in anhydrous tetrahydrofuran (50
mL) and was cooled at -78°C in a bath of acetone/dry ice. Then,
sodium borohydride (5 mg, 0.14 mmol, 0.4 equiv) was slowly
added. After 2h at -78°C the reaction was completed as indicated
by *H NMR. Ammonium chloride (pH 5, 5 mL) was added under
stirring. Then water (50 mL) was added, the product was extracted
by dichloromethane (3 x 30 mL) and dried with MgSQ4, and finally
the solvents were removed under reduced pressure and the
product was obtained as a white solid. At the end of this reaction,

we had 2 diastereomers (which can be seen by NMR). We decided

to not separate them before the deprotection of the amine to limit

the loss of product. To a solution of bispidol 7 (0.375 g, 0.65 mmol,
equiv) in 50 mL of dichloromethane was added trifluoroacetic acid (6.8 mL, 88.4 mmol, 136 equiv) and
the solution was stirred at 50°C overnight. Then the reaction mixture was concentrated under vacuum,
the residue taken up in methanol and the purple solution was stirred at 65°C for 1h. After the solvent
was filtered, hot and the purple solid was purified by flash column chromatography (SiO,, DCM/MeOH
100% DCM to 80%). The pure compound was obtained as a white solid (0.240 g, 74%, average yield
80%). Bispidol 8.1: *tH-NMR (400 MHz, 25°C, MeOD): 8 = 1.53 (s, 3H, 3), 3.58 (d, J=13.0 Hz, 2H, 6.« and
8ax), 3.61 (s, 6H, OCH3, 16), 4.33 (d, J= 13.0 Hz, 2H, 6¢q and 8¢q), 4.53 (s, 1H, 9), 4.75 (d, J=1.2 Hz, 2H, 2
and 4), 7.36 (ddd, 3w = 7.6 Hz, 3Juw = 7.6 Hz, “un = 1.1 Hz, 2H, 13), 7.53 (d, 3J)= 7.5 Hz, 2H, 11), 7.8 (td,
3Juw = 7.7 Hz, Yy = 1.8 Hz, 2H, 12), 8.64 (m, 2H, 14); 3C NMR (126 MHz, 25°C MeOD): 6= 40.48 (3),
46.92 (6 and 8), 50.19 (1 and 5), 51.67 (16), 66.23 (2 and 4), 72.06 (9), 123.31 (13), 127.37 (11), 136.81
(12), 149.11 (14), 157.44 (10), 169.08 (15) ppm; TLC (DCM/MeOH - 96/4); R¢= 0.34; Bispidol 8.2: *H-
NMR (400 MHz, 25°C, MeOD): &= 1.68 (s, 3H, 3), 3.47 (d, J= 12.9 Hz, 2H, 6. and 84), 3.89 (d, J=12.9
Hz, 2H, 6.4 and 8¢q) 3.63 (s, 6H, OCH3, 16), 4.29 (d, J= 1.3 Hz, 2H, 2 and 4), 4.87 (s, 1H, 9), 7.35 (m, 2H,
11), 7.42 (ddd,*Jun = 7.7 Hz, *Juw = 7.7 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 2H, 13), 7.85 (td, *Jun = 7.7 Hz, “Ju = 1.8 Hz, 2H,
12), 8.7 (m, 2H, 14); 3C NMR (126 MHz, 25°C MeOD): 8= 40.33 (3), 40.25 (6 and 8), 51.76 (16), 51.44
(1 and 5), 70.61 (9), 72.29 (2 and 4), 123.93 (13), 124.48 (11), 137.63 (12), 149.86 (14), 155.04 (10),
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169.54 (15) ppm; TLC (DCM/MeOH - 96/4); R¢= 0.24; MALDI (Dithranol MATRIX)/ MS*: m/z = 427.09
([M + H]*, 100%), 428.09 ([M + H]*, 24%), 429.13 ([M + H]*, 0.36%).

22 oH Ligand HsL3 (Cy7H2sNsOs, 504.54 gmol™). To an ethanol
23

21

solution (30 mL) of bispidol (0.400 g, 0.94 mmol, 1 equiv)

20

T8N 17 was added 2-(bromomethyl)phenyl acetate (0.255 g, 1.26
mmol, 1.13 equiv) and N,N-Diisopropylethylamine (0.394
mL, 3.055 mmol, 3.25 equiv). The mixture was heated to
reflux for 16h, the solution was evaporated, and the mixture

12 has been used without further purification. TLC

10
N ‘ | (DCM/MeOH - 90/10; Rf = 0.35; MALDI (Dithranol MATRIX)/
13 =
14 14 MS*: m/z = 533.163 ([M + H]*, 100%), 533.145 ([M + H],

24%), 535.187 ([M + H]*, 0.36%).The mixture was dissolved
in H,O/THF (12/8 - 20mL) and lithium hydroxide (337 mg, 14.1 mmol, 15 equiv) was added at room
temperature under stirring. After 16h, the mixture was acidified (pH 2) by TFA and was purified by
column chromatography (C18, 100% for 5 min to 0% of H,O in 20 min, H,O/MeOH). The product was
evaporated under high pressure to obtain the final power (200 mg, 42%). TLC (MeOH/H,0 - 90/10); Rf
=0.65; 'H NMR (400 MHz, 25°C, MeOD): & = 1.72 (s, 1H, 3), 3.04 (d, J= 12.7 Hz, 2H, 6. and 8.), 3.94
(d, J= 12.7 Hz, 2H, 6eq and 8eq), 4.14 (s, 2H, 17), 4.29 (s, 1H, 9), 4.84 (s, 2H, 2 and 4), 6.92 (t, Uuu =7.3
Hz, 1H, 20), 7.04 (d, Yun = 8.2 Hz, 1H, 22), 7.20 (dd, U = 6.9 Hz, 3w = 5.0, 2H, 13), 7.37 (m, 2H, 19
and 21), 7.45 (d, 2Juy = 7.8 Hz, 2H, 11), 7.66 (td, Yuw = 7.7 Hz, Y = 1.7 Hz, 2H, 12), 8.29 (m, 2H, 14);
13C NMR (101 MHz, D,0): & = 41.98 (3), 50.32 (1 and 5), 54.56 (6 and 8), 57.65 (17), 65.75 (2 and 4),
72.16 (9), 115.62 (22), 117.75 (18), 120.65 (10), 121.06 (20), 122.51 (13) 126.29 (11), 132.67 (21),
136.32 (12), 148.27 (14) 155.54 (23), 172.08 (15); MALDI (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid MATRIX)/
MS*: m/z=505.695 ([M + H]*, 100%), 506.723 ([M + H]*, 24%), 507.720 ([M + H]*, 0.36%). Elemental
Analysis: Found for HaL3 e Li ® H,0, %C 60.96, %H 5.59, %N 11.10. Calculated: %C 61.36, %H 5.53, %N
10.60; retention time was 16.718 min on our standard analytical HPLC method (Uptisphere® CS
Evolution™ C18AQ, H,O/CH;0H).

Precursor P3 (Ci7H2:NsOs, 375.15 gmol™). Dimethyl 1,3-
acetonedicarboxylate (2 mL, 13.63 mmol) and ammonium
acetate (1.05 g, 13.63 mmol, 1 equiv) were added to 60 mL of
ethanol at 0°C. 1-methyl-2-imidazolecarbaldehyde (3.00 g,

27.27 mmol, 2 equiv) was added dropwise. After stirring at 0°C

° \a 4 for 1h, precipitation of a pale-yellow solid was observed. The

solid was collected by filtration washed with ethanol and dried under vacuum to yield P3 as a yellow
solid (3.2 g, 63%). TLC (DCM/MeOH - 95/5); R¢= 0.80; *H NMR (400 MHz, 25°C, CDCls): 8= 3.70 (s, 6H,
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OCHs, 12), 3.75 (s, 1H, 1) 3.75 (s, 6H, NCHs, 8), 4.34 (d, J= 11.0 Hz, 2H, 3 and 5), 4.65 (d, J= 11.0 Hz, 2H,
2 and 6), 6.81 (d, 3= 1.3 Hz, 2H, 9), 6.94 (d, 3J= 1.3 Hz, 2H, 10); 3C NMR (126 MHz, 25°C, CDCls): 8=
32.83(8), 52.45 (12), 54.27 (2 and 6), 61.16 (3 and 5), 121.80 (9), 121.39 (7), 127.33 (10), 145.29 (11),
168.54 (4).

20 Bispidone 10 (CysH3aN¢O;, 566.62 gmol™). Precursor P3

19 (0.368 g, 0.981 mmol, 1 equiv) was dissolved in 30 mL of
2 tetrahydrofuran and heated to 50°C under stirring. Then

2,4- dimethoxybenzylamine (0.20 mL, 1.18 mmol, 1.2
equiv) and formaldehyde (0.18 mL, H,O at 36-38%, 2.35

0 J 0 mmol, 2.4 equiv) were added under stirring for 16h at

N o “,, N 65°C. After cooling to room temperature, the solvent was
W

\ N ';' " / removed under reduced pressure and washed with hot

° e 2/ ° MeOH vyielding the product as a white powder (0.263 g,

43%). TLC (DCM/MeOH - 95/5 - revealed with iodine or

FeCls); Re= 0.61; 'H NMR (400 MHz, 25°C, CDCls) 8= 3.99 (d, J= 11.8 Hz, 2H, 6. and 8.y), 3.39 (s, 3H,
OCHs, 24), 3.54 (s, 2H, 17), 3.64 (s, 6H, NCH3, 12), 3.69 (s, 1H, 3), 3.72 (s, 6H, OCHs, 16), 3.77 (s, 3H,
OCHs, 25), 4.80 (d, J= 11.8 Hz, 2H, 6eq and 8.q), 4.82 (s, 2H, 2 and 4), 6.22 (d, *J = 2.4 Hz, 1H, 20), 6.33
(dd, /= 8.2, 4= 2.3 Hz, 1H, 22), 6.75 (d, 3/ = 1.2 Hz, 2H, 13), 6.77 (d, J = 1.2 Hz, 2H, 14), 7.03 (d, ¥ =
8.2 Hz, 1H, 23); 3C NMR (126 MHz, 25°C, CDCl3) 8= 33.24 (16), 52.28 (12), 54.47 (24), 55.31 (25), 55.41
(17), 57.83 (6 and 8), 58.93 (2 and 4), 61.45 (1 and 5) 98.42 (20), 103.46 (22), 121.01 (13), 118.12 (18),
127.14 (14), 131.38 (23), 144.80 (10), 159.04 (21), 160.29 (19), 169.58 (15), 204.39 (9) ppm. MALDI
(Dithranol MATRIX) / MS*: m/z= 567.96 ([M + H]*, 100%), 568.754 ([M + H]*, 24%), 569.98 ([M + HI",
0.36%).

" Bispidol 11 (CsH3sNsO7, 568.26 gmol?). Bispidone 10
2" N (0.150 g, 0.26 mmol, 1 equiv) was totally dissolved in hot

" " DCM (20 mL) then THF (20 mL) was added. The mixture
was cooled at -78°C in a bath of acetone/dry ice. Then,
sodium borohydride (15 mg, 0.39 mmol, 1.5 equiv) was
slowly added. After 2h at -78°C the reaction was done as

followed by 'H NMR spectroscopy. Ammonium chloride

(pH 5, 5 mL) was added under stirring. Then, water (50 mL)

was added, the product was extracted by dichloromethane

(3 x 30 mL) and dried with MgSQ,, and finally the solvents

were removed under reduced pressure. The white solid was purified by chromatography (SiO.,

DCM/MeOH 100% DCM to 80%) yielding the product as a white powder (82.7 mg, 56%, average yield

231 | Page



54%). TLC (DCM/MeOH - 95/10 - revealed with iodine); R = 0.4; 'H NMR (400 MHz, 25°C, CDCl;) 6=
2.79 (d, J= 11.9 Hz, 2H, 6.« and 8x), 3.50 (s, 3H, OCHs, 24), 3.59 (s, 6H, NCH3, 12), 3.69 (s, 2H, 17), 3.72
(s, 6H, OCHs, 16), 3.80 (s, 3H, OCHs, 25), 4.47 (s, 1H, 9), 4.49 (s, 1H, 3), 4.56 (d, J= 11.9 Hz, 2H, 6., and
8eq), 5.18 (s, 2H, 2 and 4), 6.37 (s, 1H, 20), 6.39 (m, 1H, 22), 6.72 (d, 3/ = 1.0 Hz, 2H, 13), 6.75 (d, >/ = 1.0
Hz, 2H, 14), 7.10 (d, 3/ = 7.9 Hz, 1H, 23); **C NMR (126 MHz, 25°C, CDCls) &= 33.41 (24), 50.72 (2 and
4),52.51 (16), 54.72 (12), 55.35 (25), 55.44 (6 and 8), 54.18 (24), 56.55 (17), 61.45 (1 and 5), 75.08 (9),
98.41 (20), 103.38 (22), 118.90 (18) 121.09 (13), 127.16 (14), 131.86 (23), 143.36 (10), 159.71 (21),
160.67 (19), 171.84 (15) ppm; MALDI (Dithranol MATRIX) / MS*: m/z= 569.027 ([M + H]*, 100%),
570.126 ([M + H]*, 24%), 571.231 ([M + H]*, 0.36%).

Bispidol 13 (CyoH2sNsOs, 432.218 gmol™). To an acetonitrile
solution (15 mL) of Bispidol 11 (68 mg, 0.12 mmol, 1 equiv)
was added iodomethane (9 uL, 0.14 mmol, 1.2 equiv) and
potassium carbonate (20 mg, 1.2 mmol, 1.2 equiv). After the

mixture was heated to reflux for 2 days, monitored by *H NMR

N 11 1" N ' ‘
13 2 w2,/ 13 spectroscopy. The solution was filtered, then evaporated

under the vacuum. The obtained solid has been used without

further purification. TLC (DCM/MeOH - 90/10 - revealed with iodine); R = 0.41; MALDI (Dithranol
MATRIX) / MS*: m/z = 583.01 ([M + H]*, 100%), 584.02 ([M + H]*, 24%), 585.06 ([M + H]*, 0.36%). To a
solution of bispidol 12 (69 mg, 0.12 mmol, 1 equiv) in 10 mL of dichloromethane was added
trifluoroacetic acid (92 pL, 1.2 mmol, 10 equiv) and the solution was stirred at 50°C overnight. Then
the reaction mixture was concentrated under vacuum, the residue dissolved in methanol (20 mL) and
the purple solution was stirred at 65°C for 1h. After, the solvent was filtered hot and the purple solid
was purified chromatography (SiO,, DCM/MeOH 100/0 — 85/15). The pure compound was obtained as
a white solid (50.7 mg, 97%, average yield 80%); TLC (DCM/MeOH - 90/10); R¢= 0.20; 'H NMR (400
MHz, 25°C, MeOD): 8= 1.63 (s, 1H, 3), 3.65 (s, 1H, 9), 3.77 (s, 6H, NCH3, 12), 4.02 (d, J= 14.6 Hz, 2H, 6.
and 8x), 4.16 (s, 6H, OCHs, 16), 4.25 (d, J= 14.6 Hz, 2H, 6.4 and 8¢), 4.94 (s, 2H, 2 and 4), 7.72 (s, 4H,
13 and 14); *C NMR (126 MHz, 25°C; MeOD): &= 35.53 (16), 39.78 (3), 44.88 (6 and 8), 52.94 (12),
61.45 (1 and 5), 70.78 (9), 70.81 (2 and 4), 120.12 (13), 124.85 (14), 141.22 (10), 167.92 (15) ppm;
MALDI (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid MATRIX)/ MS*: m/z= 433.35 ([M + H]*, 100%), 434.12 ([M +
H]*, 24%), 435.12 ([M + H]*, 0.36%).
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2 Ligand HsL4 (C2sH30NsOg, 510.55 gmol™?). To an ethanol solution

21

19 (50 mL) of bispidol 13 (0.400 g, 0.92 mmol, 1 equiv) was added

HO

2 2-(bromomethyl)phenyl acetate (0.227 g, 1.10 mmol, 1.2
equiv) and N,N-Diisopropylethylamine (0.54 mL, 3.00 mmol,
3.25 equiv). The mixture was heated to reflux for 16h, the
solution was evaporated, and the mixture has been used
without further purification. The intermediate 15 was
\} “ | confirmed by MALDI (Dithranol MATRIX)/ MS+: m/z = 553.123
w o\ n/ o (IM + HI*, 100%), 554.145 ([M + H]*, 24%), 555.187 ([M + HJ",

0.36%). The mixture was dissolved in a mix of H,O/THF (6/4 — 20 mL) and lithium hydroxide (335 mg,
14.00 mmol, 15 equiv) was added at room temperature under stirring. After 16h, the mixture was
acidified (pH 1.2) by TFA and was purified by column flash chromatography (C18, 100% for 5 min to 0%
of H,0 in 20 min, H,0/MeOH). The product was evaporated under high pressure to obtain the final
power (220 mg, 45%); *H NMR (400 MHz, D,0): & = 1.54 (s, 3H, 3), 3.48 (d, J = 14.1 Hz, 2H, 6. and 8ax),
3.84 (s, 6H, 12), 4.13 (d, J = 14.1 Hz, 2H, 6eq and 8eg), 4.52 (s, 1H, 9), 4.61 (s, 2H, 17) 4.89 (s, 2H, 2 and
4), 6.87 (d, 3Jun = 8.1 Hz, 1H, 23), 6.89 — 6.96 (m, 1H, 20), 7.13 = 7.21 (m, 1H, 22), 7.22 = 7.26 (m, 1H,
21),7.26 (d, 3J=1.6, 2H, 13), 7.28 (d, 3J=1.6, 2H, 14); *C NMR (101 MHz, D,0) & = 34.34 (12), 40.23 (3),
47.01 (6 and 8), 48.94 (1 and 5), 58.72 (2 and 4), 59.51(17), 72.53 (9), 115.46 (23), 120.47 (20), 122.68
(13), 123.31 (14), 126.43 (18), 129.43 (22), 129.56 (21), 143.55 (10), 153.79 (19), 173.82 (15); MALDI
(a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid MATRIX)/ MS*: m/z= 511.707 ([M + H]*, 100%), 512.723 ([M + H]*,
24%), 513.726 ([M + H]*, 0.36%). Elemental Analysis: Found for L4 e 3 Li e 2.5 H,0, %C 52.01, %H 5.91,
%N 14.60. Calculated: %C 52.37, %H 5.63, %N 14.66; retention time was 4.54 min on our standard
analytical HPLC method (Uptisphere® CS Evolution™ C18AQ, H,0/CH;0H).

Ligand HsL5 (CxoH26NeO7, 462.46 gmol?). To an acetonitrile
solution (50 mL) of bispidol 13 (0.400 g, 0.92 mmol, 1 equiv)
was added ethyl bromoacetate (0.12 mL, 1.38 mmol, 1.5
equiv) and potassium carbonate (0.193 mL, 2.99 mmol, 3.25
equiv). The mixture was heated to reflux for 16h, the solution

was evaporated, and the mixture has been used without

N N
13 iz ’ 12,/ 13 further purification. MALDI (Dithranol MATRIX) / MS*: m/z=

526.873 ([M + Na]*, 100%), 527.878 ([M + Nal*, 24%), 528.869
(IM + Na]*, 0.36%). The mixture was dissolved in a mixture of H,O/THF (6/4 — 20 mL) and lithium
hydroxide (335 mg, 14.00 mmol, 15 equiv) was added at room temperature under stirring. After 16h,

the mixture was acidified (pH 1.2) by TFA and was purified by column chromatography (C18, 100% for
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5 min to 0% of H,O in 20 min, H20/MeOH). The product was evaporated under high pressure to obtain
the final powder (212 mg, 50%); *H NMR (400 MHz, D,0) & = 1.66 (s, 1H, 3), 3.80 (d, J=14.3 Hz, 2H, 6.
and 8.), 3.91 (s, 2H, 17), 3.93 (s, 6H, 12), 4.17 (d, J=14.4 Hz, 2H, 6eq and 8g), 4.71 (s, 1H, 9), 5.06 (s,
2H, 2 and 4), 7.45 (d, 3J= 2.0 Hz, 2H, 13), 7.51 (d, 3= 2.0, 2H, 14); 3C NMR (101 MHz, D,0) 8= 35.52
(12), 40.23 (3), 50.11 (1 and 5), 55.09 (6 and 8), 58.14 (2 and 4), 58.85 (17), 71.83 (9), 119.96 (10) ,
124.60 (14), 141.12 (13), 170.14 (18), 170.99 (15); Mass spectrometry (ESI*/MS): m/z= 463.193 ([M +
H]*, 100%), 464. 195 ([M + H]*, 24%), 465.196 ([M + H]*, 0.36%). Elemental Analysis: Found for HsL5
3 H,0, %C 45.24, %H 5.47, %N 15.125. Calculated: %C 44.96, %H 5.47, %N 15.73; retention time was
7,64 min on our standard analytical HPLC method (Uptisphere® CS Evolution™ C18AQ, H,O/CHsOH).

2 Ligand HsL6 (CssHi3sN;O;, 709.80 gmol?). To an

22 27 "\ 24
‘ acetonitrile solution (15 mL) of bispidol 16 (0.296 g, 0.53

N 25
2 N mmol, 1 equiv) was added a solution of 2-

HO,C Y YOOON
SR - = ”n (chromethyl)pyridine hydrochloride (0.191 mg, 1.17
Os N_g O _ mmol, 2.2 equiv) in acetonitrile (15 mL), potassium
9 N 26
1
HO > ‘27 carbonate (0.342 mL, 2.65 mmol, 5 equiv) and a small
S0 N7 \ 2 quantity of potassium iodine. The mixture was heated to
13 /N ‘ /13

14 3 reflux for 3 days. After filtration, the solution was

evaporated, and the mixture was used without further
purification. The mixture was dissolved in a mix of H,O/THF (6/4 — 20 mL) and lithium hydroxide was
added (pH 12) at room temperature under stirring. After 16h, the mixture was acidified (pH 1.2) by
TFA and was purified by column chromatography (Cis, 100% for 5 min to 0% of H,O in 20 min,
H>0/MeOH). The product was evaporated under high pressure to obtain the final power (113 mg,
30%); *H NMR (400 MHz, D,0) 6= 1.14 — 1.20 (m, 2H, H®), 1.33 — 1.49 (m, 3H, H/*®), 1.51 — 1.65 (m,
2H, 17), 1.80 (s, 3H, H3), 2.53 (t, 3J= 7.7 Hz, 2H, H?), 2.90 — 3.30 (m, 2H, H®%%;), 3.50 — 3.12 (m, 2H,
HS/%.,), 4.16 (s, 4H, H?), 4.52 (s, 1H, H°), 4.89 (s, 2H, H¥*), 7.80 — 7.83 (m, 2H, H?*/%8), 7.82 — 7.84 (m,
2H, H®3), 7.85 — 7.91 (m, 1H, H%), 7.94 (d, 3)= 7.9 Hz, 1H, H?), 8.40 (td, 3/= 7.9 Hz, = 1.5 Hz, 4H,
H*2/27/23) 8,56 — 8.62 (m, 2H, H**/*), 8.63 — 8.71 (m, 2H, H). **C NMR (101 MHz, D,0) &= 23.68 (18),
25.15 (7/19/17), 42.88 (3), 50.97 (6/8), 51.43 (Cquat) 54.18 (20), 54.51 (Cquat), 55.32 (21), 63.60 (2/4),
71.75 (9), 126.20 (24/28), 126.68 (13), 126.90 (26) 127.00 (11/22), 141.24 (14/25/29), 147.12
(12/23/27), 152.74 (Cquat), 171.89 (Cquat), 172.09 (Cquat). MALDI (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
MATRIX)/ MS*: m/z= 710.905 ([M + H]*, 100%), 711.896 ([M + H]*, 24%), 712.941 ([M + H]*, 0.36%).
Elemental Analysis: Found for Hs;L6 e 3 TFA, %C 50.16, %H 4.77, %N 9.49. Calculated: %C 50.24, %H
4.41, %N 9.32; retention time was 15.06 min on our standard analytical HPLC method (Uptisphere®
CS Evolution™ C18AQ, H,0/CHsOH).
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lll. Inorganic synthesis

General procedure of the formation of Th"-bispidine complexes: To a water solution of the
ligand, 1.1 equivalent of TbCls.6H,O was added. Then, the pH was adjusted to 7.4. The solution was
heated under stirring at 50°C for 30 min, and the formation of complex was followed by HPLC
(H,0/MeOH). The solvent was then evaporated under vacuum, and the product was purified by FPLC
(C1s, using H,0/MeOH from 100/0 to 0/100) to give the pure final complex.

[TbL1] (C31H30NeO11P,Th, 882.47 gmol™). L1e3.5 MeOH (20 mg, 0.0243 mmol, 1 equiv) and
TbCls.6H,0 (7 mg, 0.027 mmol, 1.1 equiv) to give pure ThL1 as a powder (15 mg, 60%). Elemental
analysis: calculated for TbL1 e MeOH e 7 H,0: % C 36.93, %H 4.55, %N 8.08. Found % C 37.18, %H 4.41,
%N 7.71. Retention time (C18AQ, H,0/MeOH, general method) was 4.24 min.

[TbL2] (Cs3H36CL3Li3sNsO13Th, 1010.78 gmol?). L2e1.5 H,0 (21 mg, 0.031 mmol, 1 equiv) and
TbCls.6H,0 (12.7 mg, 0.034 mmol, 1.1 equiv) to give pure ThL2 as a powder (22.8 mg, 73%). Elemental
Analysis: Calculated for TbL2 e 3 LiCl e 4 H,0, %C, 39.21, %H, 3.59, %N, 8.31. Found: %C, 39.54, %H,
3.74, %N, 8.38. Retention time (C18AQ, H,0/MeOH, general method) was 4.07 min.

Complex [LaLl] (Cs;H3sNeO1P;La, 897.52 gmol?). The
ligand (HeL1) (5.5 mg, 5.76 umol, 1 equiv) and the metal
(LaCl5.7H,0, 2 mg, 5.76 pmol, 1 equiv) was mixed in
deuterium oxide (600 uL). Titration was performed from
pD 2 to 12.5 and the adjustment of the pD was done with
DCl and NaOD. *H NMR (500 MHz, D0, pD 12.5, 25°C) 6=
2.61(d, J=13.0 Hz, 1H, HS,,), 2.87 (d, J=13.1, 1H, H&,,), 3.17
(d, J=13.0, 1H, Hb,), 3.66 (s, 1H, H3), 3.69 (d, J= 13.1 Hz,
1H, H8), 4.35 (d, J=15.4 Hz, 1H, H"), 4.40 (s, 1H, H°), 4.69

(d, J=15.4, 1H, H7), 5.0 (s, 1H, H3), 5.34 (s, 1H, H¥4), 5.43

(s, 1H, H¥4), 7.39 — 7.44 (m, 1H, H®), 7.46 (d, 3/=7.5 Hz,

2H, H%2), 7.49 (m, 1H, HE), 7.68 — 7.73 (m, 1H, H), 7.76 (d, 3/=7.7 Hz, 1H, H'), 7.80 (d, 3/=7.8 Hz, 1H,
Hb2), 7.82 (m,1H, H'), 7.84 (m, 1H, H"), 7.88 (d, 3/=7.8 Hz, 1H, H*), 8.09 (d, */= 7.0 Hz, 1H, H), 8.11 —
8.16 (m, 1H, H"), 8.23 — 8.28 (m, 1H, H)), 9.16 (d, 3/=5.0 Hz, 1H, H®), 9.72 (d, 3/=5.2 Hz, 1H, H*). 13C
NMR (126 MHz, D,0, pD 12.5, 25°C) 8= 51.24 (Cquat), 52.34 Cquat), 56.95 (8ax/eq), 58.46 (6ax/eq), 66.82 (3),
68.55 (7), 69.49 (2/4), 71.05 (2/4), 73.00 (9), 122.85 (a2) 123.68 (c?), 124.30 (c*), 124.42 (b?), 125.50
(Cquat), 126.47 (a%), 126.82 (g), 138.33 (k, h), 138.42 (i), 138.68 (f), 139.0 (j) 139.32 (b*), 148.97 (d?),
151.10 (d*) 158.20 (Cquat), 167.94 (Cquat), 175.84 (Cquat), 176.56 (Cquat), 177.83 (Cquar). 3P NMR (202 MHz,
D,0, pD 12.5, 25°C) 6= 11.68, 11.36.
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General procedure of the formation of Mn'-bispidine complexes: To a water solution of the
ligand (pH 7.4), 1.1 equivalent of MnCl; was added. Then, the pH was adjusted to 7.4. The solution was
heated under stirring at 50°C for 10 min, and the formation of complex was followed by HPLC
(H,0/MeOH). The solvent was then evaporated under vacuum, and the product was purified by FPLC
(Cys, using H,0/MeOH from 100/0 to 0/100) to give the pure final complex.

Complex [Mn"L3] (C27H26N4s0sMn, 557.12 gmol?). Elemental Analysis:
Calculated for MnL3 ¢ 4 TFA, %C, 40.75, %H, 3.13, %N, 5.43. Found: %C,
40.475, %H, 3.09, %N, 5.36; retention time (C18AQ, H,O/MeOH, general
method) was 16.041 min. MS* (without H,0): m/z= 558.1305 ([M + H]",
100%), 559.1306 ([M + H]*, 24%), 560.1307 ([M + H]*, 0.36%). MS
(without H,0): m/z= 556.1014 ([M - 2H];, 100%), 557.1015 ([M - 2HJ,

24%), 558.1016 ([M - 2H]", 0.36%).

Complex [Mn"L4] (C,sH2sNsOs Mn, 563.15 gmol™?). To a water solution
of the ligand (pH 7.4), 1.1 equivalent of MnCl, was added. The solution
was heated under stirring at 60°C for 30 min, and the formation of
complex was followed by HPLC (H,O/MeOH). The solvent was then

evaporated under vacuum, and the product was purified by FPLC (Cys,

using H,O/MeOH from 100/0 to 0/100) to give the pure final complex.
Elemental Analysis: Calculated for MnL4 ¢ K ¢ 1.4 H,0, %C, 56.68, %H,

5.08, %N, 13.61. Found: %C, 46.265, %H, 5.37, %N, 13.785; retention
time (C18AQ, H,O/MeOH, general method) was 14.50 min. MS* (without H,0): m/z= 564.1421 ([M +
H]*, 100%), 565.1422 ([M + H]*, 24%), 566.1423 ([M + H]*, 0.36%). MS™ (without H,0): m/z= 562.1231
(IM - 2H], 100%), 563.1232 ([M - 2H], 24%), 564.1233 ([M - 2H]", 0.36%).

Complex [Mn"L5] (CxoH24NsO;Mn, 515.11 gmol™). Elemental Analysis:
Calculated for MnL5 ¢ 0.4 TFA ¢ 3.7 MeOH, %C, 41.52, %H, 5.79, %N,
11.67. Found: %C, 41.815, %H, 5.85, %N, 11.24;retention time
(C18AQ, H,0/MeOH, general method) was 12.205 min. MS* (without
H,0): m/z= 516.1160 ([M + H]*, 100%), 517.1161 ([M + H]*, 24%),

518.1162 ([M + HJ*, 0.36%). MS" (without H,0): m/z= 514.0877 ([M -

HJ", 100%), 515.0878 ([M - HI', 24%), 516.0879 ([M - H]', 0.36%).
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Complex [Mn"L6] (C3gHs1N707Mn, 762.25 gmol™?). Elemental
Analysis: Calculated for MnL6 e 5 TFA, %C, 42.65, %H, 3.65,
%N, 7.25. Found: %C, 42.22, %H, 4.06, %N, 7.25; retention
time (C18AQ, H,0/MeOH, general method) was 14.61 min.

Complex [Zn"L4] (CasH2sNeO6Zn, 573.92 gmol™?). The ligand
(HsL4) (10.0 mg, 17.0 umol, 1 equiv) and the metal (ZnCl,,
2.3 mg, 17.0 umol, 1 equiv) was mixed in deuterium oxide
(600 puL). Titration was performed from pD 0.76 to 12.56 and
the adjustment of the pD was done with DCl and NaOD. *H
NMR (500 MHz, D,0, pD 12.56, 25°C) 6= 1.74 (s, 3H, H3), 2.05
(d, J=13.0 Hz, 1H, H%), 2.32 (d, J=13.0 Hz, 1H, H&,,), 2.45 (d,
J=13.0 Hz, 1H, Hb,), 2.70 (d, J=11.5 Hz, 1H, H’,,), 2.85 (d,
J=13.0, 1H, H8.), 3.46 (s, 3H, Hga/), 3.62 (s, 3H, Hgays), 3.96
(d,J=11.5 Hz, 1H, H’eq), 4.19 (s, 1H, H%), 4.66 (s, 1H, H¥4), 4.82
(s, 1H, H¥%), 6.51 (t, 3/=7.3 Hz, 1H, H®), 6.54 — 6.57 (m, 1H,
H32/4), 6.90 (d, 3= 8.1 Hz, 1H, H%), 6.93 (d, /= 7.3 Hz, 1H, H),

7.04 (d, 3= 8.0 Hz, 1H, H*¥%), 7.07 — 7.12 (m, 1H, H"?4), 7.13 (s, 1H, HY); *3C NMR (126 MHz, D0, pD

12.56, 25°C) 6= 32.94 (g2/), 43.52 (3), 54.35 (Cquat), 54.37 (Cquat), 56.32 (6), 58.04(2/4), 58.98 (8), 61.58
(7), 72.76 (9), 116.46 (e), 119.60 (c),123.36 (b¥4), 123.59 (Cquat), 124.10 (Cquar), 125.38 (a2/%), 130.41 (d),
131.86 (f) (a%/%), 164.53 (Cquat), 164.73 (Cquat), 176.52 (Cquat), 176.54 (Cquat), 188.18(Cqua)-

Complex [Zn"L5] (C0H24N607Zn, 525.84 gmol™?). The ligand (5
mg, 9.36 umol, 1 equiv) was mixed in deuterium oxide (600
uL) at pD 2.02 then the metal (ZnCl,, 1.3 mg, 9.36 umol, 1
equiv) was added. Titration was performed from pD 2.02 to
11.17 and the adjustment of the pD was done with DCl and
NaOD. *H NMR (pD 11.17, 500 MHz, D,0, 25°C) 6= 1.99 (s, 3H,
H3), 2.64 (d, % = 12.8 Hz, 2H, H®/*), 2.86 (d, 2/ = 12.8 Hz, 2H,
HS/8eq), 3,13 (s, 2H, H’), 4.36 (s, 1H, H°), 3.74 (s, 6H, H') 4.87
(s, 2H, H*%), 7.20 (s, 4H, H*®). **C NMR (pD 11.17, 126 MHz,
D,0, 25°C) 6= 33.06 (10), 43.10 (3), 50.07 (Cquat), 58.08 (2/4),
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58.79 (6/8), 61.95 (7), 71.90 (9), 123.54 (a/b), 125.42 (a/b), 147.57 (Cquat), 177.96 (Cquat), 212.63 (Cquat)-

General procedure of the formation of Mn"-bispidine complexes: To a water solution of the
ligand the pH was adjusted to 7.4, then the water removed under vacuum. The powder of ligand was
subsequently dissolved in methanol and 1.1 equivalent of MnF; was added. The solution was heated
under stirring at 60°C for 1h min, and the formation of complex was followed by UV-visible

spectroscopy.

Complex [Mn"L3] (Cy7H2sN4OsMn, 556.12 gmol?). 'TH NMR (500
MHz, MeOD, 25°C) &= 1.77 (s, 3H, H), 2.10 (d, 2J= 8.8 Hz, 2H, H®2,,),
2.99 (d, 2= 8.8 Hz, 2H, H%3,y), 3.35 (s, 2H, HY7), 3.94 (s, 1H, H°), 4.61
(s, 2H, H¥%), 6.34 (m, 1H, H*), 6.88 (m, 2H, H**/?%), 7.01 (m, 1H, H??),
7.10 (m, 2H, H®), 7.45 (m, 2H, HY), 7.58 (m, 2H, H'?), 8.32 (m, 2H,
H4). 13C NMR (126 MHz, MeOD, 25°C) &= 42.78 (3), 51.68 (1/5),

57.06 (6/8), 60.78 (17), 68.09 (Cquat), 75.19 (9), 79.91 (Cquar) 114.48

(19), 117.77 (20), 121.81 (13), 125.97 (11), 128.46 (22), 132.62 (21),
136.10 (12), 148.79 (14), 160.76 (23), 177.94 (15). MALDI (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid MATRIX)/
MS*: m/z= 559.046 ([M + 2H]*, 100%), 560.060 ([M + 2H]*, 24%), 561.119 ([M + 2H]*, 0.36%).

Complex [Mn"L4] (CasH2sNsOsMn, 563.14 gmol™). MALDI (a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid MATRIX)/ MS*: m/z= 565.082 ([M + 2H]*, 100%),
566.558 ([M + 2H]*, 24%), 567.752 ([M + 2H]*, 0.36%).

Complex [Mn"L5] (CyH23N¢O;Mn, 514.39 gmol?). MALDI (a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid MATRIX)/ MS*: m/z= 516.938 ([M + 2H]*, 100%),
517.942 ([M + 2H]*, 24%), 518.993 ([M + 2H]*, 0.36%).
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Liste des abréviations

ATSM Diacetyl-bis(N4-méthylthiosemicarbazone

Boc tert-Butoxycarbonyl

CB-TE2A 11-bis(carboxymethyl)-1,4,8,11-tetraaza-bicyclo[6.6.2]hexadecane

CCM Chromatographie sur Couche Mince

CDTA trans-1,2-diaminocyclohexane-N,N,N',N'-tetraacetic acid

CE Capture d’électrons

Cosy COrrelation SpectroscopY

Cyclam 1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane

Cyclen 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane

CYDTA 2,2',2",2""-(cyclohexane-1,2-diylbis(azanetriyl))tetraacetic acid

DCM Dichlrométhane

DFO DesFerriOxamine

DFT Density Functional Theory

DIPEA N,N-DiisoPropylEthylAmine

DMAP 4-DiMéthylAminoPyridine

DMB DiMétoxyBenzylamine

DMF DiMéthylFormamide

DMP DiMéthylPipérazine

DO1A 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1-acetic acid

DO3A 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetic acid

DOTA 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid

DPA bis-(2-pyridylméthyl)amine

EDTA EthyleneDiamineTetraacetic Acid

Ehc Potentiel de réduction a demi-cellule

ES ElectroSpray

ESI ElectroSpray lonization

FDG FluoroDésoxyGlucose

18F-MISO 18F-fluoromisonidazole

FPLC Flash Purification Liquid Chromatography

H.bispa 6,6'-((9-hydroxy-1,5-bis(methoxycarbonyl)-2,4-di(pyridin-2-yl)-3,7-
diazabicyclo[3.3.1]nonane-3,7-diyl)bis(methylene))dipicolinic acid

Habispox dimethyl 9-hydroxy-3,7-bis((8-hydroxyquinolin-2-yl)methyl)-2,4-di(pyridin-2-
yl)-3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane-1,5-dicarboxylate

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

HSA Human Serum Albumine

HSQC Heteronuclear Single Quantum Sequence

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation

1Cso Inhibition Concentration at 50%

ICP Inductive Coupled Plasma

IL-8 Interleukine-8

IRM Imagerie par Résonane Magnétique

IS Inner Sphere

IT Transition isomérique

Keat Constante catalytique

LC Liquid Chromatography

LDH Lactate déshydrogénase

LPS Lipopolysaccharide

mAb Anticorps monoclonaux

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption lonization

MeCN Acétonitrile

MES Acide 2-éthanosulfonique

MS Mass Spectroscopy

NC Nombre de Coordination

NADH Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduit

NHE Normal hydrogen electrode

NHS N-HydroxySuccinimide

NMM N-MéthylMorpholine

NMP N-MéthylPipérazine

NMRD Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion
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NOESY
NOTA
(O
PC2A-EA

PyC3A
ROESY
RMN
ROS
R
SBM
SOD
SPIO
SPION
SS
Tacn
t-a
TEMP
TEP
TFA
THF
TLC
TOF
Tpaa
Tpatcn

USPIO
uv
VIH
X0
XTT
ZFS

Nuclear OverHauser Effect SpectroscopY
2,2',2”-(1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triyl)triacetic acid
Outer Sphere
2,2'-(6-(2-aminoethyl)-3,6,9,15-tetraaza-bicyclo[9.3.1]pentadeca-
1(14),11(15),12-triene-3,9-diil)diaceticacid
N-picolyl-N,N’,N’-trans-l,2-cyclohexylenediaminetriacetic acid
Rotating frame Overhause Effect SpectroscopY
Résonance Magnétique Nucléaire

Reactive oxygen species

Rendement quantique

Solomon-Bloembergen-Morgan

SuperOxideDismutase

Small Paramagnetic Iron Oxide

SuperParamagnetic Iron Oxide Nanoparticles

Second sphere

1,4,7-Triazacyclononane

Température ambiante

Tomographie a Emission MonoPhotonique
Tomographie a Emission de Positrons

Acide trifluoroacétique

Tétrahydrofurane

Thin Layer Chromatography

Timo Of Flight
tris[N-(2-pyridylmethyl)-2-aminoethyl]amine

6,6’,6"'-[1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triyltris(methylene)]tris[pyri-dine-2-

carboxylic acid

Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxide
Ultra-violet

Virus de I'immunodéficience humaine
Xantine Oxydase

Tétrazolium

Zero Field Splitting
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Annexe

I. Détermination de q par la mesure des temps de vie de luminescence

Cette méthode est basée sur la différence des vitesses de désactivation de la luminescence dans I'eau

et dans le D20 par les processus non radiatifs.

Le taux de désactivation global, qui est I'inverse du temps de vie, est donné par I’équation suivante :

—— = kA T k= KT+ Sk (T) + X kP (T) + Xk (T) Equation 1. 1

k = =
b.
obs Tobs

ou k" et k" sont les constantes de désactivation radiatives et non radiatives ; vibr désigne les processus de
vibrations, tep, les transferts électroniques photoinduits et k’ est la constante associée a tous les autres

processus de désactivation non radiatifs.

En séparant la contribution des oscillateurs O-H a la désactivation non radiative, I'Equation 1.1 devient :

TL =k + Y kM + kOH Equation 1. 2

obs

kops =

Dans le D20, le terme k°" peut étre négligé. De plus, les vibrations O-D ne provoquent pas de désexcitation. Y.
Haas et G. Stein ont montré que chaque oscillateur O-H agit indépendamment et que le terme k°" est
directement proportionnel au nombre de vibrateurs O-H lié au métal, et donc au nombre de molécules d’eau

liées g.1%? On obtient donc I'Equation 1.3 :
Ak = ky,o — kp,o = k" = A'q soit q = A(ky,o — kp,0) Equation 1. 3
ou le coefficient A dépend de I'ion Ln(lIl) étudié.

Complexes avec les ions Th(lll) et Eu(lll)

L’étude par cette méthode de nombreux complexes dont le nombre de molécules d’eau en premiere
sphére de coordination est connu indépendamment par la structure a I'état solide a permis a W.D. Horrocks et
D. R. Sudnick de déterminer les coefficients de proportionnalité Aey et Am.>* Cependant, des erreurs
importantes sont observées pour les complexes dont la sphére de coordination est saturée car I'Equation 1.3 ne
tient compte ni de I'influence des molécules d’eau présentes dans la seconde sphére de coordination, ni des
contributions d’autres vibrations éventuelles (N-H ou C-H). Une étude plus récente, sur une plus grande quantité
de complexe a été réalisée par A. Beeby et ses collaborateurs.>® Des corrections sur les valeurs de Bk et A ont

été proposées (Equation 1.4). L’erreur sur g est alors beaucoup plus faible (+ 0.2).
q = Apn(ky,o — kp,o — an) Equation 1. 4

avec Atb=5ms, Aeu = 1.2 ms, amn= 0.06 ms? et ae,=0.25 ms™.
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. Détermination de la vitesse d’échange des molécules d’eau en premiére sphére de coordination

Les vitesses de relaxation longitudinale et transversale réduites, respectivement 1/T1r et 1/T2,, ainsi que
le déplacement chimique réduit Aor sont donnés par les équations de T. J. Swift et R. G. Connick.?! Elles sont
détaillées ci-dessous (Equations 2.1 a 2.3). La contribution de sphére externe a la relaxivité longitudinale et

transversale est négligée.[

1 101 1 1 .
_2_[___ = Equation 2. 1
Tir  PmlTy  Tia Tim+Tm

1 11 1] 1 TR+t Tom+dwd, .

Tar  Pm [Tz T2al = Tm (1'1+T‘1)2+Aw2 Fquation 2. 2
m 2m m
1 Aw .
Aw, = — (0 — wy) = = Equation 2. 3
T d -1\2, .2 , 2
Pm (1+TmTot) " +t44w3,

Avec :

- Pmlafraction molaire de molécules de solvant en premiere sphere de coordination ;

- Ti les temps de relaxation longitudinale (i = 1) et transversale (i = 2) de I''’0O des molécules d’eau en
présence d’espece paramagnétique ;

- Tid les temps de relaxation de I’Y’0O des molécules d’eau de la référence diamagnétique;

- Tim les temps de relaxation de I’*’0 des molécules d’eau liées au centre métallique ;

- o le déplacement chimique de I’*’0 en présence d’espéce paramagnétique ;

- odle déplacement chimique de I''70 pour la référence diamagnétique ;

- Awmmla contribution des molécules d’eau en premiere sphére de coordination ;

- Awmos la contribution de sphéere externe au déplacement chimique, souvent négligée.

La vitesse de relaxation longitudinale 1/Tim

La vitesse de relaxation longitudinale de I’'’0 des molécules d’eau liées est dominée par les interactions

dipble-dipdle et quadripolaires (I = 5/2). Elle est décrite par I'Equation 2. 6 :

3n?  21+3
10 12(21-1)

2,22
L= | (B) T 55 + 1) x 674y +
Gdo

2 f) .
Tim |15 \47 X (1+ 5 )Tk [Equation 2.6
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Avec :

- vy le rapport gyromagnétique nucléaire de I'oxygene-17 ;

- rado la distance moyenne Gd(lI1)-O ;

- Ile nombre quantique de spin nucléaire (1 =5/2) ;

-y la constante de couplage quadripolaire ;

- nun paramétre lié au défaut de symétrie axiale du noyau ;

- taiestle temps de corrélation relatif a la dynamique du couplage dipolaire. Il est exprimé par I'Equation

2.7.

~ L+i+L Equation 2. 7

Td1 Tie TR Tm

La distance moyenne rcdo a été estimée a partir de I'étude des structures cristallographiques d’une série de
complexes de Gd(lI1).’! De la méme maniére que pour la distance Gd(lll)-proton, la distance Gd(lIl)-O peut étre
considérée comme indépendante du complexe étudié et égale & 2.5 A. Les paramétres x et 1 sont également
fixés, en considérant que la constante de couplage quadripolaire est égale a celle de I'eau acidifiée (Equation
2.8).16!

2y1/2

)((1 + %) =7.58 MHz Equation 2. 8

Ces deux données permettent ensuite de déterminer la vitesse de relaxation réduite et le déplacement
chimique réduit de I'oxygéne 17 grace aux équations de Swift et Connick (Equation 1.17 et 1.18) :

1 171 1] 1 T2+, Tl + Aw?, 1

— =g == — + Equation 1.17
Tor Pl Toul Tttt + T50)% + Awd  Taos
Ao, = —[ ] A +A Equation 1.18
w,=—[w—wy] = w uation 1.
TP, AT A+ 1,T0? 4 12,A0E 08 1

Avec :
- 1/T2, la vitesse de relaxation transversale réduite de 1’0 de la solution paramagnétique.

- Awle déplacement chimique réduit de 170 de la solution paramagnétique.

- Awm le déplacement chimique réduit de 0O lié au métal.

- Awos le déplacement chimique de 0 de la sphére externe.

- 1/Taos la vitesse de relaxation transversale de 1’0 de la sphére externe.

- 1/T2a et 1/T2, respectivement, les vitesses de relaxation transversales de O de la référence
diamagnétique et de la solution paramagnétique.

- waet w, respectivement, les déplacements chimiques de 1’0 de la référence diamagnétique et de
la solution paramagnétique.

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

- T, le temps de relaxation transversal de la molécule d’eau liée au métal.

Le déplacement chimique de 70 lié au métal Awm est proportionnel a la constante de couplage scalaire Ag/h

selon I'équation 1.19 :
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Aw,, = %1—0 Equation 1.19

Avec B, les champs magnétiques, S, le nombre de spin, g, le facteur de Landé g isotropique, us, le magnéton de
Bohr, ks, la constante de Boltzmann (=1,380 649 x 10722 J K1) et T, la température.

Les mesures de la relaxation transversale et du déplacement chimique de 70 sont réalisées dans les conditions
ou la théorie SBM est valide (jusqu’a 5 T). Comme l'oxygene de la molécule d’eau est directement lié au métal,

la contribution scalaire a la relaxation transversale est dominante, il est alors possible d’écrire que (d’apres

I'équation 1.9 et 1.13) :

1 1 SE+1) <A)2 T .
Tom T5¢ 3 1+ wits, Te1 quation 1.

IR

h

1 1 1
S T (i=1,2) Equation 1.21

Linverse du temps de résidence tm correspond a la vitesse d’échange kex avec les molécules d’eau et est exprimé

par I'équation 1.22:

R RT

1 kgT <AS* AH? ) k28T AH* 1 1
= exp = (

kex = — =7~ 20815 PR \20815 T

E tion 1.20
- 0 )] quation

Avec AS* et AH*, respectivement, 'entropie et I'enthalpie d’activation du processus d’échange et ke?*®, la vitesse
d’échange de la molécule d’eau a 298,15 K. Les mesures de la relaxation transversale et du déplacement
chimique permettent donc de déterminer un certain nombre de parametre influencant la relaxivité. Ces
parametres sont kex, AS*, AH¥, Ag/h, ainsi que Tv et A%, les paramétres qui gouvernent le temps de relaxation

électronique Tie (équation 1.15 et 1.16).
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Résumé

Les bispidines sont une famille de composés hautement préorganisées et versatiles, pouvant
complexer divers métaux et conduire a des complexes stables et inertes. Cette thése décrit la
synthése et la caractérisation de complexes a base de bispidine pour une application en imagerie
médicale. Leurs propriétés thermodynamiques, cinétiques, spectroscopiques, relaxométriques et
redox ont été étudiées.

Une premiére partie est axée sur de nouveaux ligands pour la complexation du manganeése(ll/111).
L'ion manganeése est un agent de contraste pour I'imagerie par résonance magnétique (IRM) dont
I'efficacité peut étre modulée en fonction de son état redox (Il/Ill) en milieu biologique. Une
deuxiéme partie se focalise sur la complexation du terbium(lll) pour une application en
tomographie par émission de positon (TEP). De par ses 4 isotopes radioactifs, le Th(lll) posséde
une polyvalence unique en tant que “couteau suisse” pour I'imagerie médicale, le théranostique
et la radiothérapie.

Ces travaux ont montré que bien que ces complexes possedent une stabilité thermodynamique
modeste, ils ont des cinétiques de formations rapides et de bonnes inerties cinétiques. Un premier
complexe de Mn(lll)-bispidine a pu étre obtenu.

Mots-clés : bispidine, manganese, terbium, IRM-redox, immuno-TEP.

Summary

Bispidines are a family of highly pre-organized and versatile compounds that can complex various
metals to form stable, inert complexes. This thesis describes the synthesis and characterization of
bispidine-based complexes for an application to medical imaging. Their thermodynamic, kinetic,
spectroscopic, relaxometric and redox properties were studied.

The first part describes the synthesis of new ligands for the complexation of manganese(ll/11l) in
order to develop redox probes for magnetic resonance imaging (MRI). The redox properties of
manganese and its redox state can be modulated in a biological environment, leading to a variation
of the contrast in MRI. The second part focuses on Terbium(lll) complexation for use in positron
emission tomography (PET). With its 4 radioactive isotopes, Tb" has unique versatility as a 'Swiss
Army knife' for medical imaging, theranostic and radiotherapy.

This work showed that although these complexes have modest thermodynamic stability, they have
rapid formation kinetics and good kinetic inertness. A first Mn(lll)-bispidine complex could be
obtained.

Key words: bispidine, manganese, terbium, redox-MRI, immuno-PET.

256 | Page



	Introduction Générale
	Objectif et contexte de travail
	Chapitre 1 : Les complexes de bispidines, leurs propriétés et leurs applications
	I. La famille des bispidines
	A. Synthèse, stéréochimie et réactivité des dérivés 2,4-disubstitués.
	i. Synthèse et stéréochimie
	ii. Réactivité et fonctionnalisation

	B. Chimie de coordination des bispidines
	i. Le Bloc d (métaux de transition)
	iii. Le bloc f (lanthanides, actinides) et l’indium


	II. Application dans l’imagerie médicale
	A. La Tomographie par Émission de Positon (TEP)
	i. Principe
	ii. L'immuno-TEP
	iii. Chélate bifonctionnel à base de 64Cu

	B. L’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)
	i. Principe
	ii. Théorie de la relaxivité
	iii. Bispidine-Mn pour l’IRM


	III. Introduction des propriétés redox du 55MnII/III dans l’IRM
	A. L’environnement redox dans le vivant
	i. Potentiels redox dans un organisme vivant
	ii. Déséquilibre redox

	B. Les sondes IRM redox-activées à base de manganèse

	IV. Les complexes de bispidine dans la catalyse
	A. Bispidine pour la catalyse
	i. Catalyseur à base de cuivre
	ii. Catalyseur à base de fer
	iii. Catalyseur à base de nickel

	B. Manganèse pour la catalyse de la superoxyde dismutase (SOD)
	i. Introduction
	ii. Mn-Bispidine comme mime des [MnSOD]


	V. Application à la détection du zinc

	Chapitre 2 : Bispidines octadentates pour la complexation du terbium : vers de nouveaux radiotraceurs pour la TEP
	I. Introduction et contexte de travail
	II. Synthèse de H6L1 et H4L2
	A. Synthèse et caractérisation de H6L1
	i. Synthèse de H6L1
	ii. Caractérisation de H6L1

	B. Synthèse et caractérisation de H4L2
	i. Synthèse de H4L2
	ii. Caractérisation de H4L2


	III. Etudes potentiométrique et spectrophotométrique de H6L1, H4L2, [TbL1] et [TbL2]
	A. Etudes potentiométrique de H6L1, H4L2, [TbL1] et [TbL2]
	i. Titrage de H6L1 et H4L2
	ii. Titrage de TbL2

	B. Etudes spectrophotométriques de H6L1, H4L2 et TbL1
	i. Titrage de H6L1
	ii. Titrage UV et luminescence de [TbL1] à pH 5,5
	iii. Titrage [TbL1] (Figure 58)

	C. Titrage et caractérisation RMN de H6L1, [LaL1] et [LuL1]
	i. Titrage de H6L1
	ii. Titrage et caractérisation de [LaL1]
	a. Titrage de [LaL1]
	b. Caractérisation de [LaL1]

	iii. Formation et caractérisation de [LuL1]
	a. Formation de [LuL1]
	b. Caractérisation de [LuL1]



	IV. Propriétés de luminescence de [TbL1] et [TbL2]
	V. Inertie cinétique de [TbL1] et [TbL2]
	VI. Conclusion

	Chapitre 3 : MnII/III – bispidine pyridine phénol : sonde redox-activée pour l’IRM
	I. Introduction et contexte de travail
	II. Synthèse et caractérisation de H3L3 et [MnIIL3]
	A. Première voie de synthèse de H3L3
	B. Seconde voie de synthèse de H3L3
	C. Troisième voie de synthèse de H3L3
	i. Synthèse de P2
	ii. Synthèse de H3L3
	iii.  Caractérisation de H3L3 et de quelques intermédiaires clés

	D. Synthèse et caractérisation de [MnIIL3]
	i. Synthèse de [MnIIL3]
	ii. Caractérisation de [MnIIL3]


	III. Etudes potentiométrique, spectrophotométrique et relaxométrique de H3L3, [ZnIIL3] et [MnIIL3]
	A. Etudes potentiométriques de H3L3, [ZnIIL3] et [MnIIL3]
	i. Titrage de H3L3 (Figure 88)
	ii. Titrage de [MnIIL3] et [ZnIIL3]

	B. Etudes spectrophotométrique de H3L3, [ZnIIL3] et [MnIIL3]
	i. Titrage de H3L3
	ii. Titrage de [ZnIIL3] et [MnIIL3] à pH 7,06
	a. [ZnIIL3] (Figure 94)
	b. [MnIIL3] (Figure 95)

	iii. Titrage de [ZnIIL3] et [MnIIL3] en fonction du pH
	a. [ZnIIL3] (Figure 96)
	b. [MnIIL3] (Figure 97)


	C. Etude relaxométrique de [MnIIL3]
	i. Titrage en r1


	IV. Etude relaxométrique et mesure de l’inertie cinétique de [MnIIL3]
	A. Inertie cinétique
	i. Suivi par relaxométrie
	ii. Suivi par LC MRM

	B. Relaxométrie
	i. Mesure de relaxivité
	ii. Mesure de RMN de l’oxygène 17
	iii. Mesure profil NMRD et les paramètres gouvernants la relaxivité


	V. Potentiel redox et stabilité thermodynamique théorique de [MnIIIL3]
	VI. Etude de [MnIIIL3]
	A. Formation du complexe [MnIIIL3]
	i. Première voie de formation
	ii. Deuxième voie de formation
	a. Oxydation de H3L3
	b. Oxydation de [MnIIL3]

	iii. Troisième voie de formation
	a. Caractérisation par spectroscopie UV-visible
	b. Caractérisation par RMN
	c. Caractérisation par MALDI


	B.    Stabilité de [MnIIIL3]

	VII. Conclusion

	Chapitre 4 : Sondes redox-activée pour l’IRM : une nouvelle famille de MnII/III – bispidine
	I. Introduction et contexte de travail
	II. Synthèse et caractérisation de H3L4, H3L5, [MnIIL4] et [MnIIL5]
	A. Synthèse et caractérisation de H3L4 et H3L5
	i. Voie de synthèse de H3L4 et H3L5
	ii. Caractérisation de H3L4 et H3L5 et quelques intermédiaires clés

	B. Synthèse des complexes [MnIIL4] et [MnIIL5]
	a. MnIIL4
	b. MnIIL5


	III. Etudes potentiométriques, spectrophométriques et RMN de H3L4, H3L5 et les complexes
	A. Etudes potentiométriques de H3L4, H3L5, [ZnIIL4], [ZnIIL5], [MnIIL4] et [MnIIIL5]
	i. Titrage de H3L4 et H3L5 (Figure 134)
	ii. Titrage de [ZnIIL4], [ZnIIL5], [MnIIL4] et [MnIIL5]

	B. Etude relaxométrique de [MnIIL5]
	C. Titrage spectrophotométrique de [ZnIIL4] et [MnIIL4]
	i. Titrage de [ZnIIL4] et [MnIIL4] à pH 7,06
	ii.    Titrage de [MnIIL4] (Figure 141)

	D. Titrage et caractérisation RMN 1H de H3L4, H3L5, [ZnIIL4] et [ZnIIL5]
	i. Titrage de L4
	ii. Titrage de L5
	iii. Titrage et caractérisation de [ZnIIL4]
	a. Titrage
	b. Caractérisation

	iv. Titrage et caractérisation de ZnIIL5
	a. Titrage
	b. Caractérisation

	v. Récapitulatif des constantes thermodynamiques


	IV. Etude relaxométrique et inertie cinétique de [MnIIL4] et [MnIIL5]
	A. Inertie cinétique
	B. Relaxométrie
	i. Mesure relaxivité
	ii. Mesure oxygène 17
	iii. Mesure profil NMRD


	V. Potentiel redox et stabilité thermodynamique de [MnIIIL4] et [MnIIIL5]
	A. Etude voltampérométrique de [MnIIL4]
	B. Etude voltampérométrique de [MnIIL5]
	C. Stabilité thermodynamique théorique de [MnIIIL4] et [MnIIIL5]

	VI. Etude de [MnIIIL4] et [MnIIIL5]
	A. Formation du complexe [MnIIIL4] et [MnIIIL5]
	i. Oxydation de [MnIIL4] et [MnIIL5]
	ii. Formation de MnIIIL4 et MnIIIL5 dans le méthanol

	B. Stabilité de [MnIIIL4] et [MnIIIL5]

	VII. Conclusion

	Chapitre 5 : MnII/III – Bispidine, mime de la superoxyde dismutase
	I. Introduction et contexte de travail
	II. Région d’activité
	III. Activité SOD
	A. Principe
	B. Activité de [MnL3]
	C. Activité de [MnL4]
	D. Activité de [MnL5]

	IV. Cytotoxicité de [MnIIL3], [MnIIL4] et [MnIIL5]
	V. Activité anti-inflammatoire de [MnIIL3], [MnIIL4] et [MnIIL5]
	VI. Conclusion

	Chapitre 6 : MnII – Bispidine, sonde à ZnII
	I. Introduction et contexte de travail
	II. Synthèse et caractérisation de H3L6 et [MnL6]
	A. Synthèse et caractérisation de H3L6
	i. Synthèse de H4L6
	ii. Caractérisation de H3L6

	B.  Synthèse de [MnL6]

	III. Etudes préliminaires de [MnL6] et sa sélectivité au ZnII
	A. Affinité et sélectivité au ZnII
	B.  Sélectivité du ZnII dans l’albumine sérique humaine

	IV. Conclusion

	Conclusion générale
	Experimental section
	I. Measurements and materials
	a. Solvents and starting materials.
	b. Stock solutions
	c. FPLC
	d. HPLC
	e. NMR
	f. Mass spectrometry
	g. Elemental analysis
	h. Crystallography data
	i. Potentiometric titration
	j. Dissociation kinetics studies
	k. Relaxometric Measurements
	l. 17O NMR measurements
	m. UV-visible absorption, emission, and excitation spectra + lifetime.
	n. Cyclic voltammetry

	II. Organic synthesis
	III. Inorganic synthesis

	Références bibliographiques
	Liste des abréviations
	Liste des présentations et publications
	Annexe
	I. Détermination de q par la mesure des temps de vie de luminescence
	II. Détermination de la vitesse d’échange des molécules d’eau en première sphère de coordination


