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L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) est une des techniques d’imagerie les plus
puissantes utilisée cliniquement. Elle permet d’obtenir des images en trois dimensions avec
une résolution de I’ordre du millimétre. L’IRM est non seulement la technique d’imagerie
donnant les informations anatomiques les plus riches, mais elle permet également d’obtenir
des informations sur 1’organisation spatiale des vaisseaux cérébraux (angiographie IRM),
sur 1’architecture fine du tissu neuronal et ses changements & 1’échelle microscopique (IRM
de diffusion), ou la distribution du sang dans le cerveau (IRM fonctionnelle).
Indispensable aux diagnostics de nombreuses pathologies comme les tumeurs, angiomes, ou
accidents vasculaires, elle a également été le point de départ de toute 1’étude du
fonctionnement du cerveau. La recherche en neurosciences s’appuic en effet sur une
observation en temps réel des variations de 1’oxygénation du sang, qui met en avant les zones

du cerveau stimulées.

L’IRM est basée sur la détection de signaux nucléaire générés par les protons soumis a un
signal de radiofréquences (RF). Ce sont majoritairement les protons de I’ecau contenus en
grande quantité dans les tissus biologiques qui générent les signaux les plus intenses.
Cependant, ’IRM reste limitée par sa faible sensibilité, et il est souvent nécessaire d’allonger
les temps d’examen du patient pour améliorer le rapport signal sur bruit. C’est pour cette
raison que dans la plupart des cas, I’injection par voie intraveineuse d’un produit de contraste
est nécessaire. C’est dans cette optique que les agents de contrastes ont été développés. Les
agents de contraste sont des composés paramagnétiques qui permettent d’accélérer la vitesse
de relaxation des protons de 1’eau dans les tissus et contribuent également a améliorer le

contraste entre tissus sains et tissus malades.

Cependant, I’efficacité des agents de contrastes commerciaux restent faible et de nombreuses
recherches sont menées dans le but d’améliorer leur sensibilité, mais aussi de mieux contréler
leur biodistribution, afin d’obtenir des agents de contraste spécifiques d’une cible biologique.
L’ensemble des techniques d’imagerie visent désormais a apporter de cette facon une
information au niveau moléculaire et non plus au niveau anatomique global, afin de pouvoir
déceler des cancers naissants, de suivre I’expression des geénes ou encore de visualiser
I'évolution temporelle d’un médicament dans 1’organisme. Cependant, les techniques
d’imagerie utilisées aujourd’hui cliniquement (rayons X, tomographie a émission de positron,

IRM, imagerie optique) présentent toutes leurs propres limitations, si bien qu’aucune



technique ne semble apporter une information exhaustive. Des recherches tendent donc vers
I’association de plusieurs techniques d’imagerie complémentaire. Des études associant
notamment I’IRM et la tomographie par émission de positron (TEP) ont été menées dans ce

sens.!

Le travail de cette thése s’inscrit dans cette tendance, en cherchant a étudier des systémes qui
soient a la fois viables pour I’IRM et I’imagerie optique. En effet cette derniére présente une
grande sensibilité mais ne posséde pas les mémes qualités de résolution que I’IRM. Dans ce
manuscrit, nous présenterons dans un premier chapitre les lanthanides et leurs propriétés
magnétiques et de luminescence. Ce chapitre ne représente pas une revue exhaustive des
applications des lanthanides, mais précise les directions des recherches dans ce domaine.
Dans une seconde partie, nous nous intéresserons a la conception de nouveaux ligands pour la
complexation des lanthanides. Nous rapporterons dans une troisiéme partie les propriétés de
stabilité et de relaxivité des complexes de Gd(Il1) synthétisés. Enfin une derniére partie sera

consacrée a I’étude des propriétés de luminescence des complexes de Nd(III) et d”Yb(III).

Terminons cette introduction par quelque considérations sur la théorie de I'efficacité de
contraste d'un complexe donné de Gd**, mesurée par sa relaxivité, c'est-a-dire par
l'augmentation de la vitesse de relaxation (des spins nucléaires) des protons de I'eau causée
par I'ajout de 1 mM de ce complexe. Dans cette thése, I'usage principal de la théorie est

qualitatif. En effet, aux champs magnétiques B, >1.5 T maintenant standards de I'IRM, la

théorie connecte simplement® la relaxivité & des paramétres moléculaires numériques du
complexe que le chimiste peut optimiser en modifiant le ligand par synthese. Ainsi, nous
ferons continuellement appel aux variations de la relaxivité en fonction de ces parametres du
complexe pour guider nos syntheses de ligand et expliquer qualitativement les effets observés.
Deuxiémement, la théorie fournit des formules mathématiques et des méthodes numériques,
ainsi que leurs domaines de validité, pour calculer précisément la relaxivité en fonction des
parametres du complexe et en déterminer les valeurs par ajustement de la relaxivité théorique
a l'expérience. Dans cette these expérimentale, nous limiterons a quelques cas
particulierement intéressants pour mener a bien cette caractérisation quantitative des
complexes aux champs standards de I'lRM. En revanche, dans nous ne chercherons pas a
interpréter la relaxivité a bas champ contrairement & une habitude ancienne encore trés

répandue, mais seulement justifiée jusqu'au début des années 2000 par une idée fausse®’ sur



l'origine de la fluctuation ou relaxation des états de spin électronique de Gd**. En effet,
I'ancien formalisme a bas champ est simple, mais ne donne qu'une vision quantitative erronée
des processus et parametres moléculaires a l'origine de la relaxivité. Le nouveau formalisme
théorique rigoureux a mettre en ceuvre est trop compliqué au regard de l'importance de
I'information supplémentaire obtenue sur la relaxation électronique, d'impact généralement

mineure sur la relaxivité aux champs standards de I'lRM qui nous intéressent.
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Introduction

1. Généralité sur les lanthanides

Les lanthanides sont les 15 éléments du tableau périodique (du lanthane au lutétium) de
numéro atomique compris entre 57 et 71. Ils appartiennent a la premiere période du bloc f et
se caractérisent par une configuration électronique de type [Xe] 5d° 6s* 4f "** ou [Xe] 5d* 6s°
4f " (sauf le lanthane qui présente une configuration [Xe] 5d* 6s® 4f °). La perte de trois
électrons conduit a I’ion lanthanide trivalent qui est le degré d’oxydation le plus stable pour

I’ensemble de la série.

Hydrogéne Hélium
Li |Be B |C [N |O |F |Ne
Lithium Béryllium Bors Carbone Azote L Fl L

i % % W ® % 5
Na |Mg

Sodium Magnésium

siur
8 20 = = B £ = 3 7 &

K |Ca |Sc |Ti |V |Cr |Mn |Fe |Co |Ni

Potassium_|Caloium || Seandium | Titane Vanadium _|Chrome | Manganése | Fer Cobalt Hickel
B 3 39 E ol 2 4 a 3 45

Nb |Mo |Tc |Ru |Rh |Pd

jum _|Niobium | Molubdéne | Technétium |Ruthénium | Rhodium | Palladium | Argent
2 7 7 75 76 77 7 79

Ta |W |Re |Os |Ir Pt

Tantsle  |Tungsténe |Rhénium |Osmivm |iridium Platine

‘terbium_| Lutétium
oz

Tableau 1.1 Classification périodique des éléments chimiques

La trés forte proximité des propriétés physiques et chimiques de I’Yttrium et du Scandium
font que ces deux éléments sont souvent rapprochés des lanthanides. L’ensemble de ses 17

éléments constitue ainsi la famille dite des « terres rares ».
Les premiers minerais furent découverts en Suéde par Cronstedt, en 1752, puis isolés par

Gadolin (Suede, 1794) sous la forme d’un mélange d’oxydes appelé Ytterbia. Ce n’est qu’en

1842 que trois lanthanides (Y, Er, Th) furent isolés de ce mélange.
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Le terme de «terres rares » fait référence a la faible concentration de ces espéces dans les
minerais. Cependant, ce qualificatif s’avére faux si I’on considére 1’abondance sur Terre de

ces éléments, de 1’ordre de 0.08%, c'est-a-dire du méme ordre que le zinc ou 1’étain.

1.1. Structure électronique

Comme mentionné précédemment, la configuration électronique des lanthanides
correspond au remplissage progressif de la couche 4f qui est blindée par les couches

externes 5s° et 5p°.

[Xe] Sd! 65! 4f !

La
Ce [Xe] 5d* 6s* 4f
Pr [Xe] 5d° 6s* 4f *
Nd [Xe] 5d° 6s” 4f
Pm [Xe] 5d° 6s” 4f °
Sm [Xe] 5d° 6s” 4f °
Eu [Xe] 5d° 652 4f
Gd [Xe] 5d* 652 4f
Tb [Xe] 5d* 6s% 4f °
Dy [Xe] 5d* 6s% 4f 1°
Ho [Xe] 5d* 6s% 4f 1*
Er [Xe] 5d* 6s* 4f 12
Tm [Xe] 5d* 6s% 4f 1*
Yb [Xe] 5d* 6s* 4
Lu [Xe] 5d* 6s* 4f

Tableau 1.2 Configuration électronique des lanthanides

Le degré d’oxydation normal des ions lanthanides est 111, qui correspond a une configuration
électronique de type [Xe] 5d° 6s° 4f " mais quelques éléments ont la possibilité d’étre
stabilisés a un degré d’oxydation inférieur (I pour I’europium, I’ytterbium et le samarium),

ou supérieur (IV pour le cérium, le praséodyme et le terbium).

13



1.2. Propriétés des lanthanides

La particularité des lanthanides réside dans le fait qu’ils présentent des propriétés relativement
proches, qui évoluent lentement du début a la fin de la période. L’augmentation de 1’effet
d’écran di au nombre d’électrons de la sous-couche f est légérement moins rapide que celle
de la charge du noyau. Il en résulte une faible augmentation de la charge nucléaire et donc une
diminution lente du rayon atomique sur la période (contraction des orbitales 5s et 5p). Cette

diminution est appelé contraction des lanthanides.

La 1.032 1.100 1.160 1.216 1.270 1.360
Ce 1.010 1.070 1.143 1.196 1.250 1.340
Pr 0.990 1.126 1.179

Nd 0.983 1.109 1.163 1.270
Sm 0.958 1.020 1.079 1.132 1.240
Eu 0.947 1.010 1.066 1.120

Gd 0.938 1.000 1.053 1.107

Th 0.923 0.980 1.040 1.095

Dy 0.912 0.970 1.027 1.083

Ho 0.901 1.015 1.072 1.120

Er 0.890 0.945 1.004 1.062

Tm 0.880 0.994 1.052

Yb 0.868 0.925 0.985 1.042

Lu 0.861 0.977 1.032

Tableau 1.3 Rayons ioniques des lanthanides pour différents nombres de coordinations
(CN)*

Les électrons 4f subissant un fort effet de blindage des couches externes du nuage
électronique sont tres peu sensibles a leur environnement chimique et ne peuvent pas former
de liaisons covalentes. Dans les complexes de Ln(IIl), I’interaction métal-ligand est donc
totalement décrite par un modele purement ionique. De plus les lanthanides sont des acides
durs dans la classification de Pearson’et interagiront de préférence avec des ligands durs
contenant notamment des atomes d’oxygene donneurs (eau, carboxylates, phosphonates...).
On parle de caractére « oxophile ». Les lanthanides sont également des acides forts au sens de

Lewis, ce qui conduit a I’activation des protons présents sur les molécules d’eau coordonnées
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aux cations meétalliques ainsi qu’a la formation, a partir d’un pH de 6.5, d’espéces hydroxo
Ln(OH); insolubles. Du fait de I’enfouissement des orbitales f au sein du nuage électronique,
I’effet du champ cristallin est treés faible comparé au couplage spin orbite (de 1’ordre de 500
cm™ contre 5000 & 30000 cm™ pour les métaux d). Par conséquent deux niveaux d’énergie
différents de J sont suffisamment éloignés en énergie pour étre parfaitement séparés sur le
spectre électronique. Ainsi, dans les complexes de lanthanides, les bandes d’absorption ne
subissent pas 1’élargissement vibrationnel di aux ligands et sont, de ce fait, parfaitement
résolues.

Cette faible influence du champ cristallin explique également la grande flexibilité des
complexes de lanthanides que ce soit en terme de nombre de coordination ou de géométrie des
complexes, puisqu’elle ne sera pas imposée par la direction des orbitales. Les ligands
s’organisent donc autour du centre métallique de facon a minimiser I’énergie électrostatique
et les interactions stériques répulsives. Le nombre de coordination le plus souvent observé est
8 ou 9 mais il peut varier de 6 a 12 (voir tableau 1.3). On observe souvent une décroissance du
nombre de coordination sur la série (10 pour La®*, 8 pour Lu®*") qui est associée a la

contraction des lanthanides.

1.3. Les propriétés magnétiques et spectroscopiques
des lanthanides.

Les ions lanthanides Ln(lll) sont tous paramagnétiques dans leur état fondamental, a
I’exception du La (III) et Lu (III) de configuration respectives 4f° et 4f'. Les transitions f-f
sont théoriquement interdites par les régles de sélection électrique dipolaire (regle de Laporte
et régle de sélection de spin). En pratique, le couplage des états électroniques avec des états
vibrationnels et les mélanges de fonctions d’ondes de différents nombres quantiques J ou de
différentes parités atténuent cette interdiction. Les ions lanthanides ont de ce fait un
coefficient d’extinction molaire faible (entre 1 et 10 L.mol™.cm™) et certains ions présentent

une durée de vie longue en luminescence. (Nd, Yb, Er, 10-107 s)
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Figure 1.1 Diagramme partiel d’énergie pour les ions Ln(II) aqueux : niveaux
fondamentaux et principaux niveaux luminescents (en couleur) 2

Comme mentionné précédemment (8 1.2), le champ cristallin a peu d’influence sur les
orbitales 4f. De ce fait, le ligand organique ne modifie pas la longueur d’onde d’émission du
métal. De plus, la longueur d’onde d’absorption est quasiment monochromatique. La
différence d’énergie entre le niveau excité et le niveau fondamental de 1’ion Ln(III)
conditionne I’efficacit¢ du phénomeéne de luminescence. Plus 1’écart d’énergie est grand et
moins 1’on risque de « désexciter » 1’ion via un processus non radiatif.

Les ions Tb(IIl) et Eu(Ill) ont des temps de vie relativement long (de 1’ordre de la
milliseconde) émettent dans le visible (vert A = 550 nm pour le terbium, rouge A = 620 nm
pour I’europium). Ces ions sont les plus fréquemment utilisés dans des applications telles que
les sondes luminescentes pour I’analyse et le diagnostic médical®. Dans une moindre mesure
le Sm(IIl) et le Dy(lll) (orange A=590nm, jaune-orangé A=570nm respectivement) sont
également utilisés. Les ions émettant dans le proche infrarouge (Nd(III) A=1065nm, Er(III)
A=1550nm, Yb(III) A=978nm) sont de plus en plus développés, notamment pour leur
utilisation dans les lasers, dans les fibres optiques et les amplificateurs pour les
télécommunications®*. Concernant les sondes luminescentes, leur utilisation permet de
s’affranchir de 1’absorption des tissus qui deviennent « transparents » aux longueurs d’onde
supérieures a 900nm et donc d’explorer jusqu’a 20cm en profondeur contre seulement

quelques centimétres pour ceux émettant dans le visible®. L’ion gadolinium n’est lui que peu
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utilisé car son émission dans 1’ultraviolet interfére avec les processus d’absorption ou

d’émission des composés organiques et biologiques.

Cependant, le gadolinium se distingue parmi les lanthanides pour ses propriétés magnetiques.
En effet ces sept électrons non appariés (S=7/2) lui confere un moment magnétique élevé et la
symétrie de son état orbital S lui permet de présenter un temps de relaxation électronique long
(Tie >10°%) en comparaison avec d’autres lanthanides (~ 10™%s pour Eu(lll), Yb(III) et
Dy(111))°. De ce fait, I’ion gadolinium est majoritairement utilisé dans les agents de contrastes

pour I’imagerie par résonnance magnétique (IRM).

2. L’IRM

L’IRM (imagerie par résonance magnétique) est une technique d’imagerie qui fournit des
images tridimensionnelles et en coupes a haute résolution (jusqu’a 0.lmm) avec un bon
contraste. Cette technique est basée sur la mesure des signaux nucléaires généres par les
protons soumis a un signal de radiofréquences (RF). Ce sont majoritairement les protons de
I’eau contenus en grande quantité dans les tissus biologiques qui générent les signaux les plus
intenses.

Découlant du principe de résonance magnétique nucléaire, décrit par Felix Bloch et Edward
Mills Purcell en 1946, le développement de I’'IRM va de pair avec les avancees faites dans le
domaine de la RMN mais aussi dans celui du traitement informatique des données. Ainsi les
progreés accomplis au cours des années 1970 conduiront a la premiére image d’un corps

humain entier en 1979.

2.1. Principe de I'IRM

Le patient est soumis a un champ magnétique statique. Actuellement, des champs de 0.5 T a
3T sont couramment utilisés en milieu hospitalier. Un gradient linéaire de champ magnétique
est également appliqué et permet 1’encodage de la position de chaque noyau dans 1’appareil
d’imagerie. Ensuite, une impulsion radiofréquence est appliquée et la décroissance temporelle
d’induction libre des spins nucléaires est mesurée (Figure 1.2). Pour rappel, le retour a
I’équilibre de la composante de I’aimantation nucléaire Mz selon I’axe du champ magnétique

suit une loi mono exponentielle avec une constante de temps T, appelée temps de relaxation
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longitudinale. De méme, 1’évolution de 1’aimantation transversale M+ est caractérisée par une

constante T, appelée temps de relaxation transversale.

Bobine de détection

Figure 1.2 Changement d’aimantation du proton M dans un champ constant H_J sous

I’effet d’un champ magnétique d’excitation H_:

L’intensité d’un élément de volume (un voxel c’est-a-dire un pixel 3D) dépend du temps de
relaxation des protons de I’eau du tissu et elle est proportionnelle & leur concentration a
I’endroit considéré. En effet, ce comportement de relaxation varie en fonction de
I’environnement macromoléculaire des protons de 1’eau. Ainsi il est possible de distinguer les

différents tissus et leurs éventuelles altérations (notamment les tumeurs).

Foie 140-170 300-450
Pancréas 180-200 275-400
Rein 300-340 400-450
Prostate 250-325 350-400

Tableau 1.4 Temps de relaxation dans différents tissus sains et malades ( 1,7T)’

L’IRM est une technique d’imagerie qui permet une excellente résolution spatiale mais qui
n’est malheureusement pas assez sensible dans la plupart des cas. Il est souvent nécessaire de
procéder a de longues acquisitions pour réduire le rapport signal/bruit. Une autre possibilité

consiste a injecter un agent de contraste paramagnétique qui va améliorer le contraste des
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zones a analyser en augmentant les vitesses de relaxation longitudinale et transversale des
protons a proximité. Ceci permet a la fois d’augmenter le contraste entre tissus sains et
malades mais aussi de réduire le temps d’acquisition. L’efficacité d’un agent de contraste,
autrement dit sa capacité a augmenter les vitesses de relaxation des protons des molécules

d’eau environnantes, est appelée « relaxivité ».

2.2. Mécanisme de relaxivité des complexes de
gadolinium

La relaxivité des protons des molécules d'eau résulte de la dynamique de ces molécules par
rapport & I'ion Gd** complexé et de la fluctuation ou relaxation des états de spin électronique
S de cet ion. L'objectif de cette section introductive est de présenter les principaux paramétres
moléculaires du complexe que le chimiste doit optimiser en vue d'obtenir la relaxivité la plus
élevée possible. C'est pourquoi, nous nous limitons dans cette section a lI'approche standard
qui est suffisante pour mettre en évidence ces paramétres et conduit a une formulation
mathématique élémentaire de la relaxivité en fonction de ces paramétres dans la mesure ou
elle repose sur la modélisation la plus simple des processus. Au cours de cette thése, certains
de nos résultats nécessiteront d'aller au dela de I'approche standard et de faire appel a des

8-10

notions plus élaborées™ ™ que nous introduirons a cette occasion.

2.2.1. Temps de relaxation

La vitesse de relaxation longitudinale ou transversale d’un spin i au voisinage d’une espéce
paramagnétique est la somme d’une contribution diamagnétique due a la relaxation des
noyaux en 1’absence de composé paramagnétique et d’une contribution paramagnétique, tel

que décrit par 1. Solomon et N. Bloembergen**?,

Equation 1.1

La contribution paramagnétique (1/Ti)paa €St désignée sous le nom d’augmentation
paramagnétique de relaxation ou PRE (Paramagnetic Relaxation Enhancement). Elle est liée a

la fluctuation temporelle de I’interaction entre le moment magnétique des électrons non
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appariés de l’ion paramagnétique et le moment magnétique du noyau du proton. Trois

mécanismes peuvent étre a 1’origine de cette PRE :

- un mécanisme de contact a travers les liaisons, associé a une polarisation de spin de la
densité des électrons a ’emplacement du noyau ;
- un mécanisme de pseudo-contact a travers 1’espace, correspondant a 1’interaction dipolaire

moyenne entre les moments magnetiques électronique et nucléaire ;

Dans le cas de ’interaction avec les protons de ’eau (I=1/2), seule I’interaction de pseudo-

contact entre en jeu. Dans ce cas, la PRE est directement proportionnelle a la concentration de

I’espéce paramagnétique en solution'*2. L’équation 1.1 devient donc :
. 1 _ {1 .
Equation 1.2 (;)ﬂbs = (T.)m +rc (i=1,2)

Ou rj est la relaxivité de I’espéce paramagnétique considéré, c’est-a-dire son efficacité. La
relaxivité est donc 1’augmentation de vitesse de relaxation des protons résultant de 1’ajout
d’une millimole par litre de 1’espece paramagnétique donnée. Cette relaxivité est gouvernée

par de nombreux parametres que nous décrirons par la suite (§2.2.5).

La relaxation des protons dans des solutions contenant des especes paramagnétiques est donc
dominée par I’interaction dipolaire entre le spin nucléaire I des protons de 1’eau et le spin
électronique S des ions paramagnétiques. Cette interaction varie avec la distance entre | et S
en rs®. Toute interaction chimique qui rapprochera les protons du centre paramagnétique
contribuera donc a augmenter la vitesse de relaxation de ces protons. Dans le cas des
complexes de gadolinium, cette augmentation de relaxivité peut passer par différents

mécanismes :

- le principal mécanisme dit de sphere interne (mécanisme inner sphere (IS voir figure
1.3)) est obtenu par la coordination directe d’une ou plusieurs molécules d’eau au
centre métallique. Ces molécules d’eau s’échange ensuite rapidement avec les
molécules d’eau libre de la solution, permettant de propager 1’augmentation de vitesse

de relaxation au sein de la solution.
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- Le mécanisme dit de sphére externe ou outer sphere (OS). Les molécules d’eau a
proximité du centre métallique (bien que non coordonnées), subissent également

I’effet du paramagnétisme modulé par des mécanismes de diffusions translationnelles.

- Le mécanisme de seconde sphere ou Second Sphere (SS). Les molécules d’ecau
coordonnées en seconde sphére c’est-a-dire non directement liés au centre métallique
mais associées via des liaisons faibles de type liaisons hydrogéenes avec le ligand et

s’échangeant avec les molécules d’eau libre.

Figure 1.3 Représentation schématique d’un complexe de gadolinium en solution™

L’augmentation paramagnétique de relaxation est alors la somme de trois termes (équation

1.3), de méme que la relaxivité associée (équation 1.4) :
Equation 1.3 @) =@ +®)"+@)" =12

Equation 1.4 ri=rf +r¥ +1r¥ (i=12)
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2.2.2. Mécanisme de sphére interne (IS)

Le mécanisme de sphére interne, aussi appelé inner-sphere (I1S), contribue a I'augmentation de
la vitesse de relaxation des protons de I'eau grace a la propagation des effets de la tres grande
vitesse de relaxation (typiquement 10° s™*) du petit nombre de protons des molécules d'eau
coordonnant I'ion métallique au tres grand nombre de protons des molécules d'eau libre par
échange chimique entre ces deux types de molécules d'eau. Ce mécanisme est décrit par la
théorie de Solomon, Bloembergen, Morgan (SBM) qui repose sur les approximations

suivantes :

- le moment magnétique du spin électronique S de I'ion magnétique est assimilé a un dipéle
ponctuel au centre de cet ion,

- le facteur de Landé de S est isotrope,

- la rotation Brownienne du complexe est supposée isotrope méme si le complexe ne I'est pas,
- les fonctions de corrélation associées a la dynamique de rotation des molécules d'eau
coordonnées accompagnant le complexe et a I'échange de ces molécules ont des décroissances

mono-exponentielles de temps de corrélation z et 7,

- seule est prise en compte la levée de dégénérescence fluctuante des niveaux électroniques du

multiplet fondamental de spin S due aux distorsions - vibrations du ligand.

En prenant en compte ces approximations, I’augmentation paramagnétique de sphére interne

de relaxation longitudinale est donnée par :

Equation 1.5

1 _ P _ ¢ q
Ti‘g T:lm + Tm 55.5 T:l'm + T

Ou Py, est la fraction molaire de molécules de solvant directement lié au cation métallique, g
le nombre de molécules d’cau directement lié par centre métallique, tm le temps moyen de
résidence des molécules d’eau dans la premiére sphére de coordination 1516 ot T, le temps de
relaxation longitudinale d’une molécule d’eau si elle était coordonnée de fagon permanente au

gadolinium.
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A priori la relaxation des protons de I’eau liée est gouvernée par une interaction dipole-dipGle
et une interaction scalaire ou de contact, toutes deux dépendantes du champ magnétique. Le
Gd(Il) formant des liaisons de nature ionique avec I’oxygeéne de I’ecau chargé
négativement, les protons se trouvent relativement éloignés du centre paramagnétique et
Iinteraction de contact est négligeable'’. Le temps de relaxation des protons de ’eau liée
peut donc, dans une bonne approximation, étre considéré comme dépendant uniquement de

I’interaction dipolaire.

Le temps de relaxation est donné par les équations de Solomon-Bloembergen modifiées™*? :
222
. i _ 27¥8 |.LE.5L5+1]' =R Tre2 ]
Equatlon 16 Tim 15 ‘i"Ei.H I:1+wj~!'rgzzl + I:1 +w§1’§2:|

Avec :

- S le nombre guantique de spin électronique

v1 le rapport gyromagnétique nucléaire du proton

Mg le magnéton de Bohr

g le facteur de Landé pour 1’¢lectron libre

- regn la distance entre le spin nucléaire | (du proton) et le spin électronique S
- o et og les fréquences de Larmor pour le proton et I’électron (ws = 658 ;)
- 14 (i = 1,2) le temps de corrélation relatif a la dynamique du couplage S-I.

Ces deux derniers termes (tc; et Tcp) sont définis de la maniéere suivante

Equation 1.7 2= Ti +

Trr

1 1

'R Tm

Plusieurs facteurs peuvent moduler I’interaction entre les deux spins : le temps de corrélation
rotationnelle du complexe (tr), le temps moyen de résidence des molécules d’eau dans la
premiére sphére de coordination (tm) et le temps de relaxation électronique longitudinale et

transversale du Gd(111) Ty, et T respectivement.

Notons que les deux termes entre crochets de 1’équation 1.6 sont responsables d’une baisse

importante de la relaxivité a haut champ (wlzrcgz >1).
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Comme les temps de relaxation nucléaire, les temps de relaxation électronique varient en
fonction du champ magnétique. Pour les complexes de Gd(lll), Tie est lié a la modulation
temporelle de la levée de dégénérescence des niveaux électroniques de spin du Gd(l11) («Zero
Field Splitting » ou ZFS). Une description précise fait intervenir deux contributions : d’une
part la fluctuation moyenne du ZFS (ZFS statique) causée par la rotation brownienne du
champ moyen du ligand accompagnant celle du complexe dans le référentiel moléculaire et
d’autre part celle liée aux vibrations du champ de ligand (ZFS transitoire ou transient)'®. Une
description simplifiée, prenant en compte uniquement la partie vibratoire du ZFS, est donnée

par la théorie de Bloembergen et Morgan (équations I. 8 & I. 10)*%17 :

. 1 1 4
Equation 1.8 o 2C (1+w§f.r§ + 1+4w§¢§)
Equation 1.9 i=C( o+ +3)

9 ) T1a 1+winp | 1+4witt
Equation 1.10 c= % ALz, [45(5+ 1) — 3]
Avec .

- Ar? le carré de I’amplitude de I’éclatement a champ magnétique nul ;
- 1, le temps de corrélation associé a la modulation vibrationnelle de la levée de
dégenérescence.
A% et 1, sont reliés au temps de relaxation électronique a champ nul 15y par la relation
suivante :

1 —

Equation 1.11 1= iair;,[azs(s 4+1)—13]

50

L’ensemble de ces équations constitue la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan (SBM)

de la relxivité de spheére interne.
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A partir de cette description théorique, il est possible d’isoler les facteurs qui influent sur la

relaxivité de sphere interne, a savoir :

le nombre d’hydratation du complexe q ;

la distance spin nucléaire - spin électronique rggn pour une molécule d’eau coordonnée ;

le temps de corrélation rotationnelle du complexe 1R ;

la vitesse d’échange kex = 1/t des molécules d’eau coordonnées avec le solvant ;

les temps de relaxation électronique Tie et Toe.

2.2.3. Mécanisme de sphére externe (OS)

L’augmentation de relaxivité due au mécanisme de sphére externe est provoquée par
I’interaction dipolaire entre le spin nucléaire et le spin électronique lorsque les molécules
d’eau sont a proximité du centre paramagnétique. Les parameétres a prendre en compte pour
cette interaction sont :

- la distance minimale d’approche entre le centre métallique et le proton d’une molécule

d’eau libre agqn

- le coefficient de diffusion de la molécule d’eau par rapport au complexe D.

Le temps caractéristique sera un temps de corrélation diffusionnelle tel que tp= aggn?/D. Le

temps de relaxation de sphére externe est donné par :

Equation 1.12 T—:ﬁ = Zy22R’s(s + 1)) (% +iw;) +1 j[}; iws)]

AVEC :

- S le nombre quantique de spin électronique ;

Y1, ¥s les rapports gyromagnétiques du proton et de I’¢électron ;

h la constante de Planck ;

Tie et Ty les temps de relaxation électronique du Gd(lIlI) ;

o) et wg les fréquences de Larmor pour le proton et 1’¢lectron.

La densité spectrale j(c) est la transformée de Fourier des fonctions de corrélation temporelle
Tp et Ty (associées a Tig). Une expression simple existe pour ces densités spectrales dans le
cadre du modele de Gd(IIl) et de protons aux centres de spheres dures (les interactions

électrostatiques ou spécifiques ne sont pas prises en compte) :
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. 107 5N 4 6 a4z —
Equation 1.13 (o) = 4 [ ] = .
q j(e) pens Re Terexiaiis) Qvecx = ot

Avec :

c la concentration en espece paramagnétique en mM ;

Na le nombre d’Avogadro ;

D le coefficient de diffusion relatif d’une molécule d’eau par rapport au complexe

(D=D, +Ds);
- aggy la distance minimale d’approche entre un proton d’une molécule d’eau diffusant
librement et I’ion paramagnétique.
L’ensemble de ces équations (1.12-1.13) représente le modéle de Ayant-Belorisky
Hwang-Freed (ABHF)?%,

Cette contribution est typiquement de 1’ordre de 2 4 3 mM™s™ & 25°C et & 20 MHz (0.5 T)®.

2.2.4. Mécanisme de seconde spheére (SS)

Les molécules d’eau de seconde sphére présentent des interactions (majoritairement des
liaisons hydrogene) avec le ligand et ne peuvent, de ce fait, étre assimilées a des spheres dures
et traitées par un modéle purement diffusionnel. Une approche similaire & la modélisation de

phénomene « inner sphere » a donc été développée®*°.

Le terme de seconde sphére n’est pas bien approprié car il ne désigne pas une sphére compléte
mais seulement les molécules d’eau a proximité du centre paramagnétique. En premicre
approximation, la contribution de seconde sphere est calculée comme celle de sphére interne
en ajustant toutefois la vitesse d’échange 1’y et la distance r’ggn. Il faut noter que 1’orientation
des molécules n’est pas la méme en seconde sphere qu’en sphere interne. Dans ce cas, ce sont

les protons qui sont plus proches du cation métallique plutdt que les oxygeénes.
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Figure 1.4 Repreésentation du ligand DOTP. Son complexe de gadolinium présente une

relaxivité de 4.7 mM™s™, principalement due aux molécules d’eau de seconde sphére27.

2.2.5. Les parametres influencant le mécanisme de sphére
interne

Comme nous I’avons vu précédemment, de nombreux paramétres ont une influence directe
sur la relaxivité de sphere interne d’un complexe donné. Pour optimiser le design de ligands
adaptés aux phénomenes régissant la relaxivite, il est nécessaire de prendre en compte chacun
de ces parameétres et de savoir de quelle facon peuvent étre reliées la structure du complexe et
la variation de ces différents parameétres.

- Le nombre de molécules d’eau coordonnées en sphére interne q

La relaxivité de sphére interne est directement proportionnelle au nombre de molécules d’eau
coordonnées en premiére sphére (équation 1.5). En modifiant la denticité du ligand utilisé
pour complexer 1’ion gadolinium, il semble facile d’augmenter la relaxivité d’un complexe.
Cependant, 1’augmentation du nombre de molécules d’eau coordonnées en premicre sphere a
également des inconvénients. La denticité réduite du ligand va notamment entrainer une
stabilité thermodynamique et/ou cinétique plus faible du complexe, ce qui augmentera sa
toxicité biologique en tant qu’agent de contraste. De plus, le complexe sera plus sensible a la
coordination d’anions endogeénes (carbonates, phosphates, oxalates, citrates...) qui pourront
remplacer une ou plusieurs molécules d’eau dans la sphére de coordination et, de ce fait, faire
chuter complétement la relaxivité d’un tel complexe.

La recherche d’une amélioration franche de la relaxivité ainsi que le besoin d’agents de
contraste efficaces a plus haut champ a conduit a la publication d’architectures nouvelles
susceptibles d’apporter une stabilité suffisante a ces complexes. Parmi les nouveaux ligands
développés pour obtenir des complexes bis aqua, nous pouvons citer le ligand AAZTA?®

(figure 1.5) dont le complexe de Gd(Ill) a démontré une stabilité proche de celle du DTPA
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(pGd = 19.26). En plus de cette stabilité particulierement intéressante, le
[GA(AAZTA)(H,0),] présente une relaxivité élevée (7.1 mM™s™ 20 MHz, 25°C), et cette

relaxivité n’est pas altérée par la présence d’anions endogenes en solution.

COOH

COOH
HOOC" >N~ [

A

N
N
\\COOH

Figure 1.5 Le ligand AAZTA conduisant a des complexes de Gd(I11) bis aqua

Une autre famille de composés possédant plusieurs molécules d’eau en premiere sphére de
coordination a avoir soulevé un intérét particulier est la famille des dérives de Gd-HOPO

(hydroxypyridinone) développée par le groupe de K. Raymond.

Figure 1.6 Exemples de complexe de la famille des dérivés de Gd-HOPO : complexes
Gd-TREN-bisHOPO-TAM

Un des premiers complexes développés dans cette famille, le Gd-TREN-Me-3,2-HOPO,
présente deux molécules d’eau en premiére sphére de coordination et la valeur de sa relaxivité
a 20 MHz et & 25°C est particuliérement élevée (r; = 9.1 mM™s%)?. Cependant, la solubilité
faible de ce complexe a conduit les auteurs a modifier sa structure pour lui apporter plus de
solubilité. Ainsi des complexes présentant un bras TAM (figure 1.6) ont été synthétises et
différents types de substituants ont été greffés pour apporter une solubilité supplémentaire*®>".
Cette stratégie a conduit a la synthése de complexes q = 2 et g = 3, possédant des relaxivités

comprises entre 7.3 et 13.4 mM™s™. Les complexes dérivés de HOPO présentent également
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des stabilités thermodynamiques particulierement intéressantes (pGd compris entre 17 et 20),

et s’averent également peu sensibles a la complexation des anions.

- Ladistance gadolinium-proton rggy pour une molécule d’eau coordonnée

La relaxivité de sphére interne (1S) diminue rapidement avec la distance Gd-proton (en 1/r°,
équation 1.6). Une faible variation de ce parameétre a donc une influence importante sur la
valeur de la relaxivité : une augmentation de 0.1 A de cette distance conduit & une diminution
de relaxivité de 20%. Cependant, des études ont montré que 1’on a rggq = 3.1+/-0.1 A pour de
nombreux complexes sans corrélation évidente avec la nature du ligand, de sorte que 1’on ne

cherche pas a optimiser ce parameétre difficile a maitriser expérimentalement.

- La vitesse d’échange des molécules d’eau ke,=1/t,

La vitesse d’échange des molécules d’eau est définie comme I’inverse de leur temps de
résidence dans la premiére sphére de coordination. Ce parameétre revét une importance
particuliere dans le mécanisme de relaxivité : il conditionne 1’efficacité de I’échange chimique

entre les molécules d’eau de sphére interne et les molécules d’eau du solvant.

Cet échange peut étre décrit suivent trois types de mécanismes®*:

- un mécanisme de type dissociatif D, au cours duquel une molécule d’eau quitte
d’abord la premiére sphére de coordination (passant par un complexe intermédiaire de
coordination réduite) avant d’étre remplacée par une autre molécule d’eau.

- Un mécanisme de type associatif A, ou une molécule d’eau supplémentaire vient se
coordonner avant le départ d’une autre molécule d’eau déja présente sur le cation
métallique.

- Un mécanisme intermédiaire I, dans lequel aucun intermédiaire cinétique ne peut étre
identifié. On distinguera deux variantes I, et lg, selon 1’étape cinétiquement limitante

(association ou dissociation).
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Figure 1.7 Représentation schématique des différents mécanismes d’échange d’une

molécule de solvant.

En reprenant les équations 1.5-1.7, on s’apergoit que la vitesse d’échange peut intervenir de

deux facons différentes sur la relaxiviteé :

si T>>Tywm, le temps de résidence, treés long, devient prépondérant par rapport au temps de

relaxation longitudinal ; la vitesse d’échange devient le facteur limitant la relaxivité.

Si Tm <<Tym, le temps de résidence est court et seul Ty limite la relaxivité. Notons que

Tim est donné par les équations 1.6-1.7 dans la théorie standard approchée et dépend donc

a priori de tm. Toutefois cette dépendance est formelle car 1ty et 1, sont quasiment

indépendants de T, puisque T, <<Tym.

Ainsi, dans le cas de complexe macromoléculaire (PM>5000Da), la vitesse d’échange est

souvent le parametre limitant. En effet dans ce cas, 1/ tr est petit (les gros complexes

tournent lentement) et le terme en 1/ t, est prépondérant.
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- le temps de corrélation rotationnelle T
Aux champs magnétiques utilisés couramment en imagerie clinique (0.5-1.5T), la relaxivité

des petits complexes de gadolinium est limitée par leur vitesse de rotation élevée (voir
équations 1.6-1.7). La solution pour ralentir la vitesse de rotation des ces complexes est
d’augmenter leur masse molaire. Pour cela, deux possibilités sont a prendre en considération :
soit modifier la structure du ligand pour atteindre une masse molaire plus importante, soit lier
de facon non covalente un substrat macromoléculaire sur un petit complexe. Dans les deux
cas, ce sont des groupements d’intérét biologique (protéines, peptides, polysaccharides,
liposomes...) qui doivent étre biocompatibles et, dans un deuxiéme temps, vont également
permettre de faire du ciblage biologique. A ces valeurs de champ, le tr optimal est supérieur a
1 ns environ.

En revanche, aux champs plus élevés des nouveaux imageurs (7-9T), la vitesse de rotation est
optimale pour des complexes de tailles moyennes (tgr compris entre 400 et 1000ps). La
figure 1.8 donne la relaxivité de sphére interne calculé par la théorie de Solomon-
Bloemberger-Morgan pour des complexes mono-aqua avec différents temps de corrélation

rotationnel en fonction du champ magnétique applique.
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80 : 80 . .
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R
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= 0 NN
0 T S0ps 0 T Y
10 100 1000 10 100 1000

'H Larmor frequency /MHz "H Larmor frequency /MHz

Figure 1.8 Relaxivité de sphere interne simulée par la théorie SBM pour différentes

valeurs de tr (& gauche, g=1, kex = 1.10 8™, & droite, =2, kex = 9.10 ™)
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- le temps de relaxation électronique
Le dernier parameétre influant sur la relaxivité, Ti, n’intervient qu’a champ faible, en dessous

de 0.5 T. Seules les valeurs tsp & champ nulle sont tabulées et comparées puisque Ti. dépend
du champ magnetique. Pour que la relaxivité soit la plus haute possible, il faut que les temps
de relaxation électronique soient les plus long possibles (équation 1.8-1.11). Il est cependant
tres difficile de contrdler ce paramétre. Heureusement la théorie montre que la relaxation

électronique a un impact mineur sur la relaxivité au dessus de 1 T environ.

2.3. Les agents de contrastes.

2.3.1. Les agents de contrastes commerciaux

De nombreux agents de contrastes ont été développés au cours des vingt-cing derniéeres
années. Ces agents de contrastes peuvent étre classés en deux grandes catégories suivent leur
mode d’action : les agents de type T, et les agents de type T,. Les agents sont de type T, ou T,
suivant qu’ils affectent respectivement la vitesse de relaxation longitudinale ou la vitesse de
relaxation transversale. On parle également d’agent de contraste positif (T,) et négatif (T>).
Les agents de contrastes les plus utilisés sont ceux de type T, puisqu’ils permettent a la fois
d’améliorer le contraste mais aussi de réduire la durée d’examen. En effet, I’augmentation de
la vitesse de relaxation longitudinale permet un retour a 1’équilibre plus rapide. Dans le cas
des agents de type T, la relaxation transversale est provoquée par un déphasage de
I’aimantation. La vitesse de retour a I’équilibre n’a donc pas d’influence sur la durée
d’examen.

Les agents de contrastes commerciaux peuvent aussi étre classés selon leur biodistribution.
Les deux grandes catégories sont les agents extracellulaires et les agents intravasculaires®. Les
agents extracellulaires sont des complexes de petite taille qui diffusent du sang vers le liquide
interstitiel. Ils sont la plupart du temps utilisés pour la détection de tumeurs au niveau
cérébrale. Dans le cas d’un sujet sain, la barriére hémato-encéphalique est totalement
imperméable aux agents de contrastes mais la présence de Iésions va la rendre perméable a de
tels agents. Ceux-ci viennent alors s’accumuler au niveau de la zone malade. Les agents
extracellulaires sont éliminés par les reins en 90 minutes environ. Parmi ces agents, ceux
présentant une lipophilie élevée sont particulierement intéressants puisqu’ils permettent une
accumulation de 1’agent au niveau des hépatocytes (cellules du foie) et permettent de détecter

certaines pathologies hépatiques et pancréatiques (tumeur du pancréas, insuffisance
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pancréatique exocrine). Ces agents sont qualifiés d’hépatobiliaires’’. Les agents
intravasculaires sont des complexes plus gros, ce qui limite leur diffusion dans le liquide
interstitiel et augmente leur durée de vie dans le sang. Ils permettent ainsi d’avoir accés a une
imagerie des vaisseaux sanguins qui constitue une alternative a I’angiographie par rayons X
mais peut également servir a la détection de tumeur qui sont souvent anormalement

vascularisées.

2.3.1.1. Les agents de type T,

Les agents de type T; utilisés commercialement sont majoritairement des complexes de
gadolinium (III). II est nécessaire d’associer un ligand organique a 1’ion Gd(III) du fait de sa
toxicité aux doses ou il doit étre injecté.
La toxicité d’un agent de contraste peut étre due a différents facteurs :

- le relargage de gadolinium libre

- la complexation de métaux endogénes par du ligand libre

- la charge osmotique injectée

En effet, le gadolinium, du fait de sa taille (107.8 pm pour Gd**contre 114 pm pour Ca"),
rentre en compétition avec les systemes calcium dépendant et bloque le systéeme
réticuloendothélial®®, Il entre en compétition avec le calcium au niveau de la contractilité
myocardique, la coagulation, les enzymes calcium dependants, la respiration mitochondriale
et la neurotransmission®*°. 11 a de ce fait une toxicité considérable au niveau neurologique et
cardiovasculaire. Chez la souris, le LD50 du GdCl3z est compris entre 100 et 200 mg/kg. Le
gadolinium libre va se fixer sur les os, dans le foie et les ganglions lymphatiques, puis est
libéré dans I’organisme au rythme de 1% par jour.

La complexation du gadolinium par un ligand organique permet de réduire sa toxiciteé.
Cependant, au cours des dernieres années, des cas de fibroses systémiques néphrogéniques
ont été mis en évidence lors de I’utilisation d’agents de contrastes a base de gadolinium. Il
semble qu’une des raisons qui influe sur la toxicité est leur stabilité cinétique vis-a-vis de la
transmétallation. Seuls le calcium et le zinc endogeénes, qui ont une concentration serique
suffisante, sont susceptibles d'étre chélatés par un exces de ligand libre ou de remplacer le
gadolinium sur le chélate. La constante d'affinité du calcium pour les différents chélates est

faible au regard de celle du gadolinium : le risque de transmétallation est donc faible. Avec le
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zinc, le risque est plus probable et une élévation transitoire de la zingurie a été montrée chez

I*®, Cela a pour conséquence de favoriser le développement de certaines pathologies

I'anima
notamment au niveau des reins, en particulier chez les patients déja atteints de troubles
rénaux. En effet, I’insuffisance rénale retarde 1’élimination de I’agent de contraste. La demi-
vie d’élimination étant prolongée, le risque potentiel de décomplexation est accru.

Concernant la charge osmotique, celle-ci varie suivant la charge du complexe injecté. Méme
si des effets cardiodépresseurs et des hypotensions transitoires ont été mis en évidence chez

3739 aucun effet

I’animal pour des doses élevées (0.5mmol/kg™) d’agents de contrastes

cardiovasculaire n’a été observé chez ’homme.
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Figure 1.9 Agents de contraste de type T utilisés cliniquement

La figure 1.9 et le tableau 1.5 présentent les structures et les propriétés des principaux agents

de contrastes utilisés commercialement. Les complexes de DOTA* et DTPA® ont été les



premiers ligands a complexer 1’ion gadolinium III avec une stabilit¢ thermodynamique et
cinétique suffisante pour étre utiliser in vivo. Le complexe Gd(DTPA) est le premier agent de
contraste a avoir été approuvé pour une utilisation clinique chez I’homme. Il est
commercialisé depuis 1988. La plupart de ces composes dit « de premiére génération »,
diffuse rapidement vers le milieu interstitiel. Les complexes Gd-BOPTA et Gd-EOB-DTPA
sont des dérivés du complexe Gd-DTPA ou un bras acétate a été remplacé par un groupement
plus lipophile, entrainant une affinité plus grand pour les hépatocytes. Leur utilisation est
donc privilégiée pour I’imagerie du foie. Concernant le MS-325, la modification de la
structure entraine un temps de vie dans le sang plus long, d’une part a cause de sa taille qui
I’empéche de diffuser dans le milieu interstitiel, d’autre part du fait d’une forte affinité¢ de
I’agent de contraste avec 1’albumine sérique 01 ’association non covalente du complexe avec
une protéine du sang permet également d’augmenter la relaxivité du complexe en ralentissant
son temps de corrélation rotationnelle 1z (& 20MHz r;=42 mM™.s™ en présence d’albumine
contre 5.8 mM™.s™ dans I’eau). Par ces propriétés, on obtient un agent de contraste dédié a
I’angiographie par IRM qui se montre bien plus efficace que les petits complexes, comme le
montre la comparaison entre les images obtenues avec le MS-325 et le Gd-DTPA (figure
1.10)

Dotarem Guerbet Gd-DOTA extracellulaire 4.2
ProHance Bracco Gd-HP-DO3A extracellulaire 4.4
Gadovist Schering Gd-BT-DO3A extracellulaire 5.3
Magnevist Schering Gd-DTPA extracellulaire 4.3
Omniscan Amersham Gd-DTPA-BMA extracellulaire 4.6
OptiMARK Mallinckrodt Gd-DTPA-BMEA extracellulaire / 5.2
hépatobiliaire
MultiHance Bracco Gd-BOPTA extracellulaire / 6.7
hépatobiliaire
Primovist Shering Gd-EOB-DTPA hépatobiliaire 7.3
Vasovist EPIX/Schering  MS-325 intravasculaire 19

Tableau 1.5 Relaxivité des principaux agents de contraste commerciaux & 20MHz"
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Figure 1.10 Images IRM d’arriére-trains de lapin aprés injection de MS-325 (a-c,
0,025mmol.kg™), ou de Gd-DTPA (d-f, 0.1mmol.kg™). Les images sont enregistrées & 5

minutes (a, d), 30 minutes (b, e) et 60 minutes (c, f) aprés injection®.

Cependant, dans ce type d’interaction non covalente, I’affinit¢ du complexe pour la protéine
est le principal paramétre qui va conditionner 1’association des deux especes et donc
I’augmentation de relaxivité. De ce fait, d’autres agents sont développés afin de s’affranchir
de cette constante d’affinité, en greffant directement par liaison covalente une macromolécule
sur un agent de contraste de petite taille. Dans cette optique, plusieurs agents de contrastes
sont en développement, notamment chez Guerbet SA, et donnent différents agents qui
peuvent étre caractérisés comme suit :

- Les agents de type LDA (low diffusing agents), qui peuvent diffuser a travers
I’endothélium vasculaire (comme les agents non spécifiques) mais a une vitesse plus
faible. Ils sont donc confinés au niveau du plasma sanguin juste apres 1’injection. Leur
élimination par les reins est la méme que pour les agents non-spécifiques. (Ex : P760
figure 1.12)

- Les agents de types RCBPA (rapid clearance blood pool agents), dont la diffusion

dans le milieu interstitiel est faible voire quasi nulle et en font des agents pour
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I’utilisation angiographique (blood pool agent). Leur élimination est cependant plus
rapide que les agents non spécifiques. (Ex : P792 figure 1.11)

- Les agents de types SCBPA (slow clearance blood pool agents), qui sont strictement
confinés au plasma sanguin et dont la faible perméabilité a travers les capillaires

sanguins empéche une élimination rénale rapide. (Ex : P717 figure 1.11)
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l Dose |.V.
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D |\ | @excrétion rapide
l OSE LY | (RCBPA)

Milieu
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Gand) 322

l Excrétion

Pas de diffusion

rénale interstitielle
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Figure 1.11 Représentation schématique des différentes pharmacocinétiques des agents
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Figure 1.12 Representation des complexes P760, P792 et P717 du laboratoire Guerbet

Ces trois composés présentes des relaxivités largement améliorées en comparaison du DOTA

et leurs différentes pharmacocinétiques permettent des utilisations variées. (Tableau 1.6)

P760 5.29 LDA 25
P792 6.47 RCBPA 40
P717 52 SCBPA

Tableau 1.6 Propriétés des complexes P760, P792 et P717

Le gadolinium n’est pas le seul métal utilis¢ comme base pour les agents de contraste. L’ion
manganése (II) présente cing électrons non appariés et donc un spin élevé de 5/2. Le
complexe Mn(H,DPDP) a été approuvé pour 1’usage clinique et est utilisé comme agent
hépatobiliaire. C’est le seul agent qui relargue des ions métalliques pour former des adduits
avec des macromolécules endogenes. Le PRE obtenu par ces adduits Mn(l1)-protéines permet
la visualisation des hépatocytes, méme administré a faible dose™*.
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Figure 1.13 Agent de contraste extracellulaire commercial a base de manganese 11

Le manganése n’est pas le seul métal qui peut étre utilis€é comme alternative au gadolinium.
Des recherches sur les complexes de Fe(Il) ont montré qu’il était possible d’obtenir des
complexes bas spin et haut spin en jouant sur la coordination du ligand*. Le complexe de
[Fe(tptacn)], diamagnétique, ne conduit a aucun raccourcissement du temps de relaxation T,
des protons de I’eau, tandis que 1’analogue [Fe(dptacn)], qui est paramagnétique, entraine un
raccourcissement du T; des protons de 1’eau et pose les bases pour des complexes de Fe(ll),
dont le passage bas spin / haut spin pourrait étre déclenché par un processus biologique. Dans
I’optique du développement d’un agent de contraste bio-activable, le ligand tptacn a été
modifié pour y greffer un B-galactose (figure 1.14). Le complexe de Fe(ll) obtenu subit une
dégradation par la B-galactosidase qui conduit a la formation dans le milieu du complexe de

[Fe(dptacn)(H,0)], complexe haut spin qui va induire un contraste en IRM*®.

N

N
o enzyme H 0 Y,
7 subsirate N 7
enzyme bpuntaneuus M

EHoTT \xgﬂ \ R

1 (low-spin) 2 (low-spin)

MR silent 2+ MR silent 2+ MRI active 2+
/—‘F_} ’

3 (high-spin)

Figure 1.14 Processus de conversion enzymatique conduisant au passage d’un complexe

de Fe(ll) bas spin a un complexe de Fe(l1) haut spin.

De plus, pour compenser la charge positive, qui en milieu biologique a tendance a favoriser la

coordination des ions chlorure plutdét que les molécules d’eau, un analogue du dptacn a été
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développé pour obtenir une complexe de Fe(Il) neutre*® (figure 1.15). Ce complexe a été
obtenu en remplacant les pyridines par des groupements tétrazoles et les études in vitro et in
vivo ont montré la capacité d’amélioration du contraste, notamment a des valeurs de champ

élevées (7T).

N* “N———Fe —N-H
Nﬂ,&.ﬁ\k)
'P-H
H

Figure 1.15 Complexe neutre de Fe(11) analogue au [Fe(dptacn)]**

2.3.1.2.Les agents de type T,

Les agents de type T, sont dits superparamagnétiques. Le superparamagnetisme est une forme
de magnétisme qui apparait lorsque des matériaux ferromagnétiques sont dispersés sous
formes de petites particules. Lorsque de telles especes sont soumises a un champ magnétique
externe, elles sont aimantées de la méme fagon qu’un matériau paramagnétique mais leur
susceptibilité magnétique est bien plus grande. La coopération entre les moments de spins
individuels est cruciale pour la formation d’un super spin. Ce phénomeéne est notamment
observé dans les oxydes de fer inorganique Fe;O,. Du fait de leur moment magnétique trés
élevé, ces particules induisent une forte perturbation du champ magnétique locale et une

diminution importante du temps de relaxation tranversale T».

Pour éviter 1’agrégation de telles particules, différentes techniques de stabilisation sont
utilisées :
- une stabilisation de type stérique (A), par I’encapsulation du cceur de Fe3O4 dans une
enveloppe protectrice (dextran, carboxydextran, polyethyléne glycol, albumine,...)
- une stabilisation par répulsion de charges (B). Dans ce cas des fonctions carboxylates

sont greffées a la surface (acétate, aspartate, citrate, ...)
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Figure 1.16 Représentation schématique de deux méthodes d’encapsulation des

nanoparticules d’oxyde de fer. (A : stérique, B : électrostatique)

Du type d’enrobage utilis¢é découle la taille des particules, leur biodistribution et leur
pharmacocinétique. On peut distinguer trois types de nanoparticules suivant leur taille :
- les trés petites particules (USPIO pour ultra small particles of iron oxyde)
diametre < 50nm
- les petites particules (SP10) 50nm <diameétre < 200nm
- les grosses particules diametre > 200nm

Le tableau suivant donne les principales propriétés des agents de contrastes T,

nanoparticulaires.

Endorem Guerbet SPIO 200 24 107
Resovist Schering SPIO 62 20 197
Abdoscan GE Grosses 3500
Healthecare  particules
Lumirem Guerbet Grosses 300 3.4 3.8
particules

Tableau 1.7 Propriétés des agents de contraste superparamagnétiques commerciaux
(relaxivités a 37°C et 0.5T)
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2.3.1.2.1. Les agents de type CEST (Chemical Exchange

Saturation Transfert)

De facon simplifiée, un agent CEST est une molécule contenant des protons labiles
susceptibles de s’échanger avec les protons de 1’eau. La vitesse d’échange de ces protons avec
I’eau doit étre inférieure a leur différence de fréquence de résonance (exprimé en rad Hz).
Quand cette condition est remplie, la fréquence de résonance des protons de I’agent CEST
peut étre sélectivement saturée en utilisant un champ a une radiofréquence spécifique (on-
irradiation). L’échange chimique des protons labiles transfére leur magnétisation saturée vers
I’eau libre dont l’intensit¢ va ensuite diminuer. Cette diminution d’intensité peut ainsi

engendrer un contraste négatif.
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Exchange . I,
On-Irradiation
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N
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Figure 1.17 Agent CEST et « on-irradiation »*
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Malheureusement, cette expérience dite « on irradiation » n’est pas suffisante pour établir
I’efficacité d’un agent CEST. En effet, le champ de saturation peut affecter 1’intensité du
signal de I’eau libre méme en 1’absence d’agent de contraste. Le champ de saturation peut
exciter et donc saturer directement les molécules d’eau libre et in vivo cette irradiation peut
saturer un signal trés large correspondant aux protons endogénes contenus dans les différents
tissus et membranes. Ce phénoméne n’étant 1ié qu’a la valeur absolue de la fréquence
d’irradiation, il est possible de répéter ’expérience (dite off-irradiation) lors de laquelle la
fréquence d’irradiation est la méme avec un signe opposé. Il en résulte un signal d’intensité
diminué par rapport au signal de I’eau libre mais supérieur & celui obtenu par «on-

irradiation ».

Iwar
Ioff
Off-Irradiation
B field ——————»
AN I fé M R |~ NN
40 =300 <20 <10 0 10 20 30 40 40 <30 <20 <10 0 10 20 30 40
KHz KHz

Figure 1.18 « Off iradiation »*

Ainsi on peut accéder a ’efficacité de 1’agent CEST, c’est-a-dire le transfert de saturation
net : %ST= (1-lon/loff) x100.

Le contraste CEST est ainsi obtenu par la différence entre les images des expériences « on »
et « off » ou par une carte de transfert de saturation pondéré ou le transfert de saturation est

représenté par un point blanc et le %ST en module I’intensité.
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Figure 1.19 Images IRM a 7T de tubes coaxiaux (intérieur : PARACEST agent,
extérieur : eau) A) image IRM standard, B) on-irradiation, C) off-iradiation, D)

différence entre les expériences on-off, E) image en transfert de saturation pondérée®

3. Les complexes de lanthanides comme sondes

luminescentes

La microscopie optique est utilisée pour déceler la présence de divers composes par
I’observation de leur fluorescence. Le matériel biologique posséde des propriétés de
fluorescence intrinseque dues notamment aux acides aminés aromatiques ou aux bases de
I’ADN*. Toutefois, il est plus aisé pour imager les tissus, cellules ou petits animaux, de faire
appel a des marqueurs exogenes (c'est-a-dire étrangers au milieu étudié), encore appelés
fluorochromes. Ces marqueurs peuvent étre soit des chromophores organiques (fluorescéine,
rhodamine,...), soit des nanoparticules luminescentes, soit des complexes de Ln(III) (Ln = Eu,

Th, Yb, Nd, Er ...).

3.1. Définitions

3.1.1. Fluorescence et phosphorescence

Lorsqu’une substance, initialement dans son état électronique singulet fondamental (Sy),
absorbe un photon, il en résulte un état électronique d’énergie supérieure appelé « état

excité». Cet etat est instable et sa désexcitation vers 1’état So peut se faire soit par des
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processus vibrationnels (102-10™s) soit par émission d’un photon. L’émission de photon
associée a la relaxation d’un état électroniquement excité est appelée luminescence.
L’énergie du photon correspond a la différence d’énergie entre 1’état excité et le niveau
accepteur de 1’état fondamental. Les différents mécanismes de retour a 1’équilibre S;— Sg

sont illustrés par le diagramme de Jablonski (Figure 1.20).

Energie S=singulet 7|
n

s Vv T=triplet T * A = absorption

? 1015

F= fluorescence
1012 3 10%s

P= phosphorescence

2 102 10s

IS
.

"""" ®  transfertinter
systéme

V = niveaux vibrationnels

associés

o

Eo =

Figure 1.20 Diagramme de Jablonski

Apres absorption, I’état excité est relaxé de 1’état singulet S; jusqu’au niveau fondamental.
Les processus non radiatifs mis en jeu peuvent impliquer soit des collisions avec les
molécules de solvant soit des échanges vibrationnels avec les molécules environnantes a 1’état

solide. Ensuite, deux types de mécanisme de luminescence peuvent avoir lieu. Ils sont

principalement différenciés par leurs temps caractéristiques :

- La fluorescence résulte de 1’émission d’un photon en association avec le transfert de
spin de 1’état singulet S:° vers un niveau vibrationnel excité de 1’état fondamental

(So™). La durée de vie de ’état excité est comprise entre 10> et 107,

- La phosphorescence implique une inversion de spin de 1’un des électrons célibataires.
Cette conversion, plus lente (10°°s), est appelée transfert inter systéme. Elle est en

théorie «interdite» mais favorisée par la présence d’atomes lourds comme les

lanthanides. Ensuite, le transfert T;—S, implique des états de multiplicité différents et

45



est également interdit. La durée de vie d’un état phosphorescent est donc relativement

longue : de 10° 410 s.

3.1.2. Rendement quantique

L’efficacité d’un processus luminescent est donnée par son rendement quantique. 1l est défini
comme le rapport du nombre de photons émis au nombre de photons absorbés pendant un
temps donné. Il est fortement influencé par la position énergétique des niveaux excités et il est
d’autant plus fort que les désexcitations non radiatives sont minimisées.

Quel que soit le type de marquage, les molécules ayant un fort rendement quantique, un
coefficient d’extinction molaire élevé et également une résistance importante au photo
blanchiment (ou « photo-bleaching »), c'est-a-dire dont les propriétés d’émission ne sont pas

affectées par les rayonnements lumineux, seront privilégiées.

3.2. Les chromophores organiques

De nombreux chromophores organiques sont disponibles commercialement. Les principales
familles de fluorophores utilisées sont les coumarines, les fluorescéines, les rhodamines et les
cyanines. Elles permettent de couvrir toute la largeur spectrale du proche UV au proche
infrarouge (Figure 1.21).

Coumarines Fluorescéines Rhodamines Cyanines

| I ] | >
300 400 SO0 600 00 A/ nm

Figure 1.21 Principales familles de fuorophores organiques et leurs longueurs d’onde

associées
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Alexa Fluor 350 FITC Rhodamine 6G

Alexa Fluor 350 Coumarine 346 442 - -
FITC Fluorescéine 47 515 92 4.1
Rhodamine 6G Rhodamine 530 552 61 2.5
ICG Cyanine 805 830 1.6 0.56

4 PBS 50 mM, 150mM NaCl, pH=7,2, 22°C
Tableau 1.8 Structure et propriétés des principaux fluorophores organiques */

Des séries de fluorophores présentant de bons rendements quantiques et couvrant tout le
domaine visible avec des molécules empruntées a ces différentes familles sont
commercialisées sous des noms génériques : Alexa Fluor® (442 nm < Aem < 775 nm) *"*® par
Molecular Probes, Atto® dyes par Aldrich.... En particulier, des rendements quantitatifs sont
obtenus dans le visible avec certaines fluorescéines et rhodamines. L’émission dans
I’infrarouge est moins intense car elle est plus sensible aux désexcitations non radiatives.
Toutefois, les temps de vie de luminescence de ces composés sont courts, de 1’ordre de la
nanoseconde. Une nouvelle famille de composés a également été développée. Elle est basée
sur I’utilisation de dérivés du dipyrométhéne borane, communément appelé bodipy (Figure
1.22). Des composes, dont les longueurs d’ondes d’émission sont comprises entre 520 et 670
nm, ont pu étre obtenus par différentes substitutions des groupements pyrole*®. Certains de ces
dérivés sont commercialisés par Molecular Probes. Cependant, les temps de vie de

luminescence restent courts : de 3.9 ns dans ’eau a 5.7 ns dans le méthanol.
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Figure 1.22 Structure de la bodipy

3.3. Les ions lanthanides et la luminescence en temps
résolu

Nous avons vu au paragraphe 1.4 que les ions lanthanides possedent non seulement des
bandes d’émission et d’absorption fines (quasi-monochromatiques) mais surtout ils sont
phosphorescents et leurs temps de vie de luminescence sont significativement plus longs
que ceux des chromophores organiques (de I’ordre de la ms pour Eu(III) et Tb(III)). Ainsi,
leur utilisation permet de s’affranchir de la luminescence intrinséque du milieu biologique

en utilisant la méthode de luminescence en temps résolu (Figure 1.23).

Intensité

7Phosphorescence
de 'ion Ln(lll) (ms)

acquisition

Temps

Figure 1.23 Principe de la luminescence en temps résolu

Le lanthanide est d’abord excité avec une lampe ou un laser pulsé. La mesure n’est effectuée
qu’aprées un bref délai, ce qui permet de s’affranchir de I’auto fluorescence du milieu dont la
durée de vie est sensiblement plus courte que celle du lanthanide. De cette maniere, le rapport

signal/bruit est amélioré.
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Cependant, les coefficients d’extinction molaires des ions Ln(III) sont faibles et ils ne peuvent
étre excités que par des sources lasers dont la puissance entrainerait la destruction du matériel
biologique. Ainsi, ceux-ci doivent étre incorporés dans des systemes dont la fonction
absorption est distincte du lanthanide qui, lui, joue le role d’émetteur. De plus, la séparation
des fonctions absorption et émission présente 1’avantage de conduire a un déplacement de

Stokes important.

3.4. Les complexes de lanthanides luminescents

Au sein de ces complexes, le ligand organique posséde un (ou plusieurs) chromophores

présentant une forte absorption, distincte de celle de 1’ion Ln(III), et jouant le réle d’antenne

(Figure 1.24).
\ Transfert
UV/Visible d’énergie

Lumiére émise
Chromophore

Figure 1.24 Principe de I’effet d’antenne

3.4.1. Différentes voies de sensibilisation

3.4.1.1.Effet d’antenne

Le processus le plus souvent impliqué met en jeu 1’état triplet du ligand. Il se déroule en
quatre étapes illustrées a la Figure 1.25. Le chromophore organique absorbe 1’énergic
lumineuse et peuple ses états excités singulets ‘mn*. Le ligand est adapté si d’une part, un
transfert inter systéme permet le peuplement de son état excité triplet *zn* et si, d’autre part,
un transfert d’énergie efficace a lieu de cet état triplet vers les états excités du lanthanide. Les
états excités du lanthanide sont ensuite relaxés par un processus radiatif, conduisant a

I’émission de lumiére. Ce mécanisme est communément admis pour tous les complexes de
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lanthanides, a I’exception de I’ion Ytterbium(IIl). Le transfert inter systéme est efficace si le
niveau de 1’état triplet du ligand est en adéquation avec 1’état excité du métal. Dans le cas
d’une différence d’énergie trop faible, un transfert en retour («back transfert») vers 1’état

triplet a lieu.

A = absorption
F= fluorescence
P= phosphorescence

Energie

n

LMCT

*
- «=end  transfertinter

"-.,a A systeme

»» Back transfert
LMCT: bandede
transfertde
A E p charge ligand
p métal

b A
Eo =

Ligand Métal

Figure 1.25 Mécanisme de sensibilisation des lanthanides par le ligand via I’état triplet

du ligand

3.4.1.2. Transferts par les bandes de transfert de charge.

Le transfert par les bandes de transfert de charge ligand - métal (LMCT) ou métal - ligand
(MLCT) permet également de sensibiliser le metal. Cette méthode est largement utilisee pour
exciter les métaux de transition. Elle est cependant peu utilisée pour les lanthanides car d’une

part, les bandes de transfert de charge sont plus faibles et d’autre part, leur niveau d’énergie
doit étre parfaitement contrélé. En effet, un niveau suffisamment élevé permet le transfert

vers état excité Ln" et exacerbe la luminescence. En revanche un niveau d’énergie trop bas
I’éteint (Figure 1.25). Les bandes de transfert de charge sont ainsi impliquées dans les
processus de désactivation non radiatifs électriques comme le Transfert Electronique Photo-
induit (PET). Ce phénomene est lié a une oxydation ou une réduction du métal associée a
I’excitation du ligand. Il est d’autant plus probable que le caractére électro-attracteur ou
donneur d’une molécule est exacerbé dans son état excité. En général, une réduction du métal

est observée. Elle est d’autant plus favorisée que le métal est facilement réduit : Eu(Ill)> Sm
(111> Yb(111)*°.
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3.4.1.3.Sensibilisation par les métaux d.

Le dernier mode d’excitation implique le transfert énergétique d—f depuis un métal de
transition. Cette stratégie est particulierement adaptée pour la sensibilisation des ions Ln(l1)
émettant dans le proche infrarouge. Deux types de transferts énergétiques sont possibles :
transfert a travers les liaisons ou a travers 1’espace. Récemment des complexes bimétalliques
d-f ont été mis au point avec les ions Cr(l11), Pt(Il) et Ru(lIl) afin de favoriser le peuplement
de I’¢tat excit¢ des ions Ln(IIl). Dans ce contexte, Guo et al. ont report¢ le complexe
tétrameétallique RuyLn, (Ln= Yb, Nd) ou I’état triplet LMCT du systéme Ru-bipy est
particuliérement adapté pour la sensibilisation de 1I’ion Nd(III) et, dans une moindre mesure,
de I’ion Yb(IID)*",

Une autre approche consiste a augmenter le temps de vie de luminescence des ions émettants
dans le proche infrarouge. Ainsi, Imbert et al. ont réussi a augmenter ce temps de vie de
luminescence de ’ordre de la milliseconde en contrélant la population du niveau excité de
Ln(I) par des transferts énergétiques Cr(III)—Ln(IIl) dans des hélicates bimétalliques ou le

temps de vie intrinséque de 1’ion Cr(III) est long52.

3.4.1.4.Cas de I’ion Yb(III)

Pour I’ion Yb(III) qui ne possede qu’un état excité (°Fsj2, E =10300 cm™ ), le mécanisme de
transfert d’énergie depuis le chromophore est plus controversé. Deux alternatives ont été
proposées. La premicre suggere un transfert «classique» par I’intermédiaire de ’état triplet du
ligand en dépit d’une différence d’énergie importante entre les états *zn” et Ln” ; I’énergie en
excés étant transformée en énergie vibrationnelle et en chaleur *. La deuxiéme explication
met en jeu un transfert d’électron associ¢ a un mécanisme d’oxydoréduction impliquant le
degré d’oxydation Yb(II). Ce mécanisme est illustré a la Figure 1.26. Il n’est envisageable que

si les deux étapes de transfert d’électron sont thermodynamiquement possibles.
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Figure 1.26 Mécanisme de sensibilisation de I’Yb(III) via le transfert d’électron

Ce mécanisme a été mis en évidence par Horrocks et al.>* en observant la luminescence de
I”Yb(III) en présence de parvalbumine apres excitation des unités tryptophanes de la protéine.
La réduction de 1’Yb(III) par le tryptophane dans son état excité singulet L™ produit un radical
cationique L™ et Yb(II). Le radical cation, oxydant trés puissant, va oxyder a nouveau I’ Yb(II)
pour donner le ligand L dans son état fondamental et le métal trivalent, soit dans son état
fondamental Ln, soit dans son état excité Ln". La fraction de Ln" obtenue est a ’origine de la

phosphorescence observée.

3.4.1.5. Les mécanismes de transfert

Le transfert d’énergie de 1’état triplet du ligand vers les états excités du métal est un
phénomeéne trés complexe qui implique plusieurs mécanismes. Deux mécanismes limites ont

été proposés et sont représentés Figure 1.27 : celui de Dexter et celui de Forster.
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Figure 1.27 Repreésentation schématique des mécanismes de Dexter et de Forster

avec

Le mécanisme de Dexter™ repose sur un échange électronique entre le ligand et le
meétal. Ce transfert nécessite un contact entre les orbitales moléculaires du donneur et
de I’accepteur. Ainsi, son efficacité dépend exponentiellement de la distance R entre le
donneur et 1’accepteur (¢ ). On peut considérer qu’il cesse d’étre impliqué au dela de
R=3A

Le mécanisme de Forster™ s’appuie sur le couplage entre le moment dipolaire associé
a I’état triplet et celui des orbitales 4f. Dans le cas d’un mécanisme purement
dipolaire, I’efficacité du transfert peut étre estimée a partir de 1’équation simplifiée

suivante :

1

Equation 1.14 Nt = —7%
1+ —D]

R la distance donneur-accepteur et Ry la distance de Forster, correspondant a une

efficacité de transfert moyenne de 50%. Elle dépend de plusieurs parametres comme le

rendement quantique du donneur (en absence d’accepteur), I’indice de réfraction du milieu

étudié, I'intégrale de recouvrement entre le spectre d’émission du donneur et le spectre

d’absorption de 1’accepteur.

Ainsi, les deux mécanismes impliquent Dl’intégrale de recouvrement spectrale. Leurs

dépendances spécifiques envers la distance donneur-accepteur R (i.e. e pour I’échange

électronique et R~ pour le couplage dipolaire) limitent souvent le mécanisme de Dexter & des
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distances courtes ou le recouvrement orbitalaire est significatif, alors que le mécanisme de

Forster peut étre efficace sur de plus longues distances.

3.4.2. Conception de chélates de Ln(lll) luminescents

A la lumiére de ces mécanismes, plusieurs points doivent attirer notre attention lors de la

conception d’une sonde luminescente :

- Les désexcitations non radiatives vibrationnelles liées aux oscillateurs O-H du solvant ou
aux vibrations des liaisons du ligand devront étre minimisées. Pour cela, la présence
d’oscillateurs moléculaires de type O-H ou N-H dans la premiere sphere de coordination du
lanthanide est a éviter. En effet, les modes vibrationnels peuvent interagir avec les niveaux
¢lectroniques excités de I’ion, conduisant & une atténuation (« quenching ») de la
luminescence. Ainsi, lorsque des molécules de solvants protiques (H,O, et dans une moindre
mesure MeOH) sont coordonnées au centre métallique, la durée de vie de luminescence et le
rendement quantique se trouvent fortement affectés. L’efficacité du processus est fortement
influencée par la nature du vibrateur. Ainsi, la désactivation par les vibrateurs O-H est
supérieure a celle provoquée par les vibrateurs O-D. Cette différence peut étre mise a profit
pour déterminer le nombre de molécules d’eau coordonnées au métal. Afin d’éviter ces
vibrations, les complexes, dont la sphére de coordination est saturée, sont privilégiés. De plus,
pour un vibrateur donné, la désactivation est d’autant plus faible que la différence d’énergie
AE entre 1’état émissif du lanthanide et son état fondamental est grande. Par exemple,
I’extinction de luminescence est plus importante pour ’ion Eu(IIT) (AE(°Do-"Fg) = 12 300 cm”
1y que pour ’ion Tb(III) (AE(°D4-"Fo) = 14 200 cm™) (Figure 1. 28).
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Figure 1.28 Désexcitation vibrationnelle des complexes d’Eu(III) et de Tb(III) dans I’eau
legére et dans D,O

- De méme, nous avons vu que des désexcitations non radiatives par Transfert Electronique
Photo induit (PET) sont d’autant plus probables que le lanthanide utilisé est oxydant et que le
ligand est réducteur. Ce processus, principalement observé dans le cas de I’Eu(IIl), est

favorisé par la présence de groupements donneurs d’électrons (comme les amines) sur le

ligand. °"*®

- Aussi, le niveau énergétique de 1’état triplet du ligand doit étre correctement positionné par
rapport aux états excités de 1’ion étudié. Une étude détaillée a été réalisée par M. Latva et ses
collaborateurs sur une série de complexes de Tb(Ill) et d’Eu(Ill). Ils ont démontré que le
transfert était irréversible a partir d’une différence d’énergie entre les deux états supérieurs a

1850 cm™ *°. Pour les complexes d’Eu(IIl), la relation entre la position énergétique de 1’état
triplet du ligand et I’efficacité du transfert semble moins bien comprise. Néanmoins, cette
méme étude a révelé un transfert efficace pour un état triplet du ligand positionné autour de
22 000 cm™". Dans le cas d’une différence énergétique plus faible, un processus de transfert en
retour de type vibrationnel a lieu. Son temps de vie dépend de la température selon une

équation de type Arrhenius.
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Ainsi, le rendement quantique d’un complexe est fortement influencé par les propriétés de son
ligand. Celui-ci doit étre bien adapté pour limiter les processus de désactivation non radiatifs

et ces niveaux d’énergie doivent étre en bonne adéquation avec ceux du métal utilisé.

4. Les agents bimodaux

La recherche médicale et la médecine diagnostique a a sa disposition de nombreuses
techniques d’imageries in vivo : microscopie confocale ou a deux électrons, I’'IRM, la
tomographie par émission de positron (PET), la tomographie d’émission

monophotonique(SPECT) ou les ultrasons.

Résonnance magnétique

- IRM Sub-mm 1-2s mM Gd, nM Fe

- Spectroscopie *H >mm >5 min >10 pM
Médecine nucléaire

- PET mm 8 min pM traceur

- SPECT Sub-mm min Sub_nM traceur
Optique

- Bioluminescence mm min pM

- Fluorescence pHm ms
Tomographie Rayon X

- Avec agent de Sub_mm 1-2s mM

contraste

Utrason

- Micro bulles Hm ms 1 bulle

Tableau 1.9 Principales technique d’imagerie et leur sensibilité approximative®
p q g pp

Chacune de ces technologies posséde certaines forces et faiblesses qui lui sont propres et
dépendent de leurs limitations en termes de résolution temporelle et spatiale ainsi que leur
limite de sensibilité. Elles apportent donc des informations complémentaires et des appareils
d’imagerie bimodaux existent déja au niveau clinique comme c’est le cas pour les appareils
PET/CT ® mais aussi plus récemment avec le développement d’imageur IRM/PET 62,83,
L’IRM présente elle une trés bonne résolution, mais a cependant une sensibilité basse,
exigeant I’injection de quantité importante (0.1 a 0.5 mM/kg) pour une détection efficace.
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Les traceurs marqués et les sondes pour I’imagerie optique, a l’inverse, sont bien plus
sensibles et peuvent étre détectés a plus faible concentration (pM or UM respectivement). Un
intérét grandissant a donc été porté au développement d’agents multimodaux pour combiner

les avantages de plusieurs techniques d’imagerie.

4.1. Sondes IRM et fluorophores organiques

Les agents d’imagerie pour la fluorescence sont déja largement utilisés, notamment pour
I’imagerie cellulaire in vitro mais 1’utilisation d’agents émettant dans le proche infrarouge
autorise les études in vivo, notamment sur le petit animal, du fait de sa forte capacité de
pénétration dans les tissus (tableau 1.9). Le premier agent de contraste bimodal optique/IRM
est apparu en 1998 et associait le Gd-DOTA et la tetraméthylrhodamine (figure 1.29) afin de
suivre certaines lignées de cellules au niveau embryonnaire. L’utilisation d’agent pour la

fluorescence s’est rapidement étendue, notamment pour le design de sondes bimodales.

‘oocC coo”

Figure 1.29 Gd (rhoda-DOTA) *

Parmi les agents bimodaux fréequemment utilisés, on peut par exemple citer la sonde CLIO-
€Yy5.5 qui allie un agent de contraste IRM a base de particules d’oxyde de fer (Cross Linked
Iron Oxid particles), servant a obtenir une image préopératoire des tumeurs, et cy5.5, un
fluorophore émettant dans le proche infra-rouge, qui permet une localisation précise des tissus
tumoraux pendant 1’opération. L’utilisation de fluorophores proche infra-rouge est
particulierement avantageuse. En effet, les ondes électromagnétiques sont fortement
absorbées par les tissus biologiques, a I’exception des longueurs d’ondes comprises entre 700
et 1000 nm (figure 1.31)®°. De plus, 1’utilisation de la fluorescence proche infrarouge permet

de minimiser 1’autofluorescence des tissus.
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Figure 1.31 Absorption des photons par les tissus. La sensibilité optique est dégradée
par I’absorbance. Dans la région UV, les photons sont absorbés par les macromolécules
(acides nucléiques, protéines). Au dessus de 1000 nm, I’eau absorbe les photons via des
transitions d’énergie rotationnelle ou vibrationnelle. La zone proche infra rouge (NIR)

représente la zone idéale pour le diagnostic.*

D’autres agents bimodaux couplant un fluorophore organique et un complexe de gadolinium
peuvent étre cités. C’est le cas notamment du Gadolinium Rhodamine Dextran (GRID) et du
Gadolinium Rhodamine Polylysine (GRIP) (figure 1.32) qui ont été utilisés pour le suivi de la
transplantation et de la migration de cellules souches dans des cerveaux de rats. Le
recoupement des images de fluorescence ex vivo et d’IRM in vivo permettait de valider la

migration des cellules souches ainsi marquées®> .
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Figure 1.32 Deux exemples de sondes bimodales utilisées dans le marquage cellulaire
GRIP (a gauche) et GRID (a droite).

Plus récemment, S. Achifelu et al.®” ont réalisé un complexe de gadolinium dérivant du Gd-
DTPA avec deux molécules d’eau en premiere sphere de coordination et un fluorophore
organique (figure 1.33), qui sert & la fois pour la fluorescence et pour la liaison non covalente
avec 1’albumine sérique (BSA). De plus, la luminescence de ce complexe est dépendante de
I’environnement biologique du complexe et des études sur des rats ont permis de différencier

les complexes qui passent dans le milieu interstitiel et ceux qui restent dans le sang.

X N
C
J §
Iﬁ/ NNNF r\{
LS-479-Gd3*

Figure 1.33 Complexe bimodale LS-479-Gd*"
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4.2. Sonde IRM et fluorophores inorganiques

4.2.1. Complexes de métaux de transition

Le design de tels agents bimodaux ne se limite pas a I’utilisation de chromophores
organiques. En effet, il est possible de greffer des complexes de gadolinium sur différentes
unités qui pourraient apporter des propriétés luminescentes. Cela peut étre par exemple un
complexe d’un élément du bloc d, comme utilis¢ par Faulkner et al.®  qui, via le
remplacement d’un bras carboxylate par une pyridine sur le Gd-DOTA, permet 1’association
avec un complexe Re(CO)sz(bpy). Le complexe Gd(L)Re(CO)s(bpy) obtenu présente une
relaxivité améliorée par rapport aux agents commerciaux (r;=8.6mM™.s*, 500MHz), due au

deux molécules coordonnées en premiére sphére et une émission autour de 600nm.

Figure 1.34 Le complexe Gd(L)Re(CO)s(bpy) développé par Faulkner et al.

4.2.2. Quantum dots

D’autres alternatives existent pour obtenir la partie luminescente du complexe, comme par
exemple, le greffage des complexes de gadolinium sur des quantums dots. Depuis les
premiéres applications des QDs dans des systemes biologiques, ces nanoparticules ont été
considérées comme une alternative prometteuse aux fluorophores organiques. Cette solution
représente un certain intérét du fait de I’intense fluorescence des QDs et de leurs propriétés
spectrales ajustables (liées a la taille de la QD). Du fait du grand nombre de positions
disponibles pour le greffage, ces systémes permettent d’attacher en surface plusieurs
complexes de gadolinium par quantum dots sans que I’encombrement stérique des complexes

en surface ne présente de probléme. Une relaxivité par nano-objet particulierement élevée est
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ainsi obtenue et permet de compenser la faible sensibilité de I’IRM. Dans 1’exemple présenté
figure 1.35%°, les QDs entourées de glutathion et couplées & des complexes de Gd-DOTA
atteignent une relaxivité de 365 s*(mM QD). De la méme facon, Gerion el al.” ont obtenu
des QDs de 10nm entouré de 1 a 2 nm d’une couche de silice fonctionnalisée avec des PEGs
présentant une fonction thiol terminale, a partir de laquelle des dérivés aminés du Gd-DOTA

sont greffés. Les relaxivités observées sont de I’ordre de r; = 808 s*(mM QD)™ (9.4T)

CdSeTe/CdS QD GSH-QD

DOTA-NHS

ester

GdCl,

Gd*-DOTA-QD DOTA-QD
Figure 1.35 QD-Glutathion-GdDOTA

D’autres mécanismes ont été utilisés pour coupler des complexes de gadolinium a la surface
des QDs. Le couplage non-covalent entre la biotine et la streptavidine, déja couramment
utilisé pour des techniques de couplage moléculaire, peut 1’étre également pour 1’association
de complexe de gadolinium avec les QDs (figure 1.36). Dans le travail de Prinzen et al.”, la
streptavidine est couplée a la quatum dots tandis que le Gd-DTPA est conjugué avec la
biotine. Le fait que I’avidine présente de nombreux sites d’interactions avec la biotine permet
une amplification naturelle de la quantité de complexes de gadolinium fixés sur la QD. La

relaxivité r; est de 17.5 s'mM™ et entre 420 et 630 s'mM™ par particule. Les valeurs citées
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précédemment mettent en lumiéere un point soulevé par le nombre important de publication
sur des systemes nanoparticulaires destinés a 1’imagerie IRM : il n’y a pas de convention
déterminée pour rapporter la relaxivité qui est donnée soit en fonction de la concentration en
ion paramagnétique, soit en fonction de la concentration en QD. La concentration en ion
paramagnétique est importante d’un point de vue biologique, par rapport a la quantité de
gadolinium et la limite de toxicité éventuellement atteinte par la dose injectée. De plus la
concentration en nanoparticule est parfois difficile a déterminer. Les particules sont trop
petites pour les méthodes classiques de comptage de particules. Leur concentration est plus
souvent évaluée en fonction de la taille des particules et sur I’analyse élémentaire pour certain
atomes (Cd, In, Te), ce qui peut introduire une certaine incertitude sur la relaxivité mesurée

par nanoparticule.

A
£ @ Biotin Gd-DTPA wedge
:, @ Streptavidin
l N’G\R
L/ Biotin ctNGR peptide
Y

Figure 1.36 Représentation schématique du couplage streptavidine biotine pour le

greffage de sonde magnétique sur une QD

Une autre stratégie pour I’utilisation de QDs pour la formation d’agents d’imagerie bimodaux
est I’encapsulation des quatum dots par des lyposomes. Des systémes micellaires dépourvus
de QDs ont déja été publiés’®™ et I’enrobage de QDs par de tels systémes reprend le méme
principe, le quantum dots remplagant le compartiment aqueux central. Ainsi, 1’espéce
paramagnétique est introduite en enrobant la QD avec une couche lipidique, au sein de
laquelle des complexes de gadolinium liés & des lipides sont insérés” . De la méme facon
des entités servant pour le ciblage (biotine, anticorps, ...) peuvent étre insérées dans la couche
lipidique. Cependant, un tel enrobage présente certains inconvénients, notamment le
quenching de la luminescence de la QD. En effet, la modification des surfaces des QDs pour
les rendre hydrosolubles entrainent la plupart du temps une diminution de la luminescence.
Cette diminution est cependant plus faible dans le cas d’un enrobage lipidique car il n’y a pas

d’interactions directes entre les lipides et les atomes a la surface de la QD.
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Figure 1.37 Comparaison entre un systeme micellaire liposomique et une QD enrobé par

des liposomes.

4.3. Nanoparticules bimodales : silices et polymeres

Dans les exemples précédemment évoqués, la matrice des nanoparticules fournissait les
propriétés de luminescence, des agents multimodaux peuvent également étre développés a
partir de matrices inertes. La stratégie consiste alors a encapsuler des agents d’imagerie aux
performances deja connues dans une telle matrice. La synthése de tels objets est souvent plus
simple et la steechiométrie des différents types de sondes peut étre ajustée en fonction de la
sensibilité des techniques d’imagerie associées. Parmi ces matrices inertes on peut distinguer

deux grands types : les polymeres et les nanoparticules de silice.

4.3.1. Les silices

11 existe une large littérature pour 1’utilisation de la silice comme matrice pour nanoparticules
multimodales. L’utilisation de la silice s’explique par ces nombreux avantages : elle est
optiquement transparente et elle présente une bonne solubilité en milieu aqueux sans subir de
gonflement particulier.

Deux types de synthéses sont couramment utilisés : le procédé sol gel de Stober et la
microémulsion inverse (W/Q)®

La méthode de Stober a 1’avantage de ne pas utiliser de surfactants. Elle consiste en
I’hydrolyse et la condensation (catalysées par une base) de tetraéthyle orthosillicate (TEOS)
pour obtenir la matrice. Les conditions de réactions relativement douces permettent

d’incorporer différentes sondes, comme des particules d’oxyde de fer, des chromophores
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organiques (FITC) ou inorganiques (Ru(bpy)), ou des complexes de gadolinium (GADTTA)
81-83

Concernant 1’approche via la microémulsion, la synthése utilise un mélange de surfactant,
d’huile et d’eau qui vont former des nanoréacteurs permettant la formation des particules de
silice. Des agents bi-fonctionnels ont été produits grace a cette méthode contenant des
particules d’oxyde de fer ou des complexes de gadolinium mélangés a des chromophores
organiques ou inorganiques®*®. Dans le cas des particules contenant du gadolinium, la
synthése permet d’obtenir des particules de 100 nm a la fois fluorescentes et générant un
contraste a la fois sur les images T; et T,. La charge en gadolinium de telles nanoparticules
atteint les 16 000 Gd** par particule, donnant des valeurs de r; = 9 mM™s? et r, = 116 mM™s
1.

Une stratégie consistant a déposer des couches successives de silice est possible afin d’isoler
les unes des autres les différentes sondes et éviter des interactions défavorables (quenching de

la luminescence par exemple).
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Figure 1.38 Représentation schématique de la synthese par microémulsion inverse pour

P’intégration de QD et de sondes magnétiques dans des nanobilles de silice.



4.4, Ligand « bimodaux »

Les agents de contrastes bimodaux désignent des systémes qui portent en méme temps deux
entités apportant chacun un contraste pour deux types de techniques d’imagerie, en particulier
pour les exemples qui nous intéressent, une sonde pour I’IRM et une sonde luminescente. Ce
que nous avons décidé d’appeler ligand « bimodaux » par simplification de langage, sont des
ligands qui sont capables de complexer le Gd(l11) et de proposer des propriétés de relaxivité
intéressantes mais aussi de complexer les lanthanides luminescents et de les sensibiliser

efficacement pour la luminescence, qu’elle soit visible ou proche infrarouge.

Toutes les stratégies exposées précédemment reposent sur le méme principe. La sonde
bimodale est constitué de deux parties distinctes, 1’une pour I’imagerie IRM (complexes de
Gd(IIl), particules d’oxyde de fer,...) et P'autre pour la luminescence (chromophores
organiques, quantum dots, ...). Cependant, nous avons montré dans le paragraphe 3.4 que les
complexes de lanthanides pouvaient constituer des sondes luminescentes performantes.

L’intérét de [’utilisation des lanthanides réside dans la proximité de leur structure
électronique. Le remplacement d’un lanthanide par un autre au sein d’un complexe permet
d’obtenir un composé ayant des propriétés physiques différentes sans présenter de différences
chimiques particuliéres. Le Gd** sera utilisé pour ses propriétés magnétiques tandis que I’Eu®*
et le Th® ou I’Yb®" et le Nd** seront utilisés respectivement pour la luminescence dans le

visible ou le proche infra-rouge.

Cette approche est utilisée par exemple avec le Gd-HPDO3A (Prohance) utilise par Geninatti
Crich et al.*” pour sensibiliser I'Europium(IIl) et permettre aprés incubation par des cellules,
de visualiser celle-ci in vitro a la fois en luminescence visible et en IRM. Une stratégie

similaire est utilisée par Manning et al.®

, avec une antenne quinoléine pour sensibiliser
I’europium et un motif pour cibler une protéine surexprimée (le récepteur périphérique des

benzodiazepines PBR) dans certains tissus malades (cellules cancéreuses).
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Figure 1.39 Structure du ligand PK111195 utilisé par Manning et al.

Les auteurs ont montré qu’en utilisant un mélange des complexes de gadolinium et
d’europium, ils parvenaient a obtenir une augmentation du rapport signal sur bruit de 9 :1
dans le cas de la luminescence et de 1.7 :1 dans le cas de I’'IRM. Le ratio entre les deux
complexes utilisés pour cette étude etait de 60% de complexe de gadolinium et de 40% de
complexe d’europium. De cette fagon, les auteurs ont pu obtenir deux types d’images des

cellules surexprimant la protéine PBR.

D’autres ligands ont été développés dans le but d’étre adaptés a la fois au gadolinium et aux
lanthanides luminescents. Le point le plus délicat reste la présence de molécules d’eau en
premiére sphere de coordination. En effet, si la relaxivité est corrélée au nombre de molécules
d’eau directement liées au centre métallique, la présence d’oscillateurs OH a proximité a pour
conséquence de quencher fortement la luminescence et il n’est pas toujours facile de

conjuguer de bonnes propriétés de contrastes en IRM avec un bon rendement quantique.

Le groupe de Picard et al. a notamment développé plusieurs ligands visant a obtenir des

complexes de lanthanides qui répondent a ces deux contraintes.

L > DAL
rood N doon (" SR

COOH COO" COO" COO" coO-  HO,C  CO,H HO,C COH

Figure 1.40 Complexes de lanthanides développés par Picard et al.
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Le premier de ces trois ligands (figure 1.40), est basé sur une architecture macrocyclique
inspirée d’un ligand heptadentate (PCPT[12])*°, dont le complexe de gadolinium présentait
une relaxivité plus élevée que les agents commerciaux (6.9 s'mM™). Cependant, la présence
de deux molécules d’eau sur le centre métallique empéche une bonne sensibilisation de
I’Eu(Ill) pour la luminescence®™. En modifiant cette architecture macrocyclique et en
remplacant la pyridine par la bipyridine afin d’avoir un groupe sensibilisant plus efficacement
I’Eu’* et le Th*, les auteurs ont synthétisé un complexe de lanthanides mono aquo présentant
des rendements quantiques intéressants (®g,=0.21, ®m= 0.10)"* mais la relaxivité du
complexe de Gd** reste assez faible (r; = 3.4 s'mM™, 310K) notamment limitée par une
vitesse d’échange trés lente (25 fois inférieure a celle du DTPA). Les deux autres ligands
présentent, eux, une structure polyaminocarboxylate. Le dérivé de N,C-pyrazolylpyridine
présente une relaxivité intéressante pour le complexe de Gd** mono aqua correspondant (r, =
5.3 s'mM™) et il est capable de sensibiliser efficacement le Th** (®,=0.42). Cependant,
I’augmentation de relaxivité reste faible et la stabilité de ces complexes n’est pas forcément

optimale pour une utilisation biologique (logKcong=14.9).
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Figure 1.41 Le ligand PNM tétracétate et son dérivé métoxy.

Sur une architecture semblable, le PNM tétracétate a déja été étudié pour les propriétés de
luminescence de ses complexes d’Eu(IIl) et de Tb(II)%. Picard et al. ont mis en lumiére des
valeurs de relaxivité intéressantes pour le complexe de Gd(lll) (r; = 5.69 mM™shH)%,
soulignant ainsi la bimodalit¢ d’un mélange entre complexe d’Eu(Ill) et de Gd(III). Sur ces

bases, Toth et al.**

se sont intéressés a la luminescence proche infra rouge, et ont obtenu, pour
le complexe de Nd(IlI), des rendements quantiques comparables a ceux obtenus pour des
systémes uniquement optimisés pour la luminescence proche infrarouge®. Il s’agit 1a d’un des
rares systémes reportés dans la littérature offrant a la fois la luminescence dans le proche
infrarouge et le contraste en IRM. De plus, cet exemple démontre que malgré la présence en

premiére sphére de deux molécules d’eau, il est possible de synthétiser des ligands qui
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sensibiliseront suffisamment les lanthanides pour obtenir de bons rendements quantiques

malgré I’hydratation des complexes.

L2*

Figure 1.42 Structure des ligands basés sur la terpyridine (L1) et la bypyridine (L2)

Dans la méme optique, des ligands bipyridine et terpyridine ont été synthétisés®® et les
propriétés de luminescence de leurs complexes d’Eu(IIl) ainsi que les propriétés de relaxivité
de leurs complexes de Gd(lll) ont été étudiés. Les relaxivités de ces complexes sont
relativement élevées et le restent & haut champ (GdL1 = 8.18 mM™s™ et GdL2 = 8.25 mM™s’
! 60MHz, 298K), en raison du nombre de molécules d’eau en premiére sphére pour ces
complexes (respectivement g = 2 et 3). Malgré la présence de ces molécules d’eau, les ligands
sont capables de sensibiliser efficacement I’Eu(IIl) et présentent des rendements quantiques
de ® =5.8 % et 2.6 % respectivement, dont les valeurs limitées s’expliquent par la prévalence
des phénomenes de désexcitations non radiatives dus a la présence des molécules d’eau en

premiére sphére de coordination.
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Figure 1.43 Ligand H(2,2)-1,2-HOPO et TREN-1,2-HOPO

Les ligands de type HOPO, qui ont déja montré leur efficacité pour la synthese de complexe

29-31

de Gd(IIl) particulierement efficaces comme sonde magnétique™™", sont également des

chromophores efficaces pour sensibiliser I’ion Eu(IIl). Ainsi le complexe [Eu(H(2,2)-1,2-
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HOPO)(H20)] présente une rendement quantique de 3.6% du fait de la présence d’une
molécule d’eau en premiere sphére. La capacité de ces ligands a sensibiliser I’Eu(III) est
d’ailleurs utilisée pour les études de complexation des anions, notamment dans le cas du
[Eu(TREN-1,2-HOPO)(H,0),]%, ol la titration par différents anions endogénes permet de
suivre la complexation de 1’ion au centre métallique et d’apporter des précisions sur la

structure des adduits en solution.

Au sein de notre laboratoire, des complexes basés sur une unité chélatante picolinate ont été
¢étudiés dans I’optique du développement de ligands bimodaux. Deux architectures différentes
ont été choisie, un pivot 1,4,7-triazacyclononane et un pivot azote central, pour conduire a la
production de deux familles de ligands qui ont été utilisées pour la complexation du Gd(I11)

d’une part et pour celle des ions Eu(IIl) et Tb(III) d’autre part.

/I N N =
NN
S I |
I>N\N// NS
o o0 0
[Gd(tpatcn)]

g Q\? grﬁﬂij (;/\g‘;iw
h SRS o\\

|Gd(bpaten)(H,0)] [Gd(pbpatcn)(HZO)l' [Gd(ebpaten)(H;0))
Figure 1.44 Complexes dérivés du [Gd(tpatcn)]

Le complexe [Gd(bpatcn)(H,O)] a été synthétisé dans le but d’étudier I’influence de la
structure du ligand sur la relaxation électronique du complexe. En effet, la relaxation
électronique extrémement lente du [Gd(tpatcn)] a été attribué a sa symétrie C; et a sa rigidité
en solution et a un champ du ligand faible. L’étude du [Gd(bpatcn)(H2O)], qui a montré une
relaxivité comparable & celle des agents commerciaux de premiére génération (3.95 mM™s
)% a lui aussi montré une relaxation électronique particuliérement lente & bas champ
confirmant que la plateforme triazacyclononane et la présence de picolinates favorisent cette
propriété. La détermination des parameétres dynamiques de ce complexe ont montré que la

vitesse d’échange (Kex = 0.6 x 10% s@) de I’eau en premiére sphére correspondait 4 un échange
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lent comparable au [Gd(DTPA-BMA)(H,0)]*. L’introduction d’un groupe encombrant a
proximité du centre métallique a pour effet d’accélérer le processus d’échange dans les
complexes mono aqua. Cette stratégie a conduit a la synthése de deux analogue du
[Gd(bpatcn)(H,0)] en remplacant le carboxylate par un phosphonate pour le
[Gd(pbpatcn)(H,O)]” et un groupement propionate pour le [Gd(ebpatcn)(H,0)]. La vitesse
d’échange de ces complexes est 100 fois supérieure a celle du [Gd(bpatcn)(H,0)], mais dans
le cas du complexe comportant le groupement phosphonate la relaxation électronique s’avere
tres rapide quelque soit le champ considéré, alors que dans le cas du complexe comportant le
groupement propionate, la relaxation électronique lente semble préservée. De plus, les
rendements quantiques des complexes de [Eu(bpatcn)(H.O)] et [Tb(bpatcn)(H,O)] sont
particuliérement intéressants, bien qu’une molécule d’eau soit présente en premiere sphere de
coordination. Ainsi les rendements quantiques atteignent 27% pour I’Eu(1II) et 43% pour le

Th(ll).

; N
s | (@]

N\\cﬂ//o Paa
oo T CC?/EESG?TO?H
LQ

H HH

[Gd(dpaa)(H,0),] [Gd(dpaba)(H,0),|  [Gd(mpaten)(H,O),]

Figure 1.45 Complexes bis et tris aqua dérives du [Gd(tpaa)(H.O)] (gauche) et du
[Gd(tpatcn)] (droite).

Les études menées sur les complexes dérivés de picolinates ne se sont pas cantonnées aux
complexes mono aqua et des complexes de gadolinium poly hydratés ont été étudiés, afin
d’obtenir des sondes performantes a haut champ. Pour cela, la structure du [Gd(tpaa)(H,0),] a
été modifiée. Ce complexe présente des propriétés de relaxivités intéressantes mais sa
solubilité trop faible limite son utilisation. Ainsi les complexes [Gd(dpaa)(H.O)s] et
[Gd(dpaba)(H20).] basés sur un azote central ainsi que le [Gd(mpatcn)(H,0),] ont été
synthétisés. Ces systemes ont montré une structure rigide en solution et un nombre de
molécules d’eau en premicre sphére compris entre 2 et 3. Les valeurs de relaxivité obtenues
pour ces complexes sont élevées & haut champ (9.40 mM™s™ pour le [Gd(dpaa)(H.0)3]*°, 7.1
mMs™ pour le [Gd(dpaba)(H,0)], et 5.88 mM™s™ pour le [Gd(mpatcn)(H.0),]) en accord

avec le nombre de molécules d’eau en premiére sphére et leur vitesse d’échange rapide.
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L’intérét de toutes ces structures est la possibilité de remplacer I’ion Gd(III) par les ions
Th(l11) et Eu(lll). En effet, les picolinates sont capables de sensibiliser ces lanthanides pour
obtenir une émission dans le visible avec des rendements quantiques trés intéressants, et cela
malgré la présence de plusieurs molécules d’eau dans la premiere sphére de coordination.
Ainsi le rendement quantique du complexe [Eu(dpaa)(H.O)s] atteint 10% et celui du
[Tb(dpaa)(H20)3] 21%.
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Contexte et objectif du travalil

Ce travail de these s’inscrit dans le cadre du développement de nouveaux complexes de
lanthanides comme sondes bimodales pour I’imagerie optique et 1’imagerie par résonnance
magnétique. Des agents de contrastes a base de Gd(I11) sont utilisés avec succes depuis la fin
des années 80. Si I’efficacité des agents commerciaux est satisfaisante, elle n’en reste pas
moins inférieure aux valeurs optimales prédites par la théorie. Ces valeurs expérimentales,
bien en dessous des possibilités théoriques des complexes de gadolinium comme sondes
magnétiques, laissent donc la possibilité a une optimisation de la structure des complexes et a
I’obtention de sondes plus efficaces. De plus, les progres scientifiques réalisés ces derniéres
années dans le développement d’aimants a haut champ demandent le développement d’une
nouvelle classe d’agents de contrastes. Nous avons vu dans I’introduction que de nombreux
parameétres influencaient la relaxivité des agents de contrastes, que ce soit le nombre de
molécules d’eau en premiere sphére de coordination, leur vitesse d’échange ou le temps de
corrélation rotationnelle du complexe. Par la conception de nouvelles structures, il est
possible d’influer sur ces paramétres et de les optimiser. Leur influence variant en fonction du
champ, des complexes ayant des propriétés différentes sont nécessaires pour I’imagerie a haut

champ (7 2 9.4 T) ou aux champs utilises couramment cliniquement (0.5a 1.5 T).

Aux champs classiques des imageurs, les parameétres a optimiser pour améliorer la relaxivité
des complexes sont la vitesse d’échange des molécules d’eau en premiere sphere et le temps
de corrélation rotationnelle du complexe. De nombreuses études sur ces parametres ont été
menées et ont mis en lumiére leur influence sur la relaxivité. Le développement s’est donc
orienté vers des complexes ayant une vitesse d’échange keytrés élevée, afin de pouvoir
ensuite optimiser d’autres parameétres. La nécessité¢ d’un temps de corrélation rotationnelle
plus long a dirigé les recherches vers des complexes plus gros, soit par association non
covalente avec des macromolécules, soit par le greffage sur des supports et le développement
d’agents multimériques. Cependant a haut champ I’influence de ces deux paramétres est plus
limitée et I’allongement du tr peut avoir 1’effet inverse sur la relaxivité. La stratégie pour le
développement d’agent de contraste a haut champ réside plus dans I’augmentation du nombre
de molécules d’eau en premiére sphére, bien que 1’optimisation du tg & haut champ soit aussi

possible par la conception de complexes de taille moyenne.
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Mais de par sa faible sensibilité et malgré des avantages non négligeables (haute résolution
spatiale, forte pénétration dans les tissus), I’IRM reste limitée, notamment dans I’optique de
développement de I’imagerie moléculaire. En effet, le développement de I’imagerie médicale
tend vers I’imagerie moléculaire, c’est-a-dire la capacité de détecter et de localiser des
processus biologiques au niveau des cellules, des tissus et des organismes vivants. Mais
aucune technique d’imagerie seule ne permet d’atteindre une telle précision, un tel degré
d’information. Le recours a une combinaison de technique semble alors envisageable afin de
pallier les inconvénients des unes par les avantages des autres. La sensibilité étant la
principale carence de I’IRM, le couplage avec I’imagerie optique est un moyen d’apporter une
information complémentaire et de développer des applications inédites en combinant les deux
techniques. Les complexes de lanthanides offrent dans cette optique des possibilités a la fois

pour les sondes magnétiques et pour les sondes luminescentes.

Parmi les différentes stratégies envisageables, le recours a une méme structure pouvant
chélater a la fois le Gd(lI1) et les lanthanides émettant dans le proche infrarouge présentent
plusieurs avantages. La grande proximité chimique des lanthanides permet d’obtenir des
complexes qui auront le méme comportement chimique au sein d’un milieu donné (solubilité,
association avec des macromolécules, stabilité). Cette grande proximité des complexes
permettrait d’obtenir une biodistribution similaire pour les deux types de sondes et une co-
validation de leur migration au sein des organismes. Comme mentionné précédemment, les
sensibilités des deux types de techniques différentes sont différentes. Il serait ainsi possible,
au sein d’un mélange entre sonde magnétique et optique, de pondérer les concentrations de

chaque complexe pour compenser ces différences.

Une série de complexes de lanthanides a déja été étudiée au laboratoire. Il s’agissait de
complexes présentant des unités chélatantes picolinates, qui permettait d’obtenir des
complexes de gadolinium avec des relaxivités intéressantes et de bons rendements quantiques

pour la luminescence de I’Eu(III) et du Tb(III) dans le visible.

En plus de cette série, le changement d’unité chélatante avait été¢ amorcé et les complexes
[Ln(thgten)] et [Ln(thgtcn-SO3)]* présentant trois unités 8-hydroxyquinoléine avaient été
¢étudiés, et s’étaient avérés particulierement intéressants pour la sensibilisation de 1I’Yb(III) et

du Nd(11) pour la luminescence dans le proche infrarouge.
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Figure 1.46 Complexe [Ln(thqtcn)] et [Ln(thqtcn-SO3)]*

En partant des différentes architectures déja utilisées, une série de complexes utilisant les 8-
hydroxyquinoléines a été étudiée. En reprenant la plateforme 1,4,7-triazacyclononane, des
analogues du ligand thgtcn-SO3 ont été synthétisés, en remplacant respectivement un et deux
bras par un groupement phénol. Les trois complexes de lanthanides correspondant ont ensuite
été étudiés pour déterminer et comparer leurs différentes propriétés en termes de relaxivité

ainsi que de luminescence.

Figure 1.47 Complexes de [Ln(thgtcn-SO3)]* [Ln(dhgtcn-SO3)(H,0)]* et [Ln(hgten-
SO3)(H20),]*

Afin d’obtenir des informations sur I’influence structurale des ligands utilisés, notamment
concernant les parametres de relaxivité, une autre architecture a été employée, a savoir
I’architecture amine tertiaire, déja employée pour les complexes basés sur des picolinates
(dpaa, dpaba). Ceci a eu €galement pour but d’accéder a des ligands de denticité réduite,
autorisant des complexes possédants deux et trois molécules d’eau directement liées sur le

centre métallique.
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Figure 1.48 Complexes de [Ln(thgN-SO3)(H20)2]* et [Ln(dhgN-SOs3)(H20)s]*

Ces complexes poly-hydratés doivent produire des relaxivités plus élevées et les études en
solutions permettront d’évaluer les variations de stabilité des complexes et leurs éventuelles
interactions avec les especes présentes en milieu biologique (anions endogenes, protéines)
ainsi que de jauger I’'impact du nombre de molécules d’eau sur la luminescence de ces
complexes. En effet, si la relaxivité est favorisée par le nombre de molécules d’eau, la
luminescence est quenchée par les oscillateurs de type liaison O-H qui induisent des
désexcitations non radiatives de 1’état excité des lanthanides. L’étude de complexe poly-
hydraté permettrait de savoir si un transfert d’énergie suffisamment efficace entre le ligand et

le métal peut compenser ce genre de limitation.

Ce manuscrit est organisé de la maniére suivante : aprés avoir exposé la synthese des ligands
(chapitre II), nous présenterons 1’étude des complexes de Gd(III) du point de vue de leur
structure, leur stabilité et leurs propriétés de relaxivité (chapitre I11). Enfin, le chapitre IV sera
consacré a I’étude de la luminescence des complexes dans le proche infrarouge (Ln =Yb, Nd,
Er).
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1. Conceptions des ligands

Nous avons souligné qu’en jouant sur la structure et I’architecture des ligands il est possible
de modifier les propriétés des complexes de lanthanides associés. Comme nous I’avons vu en
introduction, les ligands utilisés pour la synthése de complexes de lanthanides présentent deux
types d’architectures : les dérivés macrocycliques, utilisant des dérivés de cyclenes
fonctionnalisés (DOTA, DO3A, ...) et les ligands présentant une structure linéaire (DTPA et
dérivés notamment). Tous ces ligands présentent des bras carboxylates. Si I’on cherche une
stratégie intermédiaire, 1’utilisation de ligands tripodes représente une alternative intéressante
entre des récepteurs rigides et des ligands linéaires trop flexibles. Cette architecture permet
d’une part d’apporter une pré-disposition a la complexation qui peut conduire a une stabilité
accrue. D’autre part la flexibilité du ligand assure une cinétique de complexation rapide.
Différents types de motifs (ou ancres) permettent d’accéder a des tripodes : le motif amine
tertiaire, dans lequel trois motifs coordonnants sont reliés par des ponts méthylénes a un azote
central, le motif tren', dans lequel 1’azote central est relié a trois fonctions amide via un pont

éthyléne, et le motif cyclique 1,4,7 triazacylononane (tacn).

0 ,— ,— 0
NH  N._ HN
N o) N 2N, Nz P N |
/ \ 5
| _OH o R LN R
R

el
|
NTTo

tren-Me-3.2-hopo R=H tpa R=H tmptacn
R=COO0OH Hjtpaa R=COOH Hjtpatcn

Figure 2.1 Exemple de ligands utilisant les différentes « ancres » : tren, amine tertiaire,

tacn.

La plupart des motifs utilisés pour la chimie de coordination des lanthanides (111) viennent de
la chimie des métaux de transitions. Le motif tren a notamment été utilisé dans le
développement de ligands pour la complexation des métaux de transition®®. En ce qui
concerne la chimie des lanthanides(lll), K. Raymond et al. ont développé une famille de
ligands dérivés du tren-Me-3,2-hopo dont les complexes de gadolinium présentent une

relaxivité particulierement intéressante™®®. Les ligands basés sur une amine tertiaire sont

83



synthétiquement plus difficiles d’acceés mais permettent d’obtenir des complexes plus rigides.
Une telle architecture est depuis longtemps utilisée pour obtenir des complexes de Fe(11)° ou
de Cu(1)® afin de modéliser les sites actifs d’enzymes ou de métalloprotéines. La tpa
(tris(2-pyridylméthyl)amine), synthétisée par G. Anderegg et F. Wenk en 1967, a été utilisée
au laboratoire pour la synthése de complexes de lanthanides en milieu organique puis a servi
de base pour le développement de nouveaux ligands (tpaa, dpaba, dpaa) contenant des
groupements pyridines carboxylates capables de former des complexes de lanthanides stables
dans I’eau’®*°. De la méme facon, le 1,4,7 triazacyclononane et ses dérivés sont utilisés pour
la complexation des métaux de transition et pour le développement de modéles fonctionnels
de site actifs de métalloprotéines'***. Cependant, I’introduction d’une dissymétrie sur une
telle plateforme est délicate et diminue souvent le rendement de la synthése. A partir de cette
plateforme, des analogues des ligands « amine tertiaire » ont eté synthétisés au sein du
laboratoire pour la complexation des lanthanides(IIl) et la formation d’espéces stables dans

117 (mpatcn, bpatcn, tpatcn). Nous avons donc décidé de nous appuyer sur ces deux

I’eau
architectures : la plateforme 1,4,7 triazacyclononane et le pivot azote central. Ces deux
structures ont permis, comme mentionné précédemment, de synthétiser des ligands basés sur
I’unité chélatante picolinate bien adaptés aux lanthanides et qui ont montré des propriétés
intéressantes aussi bien pour la relaxivité des complexes de gadolinium que pour la
luminescence de I’Eu(Ill) et du Tb(Ill). En reprenant les mémes architectures et en
remplacant 1’unité chélatante par [’hydroxyquinoléine, nous espérons conserver voire
améliorer les propriétés de relaxivité des complexes de gadolinium, ainsi qu’accéder a la
sensibilisation du Nd(III) et de I’Yb(III) pour la luminescence proche infrarouge. Les
complexes basés sur les picolinates ne présentent pas un stabilité suffisante pour leur

utilisation in vivo et cela explique également le choix de 1’hydroxyquinoléine comme unité

chélatante.
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2. Les ligands basés sur le motif hydroxyquinoléine

Des complexes de Ln(lll) ont déja été développés au sein de notre groupe comme sondes
bimodales IRM / imagerie optique. Les ligands correspondants sont basés sur des unités
picolinates, qui permettent de sensibiliser les ions Eu(lll) et Th (111) dans le domaine du
visible. Pour le design de nos ligands, nous avons décidé de remplacer les unités picolinates
par des hydroxyquinoléines, et cela pour plusieurs raisons. En effet, I’hydroxyquinoléine est
connue pour former des complexes stables avec une grande variété de métaux??%. Ces
complexes sont souvent luminescents et la longueur d’onde d’émission peut étre ajustée du
bleu (complexe d’AI(IIN'®) au proche infra rouge (Yb, Nd, EN®%®. Les complexes
d’hydroxyquinoléine ont donc été largement utilisés ces derniéres années pour le
développement des OLEDs notamment'®?. Cette capacité a sensibiliser ces lanthanides pour
I’émission proche infrarouge a dirigé notre choix vers des complexes d’hydroxyquinoléine.
Comme nous ’avons vu en introduction, les tissus biologiques présentent une fenétre de
transparence qui correspond aux longueurs d’onde du proche infra-rouge, permettant le
développement d’applications médicales pour 1’imagerie optique. De plus, la stabilité des

complexes de lanthanides est particuliérement intéressante®?*

, Cette propriété étant cruciale
pour le développement de sondes bimodales et pour leur potentiel usage in-vivo. La
biocompatibilit¢ du synthon hydroxyquinoléine est également importante. Des dérivés
d’hydroxyquinoléines ont par exemple été étudiés pour 1’inhibition d’HIV-1 intégrase et les
tests menés ont montré que la plupart de ces molécules n’avait pas de cytotoxicité notable®*!,
De la méme fagon, I’utilisation de I’hydroxyquinoléine pour le développement de sondes
fluorescentes sensibles au Cd(1l) ou au Mg(II) au sein des cellules n’a pas non plus montré de
cytotoxicité particuliere?*?*. Dans un rapport du NIH (National Health Institute) de 1985%, il
est noté que I’absorption par voie orale de 5-chloro-8-hydroxyquinoléine (750mg) par des
sujets volontaires n’entraine pas d’accumulation du produit, qui présente un temps de demi-

vie plamastique de 11 & 14h et pas de toxicité particuliére.
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Figure 2.2 exemple de ligand comportant des unités hydroxyquinoléines utilisés comme
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Db (¢
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sondes cellulaires pour la détection des métaux (respectivement Mg(11)** et Cd(11)*

Enfin I’hydroxyquinoléine est capable d’interagir avec certains sites hydrophobes des
protéines. La 7-hydroxyquinoléine est capable par exemple de se lier spécifiquement avec la
poche hydrophobe IIA de 1’albumine sérique humaine (HSA)27. La possibilité¢ d’interaction
avec 1’albumine sérique représente un intérét certain pour le développement d’agents de
contrastes vasculaires, la formation d’un adduit albumine-complexe Gd(lll) dans le sang
entrainant une augmentation de la relaxivité de tel systeme.

L’ensemble de ces travaux indique une bonne biocompatibilité¢ de 1’hydroxyquinoléine et en
fait un synthon adapté a la synthése d’agents de contrastes, a la fois par ses propriétés en

luminescence mais aussi par sa faible toxicité et sa potentielle interaction avec des protéines.
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3. Stratégie de synthese

Comme mentionné précédemment 81.1, des ligands utilisant les picolinates comme unites
chélatantes ont déja été développés au laboratoire, aussi bien en se basant sur une architecture

a azote central qu’en utilisant la plateforme 1,4,7-triazacyclononane.

P P STy
= M M M
| = Mo =N R M. ,h{ OH
AL J O
¢ ° o =g 0" "oH HO™ 0 0% oK
¢“on HOTO
Hitpaten R, = ,,qfc Hsbpaten Himpaten
' OH
5= Ao Haebpaten
Ry= x"“szF Hspbpaten
Ha U
O
==z =
= Py N &Y
Z AN ;9}0 |§N S
N N (@]
© o ey gl o
0" “OH CH
H,tpaa H,dpaa H,dpaba

Figure 2.3 différents ligands développés au sein du laboratoire avec les architectures

1,4,7 triazacyclononane et amine tertiaire

La stratégie globale consiste donc a s’appuyer sur le méme type d’architecture mais en
remplacant les picolinates par des hydroxyquinoléines. Les ligands Hsthgtcn et Hsthgten-
S0, analogue de la Hatpatcn, ont déja été préparés au sein de notre laboratoire?®. Cependant
le nombre de coordination de 9 de ce ligand empéche la présence de molécules d’eau en
premiére sphére du gadolinium, ce qui limite son usage comme sonde IRM. Le but est donc
de réaliser des ligands octadentates et heptadentates pour améliorer les propriétés de relaxivité
des complexes de Gd(lI1I) correspondants. Sur le méme principe, des ligands heptadentates et
hexadentates ont été synthétisés a partir du pivot azote central pour obtenir des complexes
avec plus d’une molécule d’eau en premiére sphere de coordination. Le but de ces ligands

basés sur I’hydroxyquinoléine est d’obtenir des complexes présentant une stabilit¢ améliorée
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par rapport aux complexes de picolinates et qui soient capables d’étre utilisés aussi bien

comme sonde magnétique que comme sonde pour la luminescence proche infrarouge.

MBS, CCls
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Et;r\ W BT
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Figure 2.4 Synthése de la Hsthgtcn utilisé par Nonat et al.®

Par rapport a la synthése déja publiée pour le Hsthgtcn-SOg3, une alternative a été développée,
car bien que les rendements de cette synthése soient bons, 1’étape de déprotection du
groupement pyvaloyle par saponification durait six jours. Dans un premier temps, le
groupement protecteur pyvaloyle a été remplace par un groupement acétyle par réaction de la
8-hydroxyquinoléine sur 1’anhydride acétique a reflux. Cependant les traces d’acide acétique
contenues dans le produit empéchaient d’obtenir des rendements acceptables lors de la
réaction de couplage avec le 1,4,7-triazacyclononane. Un changement plus radical de stratégie
a donc été effectué et la réaction de bromation a été abandonnée au profit de la synthése de
I’analogue aldéhyde. En effet, la réaction de bromation entraine la formation de nombreux
produits secondaires et la purification du produit s’avere difficile. Le groupement protecteur
pyvaloyle a été remplacé par un groupement benzyloxy, rendant les produits intermédiaires de
cette synthese moins polaires et facilitant leur purification par chromatographie sur silice. Le
schéma de la synthese optimisee est présenté au paragraphe 4.1.

Le couplage entre ’amine et I’unité chélatante ne repose plus sur une substitution nucléophile
mais sur une amination réductrice qui nous évite donc de passer par un dérivé bromé qui
présente plusieurs inconvénients (réaction radicalaire mal contrélée, nombreux produits

secondaires, faible stabilité de I’intermédiaire réactionnel dans le temps).
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Figure 2.5 Mécanisme simplifié de la réaction d’amination réductrice.

L’amination réductrice peut se décomposer en deux étapes : d’abord la condensation entre
I’amine et 1’aldéhyde pour former une imine (ou un iminium dans le cas d’amine secondaire),
puis la réduction de I’imine (ou de I’iminium) par un hydrure de bore. Le choix du réducteur
est crucial dans le cas ou plusieurs aminations réductrices doivent étre effectuées one pot.
C’est ici notre cas, que ce soit dans le cas de la plateforme 1,4,7-triazacyclononane ou dans le
cas de I’architecture a azote central. En effet la réduction de I’aldéhyde peut entrer en
compétition avec la réduction de I’imine. Cette méthode a déja été employée pour la synthese

de ligands bis-hydroxyquinoline®.

Un probléme récurrent pour ce type de ligand reste la solubilité dans 1’eau qui est pourtant
nécessaire pour mener les études sur les complexes en milieux aqueux. Le groupement
hydroxyquinoléine s’avere étre particulierement hydrophobe et il est nécessaire d’envisager
une modification structurale pour apporter la solubilité nécessaire. Deux stratégies ont été
utilisée. La sulfonation des 8-hydroxyquinoléine en position 5, afin d’apporter un groupement
chargé qui a une forte capacité de solubilisation. La sulfonation est couramment utilisée pour
solubiliser des groupements aromatiques fortement hydrophobes. Par exemple la sulfonation
du styréne permet d’obtenir un polymere hydrosoluble pour différentes applications
(plastifiant dans les ciments, membranes ¢éhcangueuse d’ions, régulation du potassium dans le
sang). Cette stratégie de sulfonation a déja été utilisee sur les hydroxyquinoléine par Comby

et al.*°

pour la synthése de complexes hydrosolubles d”Yb(III) et de Nd(III) émettant dans le
proche infrarouge. L’autre stratégie pour améliorer la solubilité consiste a substituer un des
bras du ligand par un bras carboxylate. Cette stratégie avait déja été employée pour le design

des analogues de la tpaa.
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4. Synthése et caractérisation des ligands a pivot azote
central

4.1 Synthese du HithgN-SO;

Le ligand HsthgN-SO3 a été synthétisé en quatre étapes a partir de la 8-hydroxy-2-méthyl-
quinoléine et de la 8-hydroxyquinoléine-2-carbonitrile avec un rendement global de 24%

SeOZ OH N
Dloxane | _
65% | SN N
NaBH(OAc); — N OH
H2 (1 bar)/Pd NS
|
AcOH HO =
52%
2
H,SO4/SO4
99%
SO3°
OH Y ‘ N
035 SN N/
N OH
NT N
HO | 7
SO5"

Figure 2.6 Synthese du ligand HsthgN-SO3

La premiere étape consiste en 1’oxydation contrélée en présence de dioxyde de sélénium
du groupement méthyle de la 8-hydroxy-2-méthyl-quinoléine pour obtenir 1’aldéhyde
correspondant. Paralléelement, la 8-hydroxyquinoléine-2-carbonitrile est réduite en amine
grace a une hydrogénation catalysée par le palladium sur charbon, sous une pression
d’hydrogeéne de 1 bar. Un exces de 1’aldéhyde (3 équivalents) est condensé sur le dérivé

amine via une amination réductrice comme décrit par R. D. Shah et al**

. Le borohydrure
triacétate de sodium est utilisé¢ pour cette réaction car c’est un réducteur plus doux que le
tétraborohydrure de sodium. L’encombrement stérique et 1’effet électro-attracteur des trois
groupements acétoxy permettent de stabiliser la liaison bore-hydrogéne et expliquent que

le borohydrure triacétate de sodium soit un réducteur plus doux®. Bien que celui-ci soit
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également capable de réduire les aldéhydes et donc que la réduction de 1’aldéhyde se
trouve en compétition avec 1’amination réductrice. Les conditions utilisées permettent
d’obtenir des rendements corrects de 1’amine bis-substituée. L’ajout d’un exces
d’aldéhyde permet d’obtenir majoritairement I’amine bis-substituée. Les produits
minoritaires (amine monosubstituée et alcool issu de la réduction de 1’exces d’aldéhyde)
sont séparés du produit majoritaire sur une colonne de résine LH20 dans le méthanol.
Cependant, méme si cette méthode de purification permet d’obtenir la molécule avec une
bonne pureté pour ensuite procéder a 1’étape de sulfonation, la mise en place de cette
purification s’avere laborieuse. Le produit doit étre passé deux fois sur la colonne pour
obtenir un produit propre, et la résine doit étre lavée au méthanol entre les deux
purifications. Cette méthode est trés consommatrice au niveau du temps et ne permet pas
de purifier de grandes quantités de produit a la fois. Des purifications plus classiques par
chromatographie sur colonne, sur silice ou sur alumine, ont été envisagés et testées mais le
produit reste bloqué sur la colonne, a cause principalement de la présence des
groupements OH tres polaires. Nous avions décidé de réaliser cette synthese sans protéger
les fonctions OH, car aucune des réactions mises en jeu au cours de la synthése ne
présentait de risque de modification de ces groupements. Cependant la purification
d’especes particulierement polaires comme le HathqN s’avere délicat si ces groupements
ne sont pas protéges. Par la suite, les groupements OH seront protégés pour permettre une
purification plus aisee. Le tripode de quinoléine ainsi obtenu est ensuite sulfone dans
I’0oléum et obtenu par précipitation dans un mélange d’éthanol et d’éther diéthylique. Cette
méthode a déja été utilisée® et la sulfonation est parfaitement régiosélective sur la

position 5 de I’hydroxyquinoléine.

91



80y

Hy
OH Hg N N He /
y ‘ CH2
o
‘038 RNy H\T/ N i

/ M OH

/

HO o

o

505

Lo

10.0 90 8.0 7.0 60 50 4.0
ppm (£1)

Figure 2.7 Spectre RMN *H HsthgN-SOs, D,O, 25°C, pD = 7.4

Le spectre RMN *H de ce ligand ne présente que cing résonnances : un singulet & 4.98 ppm
correspondant aux protons éthyléniques portant les hydroxyquinoléines et quatre doublets
(9.23, 8.05, 7.79, 7.20 ppm) correspondant aux protons aromatiques de 1’hydroxyquinoléine.

Ainsi le ligand posséde une symétrie Cs, en solution.

4.2 Synthese du HsdhgN-asp

De la méme fagon que précédemment, un autre acide aminé est utilisé pour la synthese de ce
ligand. L’acide aminé de départ est cette fois-ci I’acide aspartique utilisé sous la forme d’un
diester éthylique. Ce ligand a été congu pour obtenir un analogue du ligand H,dpaba avec
I’hydroxyquinoléine. La méthode d’amination réductrice utilisée précédemment a été reprise
en partant du diester éthylique de 1’acide aspartique. Cette stratégie devait nous permettre
d’obtenir un ligand présentant le méme nombre de coordination que le ligand H3thgN-SOs,

mais en ayant une structure asymetrique.
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Figure 2.8 Synthése du ligand H,dhgN-asp

Apres ’amination réductrice, la purification de la molécule formée n’est pas possible avec des
techniques de chromatographie sur silice, malgré la présence d’une protection sur les deux
acides carboxylique. Le composé est donc purifié sur une colonne RP18, mais le produit
obtenu n’est pas suffisamment propre et une purification supplémentaire sur LH20 dans le
méthanol de facon analogue a la purification du HsthgN est effectuée. Le recours a ces deux
purifications successives explique le faible rendement de la premiere étape de la synthése. La
molécule obtenue est ensuite déprotégée par chauffage dans une solution concentrée d’acide

chlorhydrique, puis évaporée a sec pour donner le produit attendu.
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Le spectre RMN *H du ligand présente huit résonances. Les protons du CH, en alpha du
carbone asymétrique sort sous la forme d’un multiplet a 3 ppm. En effet, ces protons étant
diastéréotopiques, on obtient deux signaux différents pour chacun des protons. Cependant, les
deux signaux n’étant pas bien résolus, ils sortent sous la forme d’un multiplet. Le proton placé
sur le carbone asymétrique sort, quant a lui, sous la forme d’un doublet de doublets. Les
protons éthyléniques sont également diastéréotopiques et sortent sous la forme d’un systéme
AB (4.62, 4.68 ppm). Les protons des hydroxyquinoléines donnent quatre doublets (7.26,
7.46, 7.98, 8.76 ppm) et un triplet (7.58 ppm). Cela indigue une symétrie Cs en solution.
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4.3 Synthese du HsdhgN-gly

La synthese du ligand HzdhgN-gly est réalisée en partant de 1’ester éthylique de la glycine et
de I’aldéhyde dérivé de la 8-hydroxy-2-méthyl-quinoléine. De la méme facon que pour le
ligand HjdhgN-asp, le but de cette synthése était d’obtenir le dérivé hydroxyquinoléine

analogue du ligand Hsdpaa.

NaBH(OAc);

|Pr2EtN
CLH;N" “COOEt + “COOE
58%
HO
HCI 6N
H,0
50°C 74%
OH
N
X COOH
= | AN
N
HO

Figure 2.10 Synthése du ligand HzdhgN-gly

L’amination réductrice est réalisée dans les mémes conditions que précédemment (3eq
d’aldéhyde, 6 eq de NaBH(OAC)3). La diisopropyle éthyle amine est ajoutée au début de la
réaction a ’amine afin de déprotonner cette derniere et permettre la formation de 1’imine
avant la réduction. La purification de ce composé a pu étre effectuée simplement sur RP18
pour parvenir a un composé de pureté satisfaisante. La purification moins lourde dans ce cas-
ci (pas de recours a une purification sur résine) nous permet d’obtenir un rendement plus
élevé sur la premiere étape de la synthese. La fonction carboxylique est ensuite déprotégée en
chauffant le composé dans une solution concentrée d’acide chlorhydrique et le milieu est

évapore a sec pour donner le produit attendu.
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Figure 2.11 Spectre RMN *H HsdhgN-gly, MeOD, 25°C

Le spectre RMN 'H du ligand présente un motif caractéristique d’une symétrie de type Co. Il
présente sept résonnances. Le singulet & 4.04 ppm correspond aux deux protons du
groupement acétate tandis que le singulet a 4.54 ppm correspond aux quatre protons
éthyléniques des bras portant les hydroxyquinoléines. Cing signaux correspondent aux dix
protons des deux hydroxyquinoléines : quatre doublets (8.52, 7.72, 7.30, 7.15 ppm) et un
triplet (7.47 ppm).

Sulfonation des ligands dérivés d’acides aminés

La présence respectivement d’un et deux bras carboxylates sur les ligands HzdhgN-gly et
HsdhgN-asp a permis d’augmenter la solubilité de ces molécules comportant des unités
hydroxyquinoléines. En effet, si le ligand non-sulfoné HsthqN s’avérait parfaitement insoluble
dans I’eau aux environ de pH = 7.4, les deux ligands évoqués précédemment présenteraient,
du fait de leur modification de structure, une solubilité intéressante dans de telles conditions.
Malheureusement, si les ligands démontraient une bonne solubilité dans I’eau a pH = 7.4, il

n’en était pas de méme pour les complexes de lanthanides correspondants, et ceux-ci se sont
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révélés insolubles en milieu aqueux. En comparaison des ligands portant des groupements
sulfonates, ces complexes se révelent beaucoup moins chargés (neutre pour le [Ln(dhgN-
gly)(H,0)3], -1 pour le [Ln(dhgN-asp)(H20); ). Le complexe [Ln(thgN-SO3)(H,0),]* est
bien plus chargé en plus de D’effet solubilisant des groupements sulfonates. Ceci peut
présenter une premiere explication quant a la faible solubilité de ces complexes. Les
complexes de Ln(l11) de ces deux ligands ([Ln(dhgN-gly)(H,0)3] et [Ln(dhgN-asp)(H20)2]
sont cependant solubles dans le méthanol et dans un mélange eau/DMSO 75 : 25, qui

permettront de faire des études sur ces complexes.

Pour parvenir a des complexes plus solubles, des essais de sulfonation ont été menés sur les
ligands HsdhgN-gly et H,dhgN-asp. Bien que la sulfonation des hydroxyquinoléine
fonctionne parfaitement, les conditions acides drastiques de la réaction (SO3/H,SO, fumant)
entrainent une décarboxylation instantanée. Le produit obtenu est une amine primaire bis

hydroxyquinoléine.

OH
N
N7 >COOoH
= X
Nl H,S0,/SO;
OH
HO N
S ONH
=
oH COOH ;O
J: SO5H N SOsH
N
X" N7 >COOH
HO
= N H,S0,/S05
N
HO

Figure 2.12 Décarboxylation des ligands HzdhgN-gly et HsdhgN-asp au cours de la

sulfonation
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4.4 Synthese du HsdhgN-SO;

La synthése du ligand HsdhgN-SO; est relativement similaire a la méthode utilisée
précédemment. Cependant, pour rendre la purification plus simple aprés 1’amination
réductrice et éviter 1’utilisation d’une colonne de résine LH20, le produit de départ utilisé pour

la synthése est la 8-benzyloxy-2-méthylquinoléine.

AN SeO, X NH, OMe
—_—
P> Z »
N 1,4 dioxane N™ NaBH(OAc); i

OBn OBn (e DCE
82% 71%

BBI’3
DCM 35%

ey
5

Le dérive aldéhyde de la quinoléine réagit cette fois avec la (2-méthoxyphényl)

OH
0,8 |N SOy
N H,S0,/SO;
-
N
N7 OH
HO |
SOy

Figure 2.13 Synthése du ligand HzdhgN-SO3

méthanamine commerciale via une amination rédutrice dans les mémes conditions que
précedemment. La purification est cette fois-ci réalisée sur colonne de silice pour donner
le tripode protégé avec un rendement de 71%. La déprotection est effectuée grace a une
solution molaire de tribromure de bore dans le dichlorométhane. Le produit est, dans un
premier temps, précipité dans un mélange méthanol/éther diéthylique et utilisé tel quel

pour la sulfonation. Le spectre RMN du produit sulfoné montre la présence d’autres



signaux et les analyses en spectrométrie de masse confirment la présence d’un mélange du
produit attendu et d’un produit présentant un sulfonate supplémentaire. Pour résoudre ce
probleme de poly-sulfonation, nous avons testé plusieurs conditions de sulfonation, en
faisant varier le temps de réaction (d’une dizaine de minute a une heure), et la température
de réaction (0°C ou température ambiante). Malgré de Iégeres améliorations, la pureté du
produit sulfoné n’était pas suffisante et il était délicat de séparer les différents produits
sulfonés présents dans le milieu. La sulfonation n’avait pas montré de problémes pour
obtenir le HsthgN-SOs, mais la voie de synthése ne fait pas intervenir de groupement
protecteur. La possible présence de traces de plusieurs produits aprés la déprotection (sels
de brome, résidu de bromure de benzyle) nous a orientés vers 1’hypothése d’une qualité
insuffisante du produit non sulfoné. Celui-ci a donc été purifié sur colonne RP18 avant la
derniere réaction pour permettre 1’obtention d’un produit sulfoné parfaitement propre. La
précipitation du produit non sulfoné dans un mélange éthanol / éther diéthylique et le
lavage a I’éther ne sont pas suffisant et pour obtenir un produit sulfoné parfaitement
propre, une purification supplémentaire sur une colonne RP18 est nécessaire. C’est cette
purification qui explique que le rendement de la déprotection des groupements benzyloxy
et méthyloxy conduisent & un rendement de 35% pour cette étape. En effet, dans la
synthese du HsthgN-SOs, la purification sur une colonne de résine LH20, bien que lourde
a mettre en place, permet d’obtenir un produit trés propre, et donc une sulfonation sans

produit secondaire.
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Figure 2.14 Spectre RMN *H H3dhgN-SO3, D,O, 25°C, pD = 7.4

Le spectre RMN *H du ligand présente neuf résonnances. Le singulet & 3.59 correspond aux
protons éthyléniques du bras qui porte le phénol tandis que le singulet a 3.89 correspond aux
quatre protons éthyléniques des bras portant les hydroxyquinoléines. Quatre doublets (8.68,
7.76, 6.60, 7.69 ppm) correspondent aux huit protons aromatiques des hydroxyquinoléines
tandis qu’un singulet (7.62ppm) et deux doublets (7.28, 6.42 ppm) correspondent aux trois
protons aromatiques du phénol. Ce motif est en accord avec une symétrie du ligand en

solution de type Cs.
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5. Synthése et caractérisation des ligands a pivot 1,4,7-
triazacyclononane

5.1 Synthese du HzdhgN-SO;

La méthode de synthése basée sur I’amination réductrice déja décrite précédemment a
également été reprise pour la synthese des composés basés sur le pivot 1,4,7 trizacyclononane.
Une synthése alternative de ce composé avait déja été publiée® mais la méthode présentait de

nombreux inconvénients, comme expliqué au paragraphe 3.

NaBH(OAc);
N N iPrNEt,
HN 3HCI + P S—. X
NH ) N7 DCE N
0 0
68% ©
0
BBry/DCM 38%
SOy
HO™ ™ HO HO™ HO
N__— N~
N N
\ = H,S0,/SO4 Bvand
N j \ Y - N S
2 = I
™
055N
OH OH

Figure 2.15 Synthése du ligand Hsthqtcn-SOs
La premiére étape est la bromation sélective du groupe méthyle en position 2 de

I’hydroxyquinoléine protégée. Le choix du groupement protecteur est crucial pour la
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régioselectivité de la bromation. Dans le cas d’une protection par un acide carboxylique
(acétique ou pivaloique), la bromation est dirigée sur le groupement méthyle en position 2 de
I’hydroxyquinoléine. Dans le cas d’une protection éther (benzyloxy par exemple), 1’effet
donneur mésomeére de la protection induit une forte selectivité de la bromation en para du
groupement benzyloxy, et il est donc impossible d’obtenir la bromation sur la position
souhaitée. Cependant, nous ne souhaitions pas continuer a utiliser des groupements de
protections de type acide carboxylique car la déprotection des groupements hydroxy des
quinoléines s’est avéré particulierement longue (six jours). Le choix du groupement de
protection benzyloxy nous a donc orienté notre choix vers la méthode par amination
réductrice. De plus, la préparation simple de I’aldéhyde de 1’hydroxyquinoléine protégée
(oxydation au sélénium dans le dioxane), permet de préparer de grandes quantités du produit
du départ de notre synthese, et ’aldéhyde se conserve bien mieux dans le temps que le dérivé

bromé correspondant, qui se dégrade rapidement.
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Figure 2.16 Spectre RMN *H Hsthqtcn-SOs, D,0, 25°C, pD = 7.4

Le spectre RMN 'H de ce ligand présente sept résonnances : deux singulets (2.17, 2.93 ppm)

correspondant aux protons du triazacyclononane. Le singulet & 3.88 ppm correspond aux Six
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protons éthyléniques portant les hydroxyquinoléines et les quatre doublets (8.76, 7.84, 7.61,
6.65 ppm) correspondant aux protons aromatiques de I’hydroxyquinoléine. Ainsi le ligand

posséde une symetrie Cg, en solution.

5.2 Syntheéese du Hzdhgtcn-SO;

De la méme fagon que précédemment, une méthode de synthese similaire via amination

réductrice est utilisée pour obtenir le composé Hzdhqtcn-SOg3,

Ot SN
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(” XN iPNEt, DCE N~ |
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NH N ) DCE N

O >
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/

HO A HO™ 7
| HO N HO

N__—~ =
M\ H,S0,/SOs N
N - Nj

N N
k/ J 50% QN
=

HO3S "X

OH
Figure 2.17 Synthése du ligand Hzdhqtcn-SO3

Cependant, les trois amines secondaires du triazacyclononane ne devant étre substituées de la
méme fagon, les équivalents d’aldéhyde utilisés ont été modifiés. Au lieu d’utiliser un large
excés de I’aldéhyde (1,5 eq par fonction amine), la synthése a été effectuée avec une
équivalence stricte 1: 1 entre 1’aldéhyde et la fonction amine pour éviter au maximum la

formation du compose trisubstitué.
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Figure 2.18 Réaction d’amination réductrice pour la synthése du triazacyclononane bis

substitué et les produits secondaires de la réaction.

Apreés separation des trois produits par chromatographie sur colonne, I’amine secondaire
restante est substituée par la méme méthode d’amination réductrice en utilisant cette fois le 2-
benzyloxybenzaldéhyde. A noter que le rendement de cette derniere substitution est bien
inférieur a celui obtenu pour les hydroxyquinoléines. Ce mauvais rendement peut s’expliquer
par D’encombrement stérique du triazacyclononane bis substitué mais aussi par
I’encombrement de 1’aldéhyde en lui-méme. En effet, I’encombrement de la protection
benzyloxy est bien plus important car placé plus prés de la fonction aldéhyde. Les mémes
baisses de rendement sont observées lorsque 1’amination réductrice est d’abord faite avec le
phénol (voir § 3.3).

Une fois le composé trisubstitué obtenu, les phénols sont déprotégés avec le tribromure de

bore et le produit est purifié par HPLC avant de subir la réaction de sulfonation.
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F?;mu(:)e 2.19 Spectre RMN *H Hzdhqtcn-SOs, D,O, 25°C, pD = 7.4
Le spectre RMN *H montre douze résonnances. Trois singulets (2.56, 2.86, 3.06ppm)
intégrent pour les douze protons correspondant au triazacyclononane. Le singulet a 3.92 ppm
correspond aux quatre protons éthyléniques des bras portant les hydroxyquinoléines et le
singulet a 4.10 ppm correspond aux deux protons éthyléniques du bras portant le phénol. Les
huit protons correspondant aux hydroxyquinoléines sortent sous la forme de quatre doublets
(8.83, 7.84, 7.74, 6.66 ppm) et les trois protons du phénol sortent sous la forme de deux
doublets (7.55, 6.70 ppm) et d’un singulet (7.70 ppm). Le motif est caractéristique d’une

symétrie Cs.
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5.3 Synthese du Hszhqtcn-SO;

La synthése du ligand Hzhqgtcn-SOs suit le méme principe que la synthése précédente (83.2).
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HN 3HCI DCE «/N DCE
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Figure 2.20 Synthése du ligand Hzhqgtcn-SO;

Simplement, deux équivalents de la 2-benzyloxybenzaldéhyde sont d’abord couplés au
triazacyclononane. Aprés séparation des différents sous produits par chromatographie sur
colonne, le 2-benzyloxybenzaldéhyde est mis en réaction pour obtenir le composé trisubstitué,
qui est déprotégé avec le tribromure de bore avant d’étre purifier par HPLC. Le composé est
ensuite sulfoné suivant la procédure précédemment décrite.

On peut noter que la premiére amination réductrice est la réaction qui fait chuter le rendement
globale de la synthése. Le rendement semble cependant cohérent avec la diminution observée
dans le cas de la seconde réaction d’amination réductrice pour le composé Hzdhqtcn-SO3 (8
3.2). Ceci semble confirmer que I’encombrement stérique dit au groupement benzyloxy est la

principale raison expliquant ces faibles rendements. En effet, si 1’on compare a la synthése du
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N,N’,N"-Tris(2-hydroxybenzyl)-1,4,7-triazacyclononane  (Hsbcn)®, dans laquelle e
salicylaldéhyde est utilisée, a notre synthese, le rendement obtenu par les auteurs pour la
trisubstitution est largement supérieur (82%) et I’encombrement stérique de notre aldéhyde

semble étre responsable des faibles rendements obtenus.
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Figure 2.21 Synthése de Hsbcn par Barta et al.
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Figure 2.22 Spectre RMN ‘H Hshqtcn-SOs, D,0O, 25°C, pD = 7.4
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Le spectre RMN *H montre 12 résonnances. Deux singulets (2.68, 2.79 ppm) intégrent pour
les douzes protons du triazacyclononane. Un singulet a 3.73 ppm integre pour les quatre
protons éthyléniques des bras portant les phénols et le singulet a 3.85 ppm intégre pour les
deux protons éthyléniques du bras portant I’hydroxyquinoléine. Dans la zone aromatique trois
doublets (7.63, 7.47, 6.61 ppm) intégrent pour les six protons des phénols et quatre doublets
(8.76, 7.77, 7.68, 6.56 ppm) pour les quatre protons de I’hydroxyquinoléine. Le motif

correspond a une symétrie de type Cs.

6. Synthése des ligands dérivés de |la dpaa

Dans les études menés sur les complexes [Ln(dpaa)(H»0)s]** ont montré une augmentation de
la relaxivité des complexes lorsqu’ils sont liés de fagon non covalentes a des protéines comme
la BSA. La structure du ligand H3dpaa a été modifiée pour pouvoir accrocher de fagon
covalente une macromolécule (nucléoside) qui permettrait d’optimiser le temps de corrélation
rotationnel pour ces complexes afin d’augmenter la relaxivité. Les synthéses présentées ici ont
été realisées au sein du laboratoire par le Dr. Christelle Gateau et la relaxivité des complexes

correspondant a été étudié et est présentée dans le chapitre 3.

Synthése du Nzdpaa

COOEt
N3MNH2
COOH 4

HO " NH, &b.c . d EtOOCUNl COOEt  _© HOOCU COOH
1 - COOEt __COOH
‘/
EtoocJ\/Nch'

5

NzdpaaH;

Figure 2.23 Synthese de NsdpaaHs; — réactifs et conditions: a - i) Boc,0, H,0/4-dioxane, ii)
EtBr, DMF, 51 % ; b - i) MsClI, Et3N, CH,ClI, ii) NaN3, DMF, 89 % ; ¢) TFA, CH,Cl,, 96 %
; d) DIEA, KI, CH3CN, 86 % ; €) KOH, H,O/EtOH, 79 %

Le ligand analogue a la dpaa comportant un groupement azide est synthétisé a partir de la L-
homosérine. L’amine de celle-ci est protégée par un groupement Boc, puis 1’acide
carboxylique est protégé a son tour via la formation d’un ester éthylique grace au bromure
d’¢éthyle dans le DMF. Les deux fonctions étant protégées, 1’alcool est activé par réaction avec
le chlorure de mésyle, I’intermédiaire activé est filtré sur silice avant de réagir avec 1’azide de

sodium. Le produit obtenu est isolé par purification par chromatographie sur silice, puis subit
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la déprotection en milieu acide du groupement Boc pour donner le produit 4 avec un
rendement global de 44 %. Le couplage de ’amine se fait par réaction avec2.2 équivalents du
dérivé chloré 5, en présence de diisopropylethylamine et d’iodure de potassium dans
I’acétonitrile anhydre. Le dérivé 6 est obtenu avec un rendement de 86 % et les fonctions
esters sont déprotégeés via une réaction de saponification pour donner le produit désiré avec un

rendement total de 30%.

5.4 Synthése du dU2’PdpaaH-

Ny COOEt COOH
F1O0C NN cookt o (N o (N
~ N, COOEL £
6

kaH H %'OH
N/Ko OH 10 OH dU2'PdpaaH;
o Ty O/
OH
OH

Figure 2.24 Synthése de dU2’PdpaaH; — réactifs et conditions: a - Cul, DMSO, 63% ; b -
KOH, H,O/EtOH, 94 %.

Le couplage du nucléotide sur le ligand protégé 6 se fait par la réaction de Huygens, a savoir
la formation d’un cycle triazole entre le dérivé azide et ’allyle terminal porté ici par le
nucléoside. Cette réaction dite de « chimie click » présente ’avantage de ne pas nécessiter de
conditions de réactions trop dures, qui pourrait entrainer des réactions secondaires aussi bien
sur le ligand protégé que sur le nucléoside. Il n’est donc pas nécessaire de protéger ce dernier.
La seule contrainte de cette réaction reste 1’utilisation de cuivre, certes dans des conditions
catalytique, qui oblige de laver plusieurs fois le produit de la réaction avec une solution de
NaEDTA, afin d’éliminer toute trace du métal. La présence de cuivre dans le produit peut
poser des probléemes lors de la complexation avec les lanthanides et faire chuter les
rendements lors de la synthése des complexes. Le produit 10 complétement estérifié est

déprotégé par saponification.
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5.5 Synthese du dU5PdpaaH; et du dUSEdpaaHs
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Figure 2.25 Synthese de dU5PdpaaH; — réactifs et conditions: a - Cul, DMSO, 94 % ; b
KOH, H,O/EtOH, 98 %.
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Figure 2.26 Synthese de dUSEdpaaH; — réactifs et conditions: a - Cul, DMSO, 59 % ; b
KOH, H,O/EtOH, 84 %.

Les deux autres analogues sont synthétisés de la méme facon par la réaction de Huisgen puis
déprotégés par saponification. Les rendements de 1’é¢tape de cycloaddition sont du méme
ordre que ceux obtenus par Horvinen et al.*® (autour de 60%), méme si le rendement de la
cycloaddition dans le cas du 5PdpaaHs est obtenu avec un rendement trés supérieur (94%).
Contrairement aux conditions utilisées classiquement pour les cycloadditions®®, les deux

réactifs principaux de départ ne sont pas utilisés en conditions équimolaires et il est nécessaire
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d’utiliser deux équivalents du dérivé alcyne. L’excés utilisé oblige une purification plus
lourde que dans des procédures utilisant un rapport 1 : 1 stricte entre 1’azide et 1’alcyne. Le
choix de la chromatographie sur plaque s’est impos¢€ pour la purification du fait des faibles
quantités utilisées pour la synthése. En effet, ces synthéses n’ont pu étre effectuées sur de
larges quantités aux vues du codt particulierement élevé des dérivés de nucléosides utilisés.
Le choix du DMSO par rapport aux autres solvants possible s’est fait sur la base d’une
procédure déja développée ¥'. Les rendements obtenus avec d’autres solvants sont inférieurs

car ils ne solubilisent pas suffisamment nos réactifs pour obtenir un bon rendement.

111



Bibliographie

1) Xu, J.; Franklin, S. J.; D. W. Whisenhunt, J.; Raymond, K. N. J. Am. Chem.
Soc., 1995, 7245.

(2) Blanc, S.; Yakirevitch, P.; Leize, E.; Meyer, M.; Libman, J.; Dorsselaer, A. V.;
Albrecht-Gary, A. M.; Shanzer, A. J. Am. Chem. Soc., 1997, 1109.

3 Dittler-Klingermann, A. M.; Hahn, F. E. Inorg. Chem., 1996, 35.

(4)  Serratrice, G.; H. Boukhalfa; Béguin, C.; Baret, P.; Caris, C.; Pierre, J. L.
Inorg. Chem., 1997, 36, 3898.

(5) Ward, T. R.; Lutz, A.; Parel, S. P.; Ensling, J.; Gutlich, P.; Buglyo, P.; Orvig,
C. Inorg. Chem., 1999, 38, 840.

(6) Hajela, S.; Botta, M.; Giraudo, S.; Xu, J.; Raymond, K. N.; Aime, S. J. Am.
Chem. Soc., 2000, 122,

(7) Pierre, V. C.; Botta, M.; Aime, S.; Raymond, K. N. J. Am.Chem. Soc., 2006,
128, 5344-5345.

(8) Thompson, M. K.; Botta, M.; Nicolle, G.; Helm, L.; Aime, S.; Merbach, A. E.;
Raymond, K. N. J. Am.Chem. Soc., 2003, 125, 14274-14275

9) Fontecave, M.; Ménage, S.; Duboc-Toia, C. Coord. Chem. Rev. 1998, 178-180
part2, 1555-15572.

(10) Kitajima, N.; Moro-oka, Y. Chem. Rev., 1994, 94, 737.

(11) Karlin, K. D.; Zuberbuhler, A. D.; Dekker, M., Bioinorganic Catalysis, Eds. J.
Reedijk, E. Bouwman, New York, 1999, 469-534

(12) Anderegg, G.; Wenk, F. Helv. Chim. Acta, 1967, 50, 2330.

(13) Wainwright, K. P. Coord. Chem. Rev., 1997, 166, 35.

(14)  Chaudhuri, P.; Wieghardt, K. Progr. Inorg. Chem., 1987, 25, 239.

(15) Nonat, A.; Gateau, C.; Fries, P. H.; Mazzanti, M. Chem. Eur. J., 2006, 7133-
7150.

(16) Nonat, A.; Giraud, M.; Gateau, C.; Fries, P. H.; Helm, L.; Mazzanti, M. Dalton
Trans., 2009, 8033-8046.

(17) Gateau, C.; Mazzanti, M.; Pécaut, J.; Dunand, F., A; Helm, L. Dalton Trans.
2003, 2428-2433.

(18) Wang, J.; Oyler, K. D.; Bernhard, S. Inorg. Chem., 2007, 46, 5700.

112



(19) Curry, R. J.; Gillin, W. P.; Knights, A. P.; William, R. G. Optical Materials,
2001, 161-163.

(20) Eliseeva, S. V.; Biinzli, J. C. Chem. Soc. Rev., 2010, 39, 189-227.

(21) Katkova, M. A.; Kurskii, Y. A.; Fukin, G. K.; Averyushkin, A. S.; Artamonov,
A. N.; Vitukhnovsky, A. G.; Bochkarev, M. N. Inorg Chim. Acta, 2005, 358, 3625.
(22) Iwamuro, M.; Adachi, T.; Wada, Y.; Kitamura, T.; Nakashima, N.; Yanagida,
S. Bull. Chem. Soc. Jpn., 2000, 73, 1359.

(23) Van Deun, R.; Fias, P.; Nockemann, P.; Schepers, A.; Parac-Vogt, T. N.; Van
Hecke, K.; Van Meervelt, L.; Binnemans, K. Inorg. Chem., 2004, 43, 8461-8469.

(24) Mameli, M.; Aragoni, M. C.; Arca, M.; Caltagirone, C.; Demartin, F.;
Farruggia, G.; Filippo, G. D.; Devillanova, F. A.; Garau, A.; Isaia, F.; Lippolis, V.;
Murgia, S.; Prodi, L.; Pintus, A.; Zaccheroni, N. Chem. Eur. J., 2010, 16, 919-930.
(25) Farruggia, G.; lotti, S.; Prodi, L.; Montalti, M.; Zaccheroni, N.; Savage, P. B.;
Trapani, V.; Sale, P.; Wolf, F. 1. J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 344-350.

(26) NIH Publication 1985.

(27) Abou-Zied, O. K.; Al-Lawatia, N. Reporters, Markers, Dyes, Nanoparticles,
and Molecular Probes for Biomedical Applications 11: San Francisco, California, USA
2010; Vol. Proc. SPIE 7576, 757618.

(28) Nonat, A.; Imbert, D.; Pécaut, J.; Giraud, M.; Mazzanti, M. Inorg. Chem.,
2009, 48, 4207-4218.

(29) Deraeve, C.; Boldron, C.; Maraval, A.; Mazarguil, H.; Gornitzka, H.; Vendier,
L.; Pitie, M.; Meunier, B. Chem. Eur. J., 2008, 14, 682 - 696.

(30) Comby, S.; Imbert, D.; Vandevyver, C.; Bunzli, J. C. Chem.-Eur. J., 2007, 13,
936-944.

(31) Abdel-Magid, A. F.; Carson, K. G.; Harris, B. D.; Maryanoff, C. A.; Shah, R.
D. J. Org. Chem., 1996, 61, 3849-3862.

(32) Gribble, G. W.; Nutaitis, C. F. Org. Prep. Proced. Int., 1985, 17, 317.

(33) Barta, C. A.; Bayly, S. R.; Read, P. W.; Patrick, B. O.; Thompson, R. C;
Orvig, C. Inorg. Chem., 2008, 47, 2280-2293.

(34) Nonat, A.; Fries, P. H.; Pécaut, J.; Mazzanti, M. Chem. Eur. J., 2007, 13, 8489-
8506.

(35) Ketola, J.; Katajisto, J.; Hakala, H.; Hovinen, J. Helv. Chim. Acta 2007, 90,
607-615.

113



(36) Rostovtsev, V. V.; Luke G. Green; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B. Angew.
Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2596-2599.
(37) Molander, G. A.; Ham, J. Org. Lett. 2006, 8, 2767-2770.

114



Chapitre Il : Stabilité et relaxivité des complexes

Chapitre 111 : Stabilité et relaxivité des COMPIEXES ......c.coveveiieiieie e 115
1. Complexes de gadolinium dérivés du 1,4,7-triazacyclononane............ccccceeerererereennn 116

1.1, Synthese des COMPIEXES ......ccuiiieiriiie ittt et e e eneas 119

1.2.  Etude structurales en SOIULIONS...........coverieiieiieiice e 119
1.2.1. ETUAE RIMN L. et 119
1.2.1.1. Ligand HathQtCn-SOs.......cccueiiiiiiieiesie e 120
1.2.1.2. Ligand HadhgtCn-SOz......ccveiiiiiiiiceee et 121
1.2.1.3. Ligand HaNQECN-SO3......coiieiiiieiieie e 125
1.2.2. Protonation des ligands et stabilité des COMPIEXES ........cccovveveevveieeieeriesienn, 126

1.3.  Etude de la relaxivité des COMPIEXES .......ccoereriririiiicireees e 131
1.3.1. RelaXiVite des COMPIEXES .....ccvcveiieie e 131
1.3.1.1. [GANGLEN-SO)T% .ot 131
1.3.1.2. [Gd(dhgten-SO5)(H20)]* et [Gd(haten-SO5)(H20)2]% oo 141
1.3.2. Influence des anions endogénes sur la relaxivité ..............ccocooeeieniincnenn. 151
1.3.3. Relaxivité avec 1’albumine............cooovieiiiiiiiii e 153
1.34. Relaxivité dans avec 18 SErUM .........cccvcviveieeieic e 159
2. Complexes de gadolinium a azote CENtral...........cccccveveeiiiiii i 162

2.1, SYNtheSe deS COMPIEXES .....ccviiierieiiiieiieieeie sttt anas 162

2.2.  Etude structurales en SOIULIONS ..........cceieiiiiiinieiee e 163
2.2.1. ETUE RIMIN ...t 163
2.2.1.1. Ligand HathQN-SOz......cccoiiiiiiieieieese e e 163
2.2.1.2. Ligand HadNgN-SO3.......c.cciieiiiieiieeeie e 165
2.2.2. Protonation des ligands et stabilité des COMpPIEXES ........c.ccoveveevreieeiieeieenenn, 167

2.3.  Etude de la relaxivité des COMPIEXES ........cooviiiiiiiiiiee e 170
2.3.1. RelaXiVité des COMPIEXES ......c.vcviiieie et 170
2.3.1.1. [Gd(dhgN-S03)(H20)s]* et [GA(thgN-SO3)(H20)2]% .vovvvvieeeeeeieee, 170
2.3.2. Influence des anions endogeénes sur la relaxivité ............cccocceevveeiiiciieceenns 177
2.3.3. Relaxivité dans ’albumine............ccceeiiiiiiiiii i 180
2.34. Relaxivité dans avec 18 SEMUM ........cccviviiiieiee e 181
2.3.5. IMAGES TR .. e 183
3. Complexes de HzdhgN-gly et HadNgN-aSP .....cveoiieriiiiiiie e 186

3.1.  Etude structurales en SOIUTIONS ..........cceieiiiiiiiieie e 186
3.1.1. EtUde RMIN ..ot 186
3.1.1.1. Ligand HadNgN-glY .....ocveiieie e 186
3.1.1.2. Ligand HadNgN-aSP ... .ooeiiieiiie e 187

3.2.  Etude de la relaxivité des COMPIEXES .......cceevvieeiveiiiiieie e 188
3.2.1. RelaxiVité des COMPIEXES ......ocvciiiiiiiire e 188
4.,  Complexes dérivés de I'ThOmOSETING. ......cciveiiiiiiiiiie it 189
BIDHOGrAPNIE ... 195

115



1. Complexes de gadolinium dérivés du 1,4,7-
triazacyclononane

Comme nous 1’avons vu précédemment, la relaxivit¢ des complexes de gadolinium III
commercialement utilisés est trop faible pour des applications en imagerie moléculaire. La
théorie indique que I’optimisation des différents paramétres, le nombre de molécules d’eau q,
la vitesse d’échange ke et le temps de corrélation rotationnelle z; pourrait permettre d’accéder

a des relaxivités bien plus élevees.

Des complexes basées sur le pivot 1,4,7-triazacyclononane ont déja été étudiés, notamment au
sein de notre laboratoire. Cette architecture s’est montrée particuliérement adaptée pour la
complexation des lanthanides. Ainsi les complexes symétriques comme le [Ln(tpatcn)]* ou
asymétriques comme le [Ln(bpatcn)(H,0)]* présentent des structures rigides en solution dans
lesquelles les bras et les azotes du macrocycles restent parfaitement liés au centre métallique.
Les complexes de Gd(III) correspondant avaient mis a jour I’influence de 1’architecture des
complexes sur la relaxation électronique. En effet, le temps de relaxation électronique de ces
deux complexes s’est avéré bien plus lent pour ces deux complexes que pour des analogues
présentant les mémes unités chélatantes picolinates mais une architecture moins rigide et
moins symétrique comme le ([Gd(bpeda)(H20)] 3. L’étude des complexes de
[Gd(ebpatcn)(H,0)] et [Gd(pbpatcn)(H20)]" a également mis en évidence que des vitesses
d’échange rapide (40 a 85 x 10° S'l) pouvaient étre atteintes avec ce type d’architecture.
Toutes ces propriétés physiques conduisent a une amélioration de la relaxivité. Nous avons
donc repris cette architecture pour le design de complexes basés sur une unité chélatante

hydroxyquinoléine.

AN
\ N/\ AN
055X NN\ ]

Figure 3.1 Complexe de [Gd(thqtcn-SO3)]*

Un complexe hydrosoluble de lanthanide (figure 3.1), le [Ln(thgtcn-SO3)]* a déja été étudié

au sein du laboratoire *, mais uniquement pour ses propriétés de stabilité ainsi que celle liées &
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la luminescence dans le proche infra-rouge. Bien que ne présentant aucune molécule d’eau en
premiére sphere de coordination, il nous a paru intéressant d’étudier la relaxivité du
complexe. En effet, si I’absence de molécule d’eau directement liée au centre métallique est la
plupart du temps rédhibitoire pour 1’utilisation des complexes comme sondes magnétiques, il
existe cependant quelques exemples dans la littérature de complexes g = 0 qui présentent des
valeurs de r; non négligeables. C’est le cas des complexes présentant des groupements
phosphonates qui ont la capacité de retenir les molécules d’eau en seconde sphére par des
liaisons hydrogénes. Ainsi, le complexe de [Gd(DOTP)"] ainsi que ces dérivés [Gd(Cyi-
DOTP)] et [Gd(Cs-DOTP)>] (figure 3.2) présentent des valeurs de r; comparables & celles
des complexes mono hydratés (respectivement 4,7 ; 5,1 et 4,6 s*.mM™ & 20 MHz). Si la
contribution de spheére externe est due a la diffusion des molécules d’eau a proximité du
complexe, la contribution de seconde sphére est due a des molécules d’eau qui sont associées
au complexe avec un temps de résidence beaucoup plus long (>10™° s) que le temps de
corrélation translationnelle (~10™* & 10™° s) associé & la simple diffusion. Cette contribution
de seconde spheére est liée a la charge globale du complexe et la nature des groupements en
surface de ce complexe. Les groupements phosphonates sont capables de lier fortement les
molécules d’eau en seconde sphére et d’induire une relaxivité comparable a celle d’un

complexes g = 1.

o R 9
(HORP— (\N%H(omz

R H DOTP
E j (CH)7CH3 Cg-DOTP
o) o]
N N (CHy)1oCH3 C41-DOTP

(HOLP— \__/ “—P(OH),

Figure 3.2 Ligand HgDOTP et ces dérivés C8-DOTP et C11-DOTP

Aux vues des bonnes performances des complexes [Yb(thqtcn-SO3)]* et [Nd(thqten-SO3)]*
pour la luminescence proche infrarouge®, I’obtention d’une relaxivité comparable a un
complexe mono hydraté serait particulierement intéressante, le nombre de composés
permettant d’associer la luminescence proche infrarouge et le contraste IRM étant, comme
nous avons pu le voir en introduction, relativement rare dans la littérature®®. La présence de
groupements chargés négativement et de groupement OH susceptibles de former des liaisons
hydrogénes est prometteur pour I’obtention de relaxivité de seconde sphere. En partant de ce
complexe, nous avons décidé de préparer les analogues mono et bis hydratés, afin

d’augmenter la relaxivité de ces complexes par rapport aux complexes [Ln(thqtcn-SOs)]*.
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Pour obtenir ces composés, le ligand Hsthqtcn-SO; a été modifié en remplagant
respectivement un et deux bras hydroxyquinoléines par un et deux groupements phénols

plutdt que des groupements carboxylates comme cela avait été fait pour le ligand tpatcn.

FN AT Pt
—, M M
| \‘Qé’rlk“ O S ) TS
(Y e A
& 5 20
Al H'QHD ° o =Lf|1\0 0 0’6 HD\ o
H™H H H

[Gd(mpaten)(Hz0)z] | Gd(bpaten)(H,0)]  [Gd(pbpaten)(Hy0)]" | Gd(ebpaten)(Hy0)]
Figure 3.3 Complexes basés sur une architectures 1,4,7-triazacyclononane et des unités

chélatantes picolinates

En effet, pour la préparation d’analogue du [Gd(tpatcn)], un ou deux picolinates avaient été
remplacé par des bras carboxylates, afin d’augmenter le nombre de molécules d’eau en
premicre sphere, et d’étudier I’influence des modifications de la structure sur la relaxation
¢lectronique et la vitesse d’échange des molécules d’eau. Dans notre cas, le choix du phénol
s’explique par différentes raisons. D’abord, d’un point de vue synthétique, les bras
carboxylates ne resistent pas a la sulfonation et la réaction conduit a une décarboxylation.
Ensuite la présence du cycle aromatique permet d’obtenir un bras plus rigide qu’un bras
carboxylate. Enfin, les valeurs des pK, des groupements hydroxy du phénol et de
I’hydroxyquinoléine sont relativement proches, alors que le pKa du carboxylate est lui bien
plus acide. En effet le pK, de I’orthohydroxybenzaldéhyde est de 7.95, celui de la 5-sulfo-8-
hydroxyquinoléine est de 8.42%. Le complexe de [Gd(thqtcn-SOs)]* étant particuliérement
stable, nous avons cherché a modifier le moins possible I’environnement direct du lanthanide
et donc a conserver des valeurs de pKa suffisamment proche en espérant conserver cette

stabilité élevée.

Figure 3.4 Complexe [Gd(dhqtcn-SOs)(H,0)]* et [Gd(hqgtcn-SO3)(H20),)]*
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1.1. Synthese des complexes

Les ligands Hsthgtcn-SOs3;, Hidhqgtcn-SO3; et Hshqtcn-SO3 réagissent dans 1’ecau avec un
équivalent de chlorures de lanthanides (I11), pour donner, aprés ajustement du pH avec une
solution de KOH ou de NaOH, des complexes de stoechiométrie 1 : 1. Les complexes ont été,
a chaque étude, synthétisés in situ. L’absence de lanthanides libres dans le milieu a été testée

par le test du xylenol orange®.

1.2. Etude structurales en solutions

1.2.1. Etude RMN

Les complexes de différents Ln(ll1) (Lnh= Nd, Eu, Y) avec les différents ligands ont été
étudiés par RMN *H en solution aqueuse. Plusieurs études structurales ont été reportées dans
la littérature pour des ligands polyaminocarboxylate cycliques, de type DOTA®*!. Dans ces
complexes, différents équilibres conformationels ou de coordination ont été observés. Avec
un ligand de type DOTA, le cycléne peut adopter deux conformations (6603) ou (AAAA) selon
la valeur des angles de torsion N-C-C-N. De la méme facon les bras acétates peuvent avoir
une orientation gauche (A) ou droite (A), ce qui donne quatre stéréoisomeres possibles en
solution entre lesquels des interconversions peuvent avoir lieu. De fagon similaire, un tel
comportement peut étre envisagé pour nos complexes basés sur la plateforme
triazacyclononane. Ainsi la torsion du tacn induit deux conformations possibles (660 ou AAL)
et ’orientation des bras chélatants peut prendre deux orientations (A) ou (A). Nos complexes
peuvent donc exister sous la forme de quatre stéréoisomeéres. (A(3508), A(AA), A(885),
A(AML)). Par un changement simultané du sens d’enroulement des bras et de la torsion du
cycle, on passe d’un énantiomére a 1’autre. En ne changeant que 1’hélicité des bras ou celle du

cycle, on passe d’un diastéréoisomére a ’autre.
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Figure 3.5 Représentation schématique des différents mécanismes d’échanges entre les

isoméres du [Ln(dhqtcn-SO3)]*

1.2.1.1. Ligand Hsthqtcn-SO;
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Figure 3.6 Spectre proton *H [Nd(thqtcn-SO3)]*, D,O, pD =7.4, 70°C, 400 MHz*
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Les spectres RMN 'H dans I’cau (a 25°C et a 70°C sont en accord avec la formation d’une
espéce paramagnétique rigide de symétrie Cs. En effet, seulement dix signaux sont observes
conformément a une symétrie C3 : quatre signaux sont attribués aux protons diastéréotopiques
du cycle triazacyclononane (0.62, 1.30, 1.75, 4.50 ppm), deux résonances correspondent aux
protons ethyléniques des bras portant les quinoléines (5.16, 5.54 ppm). Les quatre derniers
signaux sont attribués aux protons de I’hydroxyquinoléine (6.81, 8.75, 9.46, 10.52). Ces
résultats sont similaires & ceux obtenus pour les complexes [Ln(tpatcn)]*, qui ne présentent
que neuf signaux attribués de la méme facon que pour notre complexe ( trois résonnances
pour les picolinates, quatre résonnances pour les protons du cycle triazacyclononane et deux
pour les protons éthyléniques des bras). Cette signature spectrale est en accord avec la
présence d’une structure rigide dans laquelle les bras hydroxyquinoléines restent coordonnés

au centre métallique a 1’échelle de temps de la RMN.

1.2.1.2. Ligand Hzdhqtcn-SO;

Contrairement aux complexes de Hsthqtcn-SO3 qui présentent en solution une symétrie C3 on
attend pour les complexes de Hsdhqgtcn-SO; la formation d’espéce de symeétrie C; le
complexe ne présentant ni centre, ni axe de symétrie. Dans le cas d’une coordination rigide
des huit atomes donneurs, une telle espéce conduirait & un spectre *H RMN comportant 29
signaux distincts. En fonctions du nombre d’espéces en solution (figure 3.5), plusieurs cas de
figures sont envisageables :
- Les deux paires de diastéréoisomeéres sont présentes en solution sans interconversion.
Dans ce cas, deux groupes distincts de 29 signaux chacun sont observés sur le spectre
'H RMN.
- Une seule paire d’énantiomeéres est présente en solution et il n’y a pas de phénoméne
d’échange. Le spectre *H RMN comporte alors un seul jeu de 29 signaux distincts.
- Un échange rapide entre les deux énantiomeres a lieu: une espece moyenne de
symétrie Cs est observée, et la coalescence des 29 signaux conduit a un ensemble de

15 pics.

121



CH.))tcn
H4 H4’ (CH,)

ppm (t.I)Q.O 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Figure 3.7 Spectre proton *H [Y(dhqtcn-SO3)(H,0)]*, DO, pD =7.4, 25°C, 500 MHz

Sur le spectre RMN 'H du complexe d’Y(III), on peut observer 29 signaux. Huit signaux
correspondent aux protons des deux hydroxyquinoléines (8.97, 8.93, 7.95, 7.80, 7.67, 7.59,
6.68, 6.61 ppm), trois correspondent aux protons du phénol (7.50, 7.42, 6.36 ppm). Six
signaux sont attribués aux protons éthyléniques des bras et douze signaux qui se recouvrent
partiellement correspondent aux protons du macrocycle. Le spectre est en accord avec une
architecture rigide et la présence d’un couple d’énantiomére A(550)/A(AAL) ou A(AAAL)/A(509).
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Figure 3.8 Spectre proton *H [Nd(dhqtcn-SOs)(H,0)]*, D,O, pD =7.4, 500 MHz & 70°C

(A), 25°C (B) et agrandissement a 70°C entre 0 et 16ppm (C)
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Pour le complexe de Nd(I11) les signaux se trouvent sur une plus grande plage de déplacement
chimique du a son paramagnétisme. Le spectre est parfaitement figé et présente également 29
signaux qui se recouvrent partiellement. La variation de température n’a que trés peu
d’influence sur les spectres (figure 3.8) et ne met en lumiére aucun phénomeéne d’échange ou
de coalescence. Cependant, elle permet de mieux distinguer les 29 signaux confirmant ainsi la
symétrie C, pour le complexe de Nd(IIl). Sur le spectre a 70°C, les expériences COSY et
NOESY permettent d’attribuer les protons des hydroxyquinoléines (8 signaux, 12.25, 12.12,
9.00, 8.91, 8.51, 8.26, 7.16, 6.94 ppm), les trois signaux correspondant aux phénols (11.18,
10.95, 5.85 ppm), les protons des éthyléniques des bras quinoléines (14.66, 12.61, -5.16, -
5.94) ainsi que du bras phénol (13.60, 3.02 ppm). Les autres signaux correspondent aux
protons du macrocycle (21.30, 18.86, 7.35, 6.44, 5.17, 5.07, 3.02, 2.54, 1.98, 1.49, 0.98, -
28.13 ppm). Ces expériences confirment la présence d’un seule couple d’énantioméres en
solution et, de maniére analogue aux complexes de [Ln(tpatcn)]* et de [Ln(thqtcn-SO3)]* * le
montrent, [’absence de phénomene dynamique a I’échelle de temps de la RMN. A contrario,
les complexes non symétriques dérivés du [Gd(tpatcn)] ont montré que le remplacement d’un
des bras picolinates par un bras carboxylates ou phosphates avait une incidence sur la rigidité
du complexe et les études en température sur ces complexes ont mis en évidence I’existence
d’un processus dynamique. Dans notre cas, la substitution d’une hydroxyquinoléine par un
phénol n’a pas modifié la rigidité de la structure.

L’étude de ces deux complexes montre que notre ligand s’adapte parfaitement a des ions
lanthanides de différentes tailles, puisque les spectres se montrent parfaitement figés aussi
bien pour le Nd(lIl) (1.16A) que pour I’Y(III) (1.06 A) dont la taille est proche du Gd (l1)
(1.10 A). L’enroulement de la structure permet de s’adapter au mieux a la taille de 1’ion

considéré.

124



1.2.1.3. Ligand Hzhqtcn-SO;
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Figure 3.9 Spectre proton *H [Nd(hqtcn-SO3)(H,0),]*, DO, pD =7.4, & 25°C, 500 MHz
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Figure 3.10 Spectres proton *H [Nd(hqtcn-SOs)(H,0),]*, D,O, pD =7.4, & 5°C, 40°C,
70°C, 500 MHz

Contrairement aux deux exemples précédents, le ligand Hshqtcn-SO3 ne forme pas une espece
rigide avec le Nd(IIl) en solution. Une étude en température a eté réalisee et si aucune

amélioration du spectre n’est observée a basse température, le spectre enregistré a 70°C, sans
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montrer 1’ensemble des signaux RMN attendus pour le complexe, présente un affinement de
certains pics. L’accélération avec la température de la vitesse des mécanismes d’échanges
conformationels conduit progressivement a la coalescence des signaux. Cependant celle-ci
n’est pas atteinte dans la gamme de température qui nous est accessible. Ces expériences
mettent en lumiere la plus grande flexibilité du ligand Hshqgtcn-SO3;. En effet, si aucun
phénoméne d’interconversion n’avait été mis a jour pour les complexes de Hsthqtcn-SOj3 et
de Hzdhqtcn-SOgs, les complexes de Hshqtcn-SO3z présentent une rigidité bien moindre a
température ambiante. Cette flexibilité accrue peut s’expliquer par la structure du ligand lui-
méme. En effet, le changement d’orientation des bras phénolates est probablement plus facile
que celui des bras hydroxyquinolines, 1’unité chélatante n’étant reliée au métal que par un seul
site de coordination. Dans le cas des complexes de Hsdhqgtcn-SOs, la présence de deux unités
quinoléines suffit probablement a contraindre ’enroulement des bras dans un sens,
contraignant ainsi le seul bras phénol. Dans le cas du ligand Hzhqtcn-SOs, le seul bras
quinoline ne suffit pas a contraindre le sens d’enroulement des deux autres bras phénol,

expliquant la flexibilité de la structure constatée en RMN.

1.2.2. Protonation des ligands et stabilité des complexes

Les trois formes complétement protonées des ligands Hsthqtcn-SOs, Hzdhgten-SO3, Hshqten-
SOs, présentent respectivement 8, 8 et 7 sites de protonations dans la gamme de pH étudiée, 2
< pH < 10. En effet dans les conditions du dosage, les trois groupements sulfonates sont
totalement déprotonés, et dans le cas du Hsthqtcn-SOs, un des azotes de 1’hydroxyquinoléine
présente un pK, trop bas pour étre déterminé. Les constantes de protonation sont déterminées

par potentiométrie.

Les dosages potentiométriques sont réalisés entre pH = 2.5 et pH = 12 et les pK, extraits de

ces mesures sont définis par les équations suivantes :
(Hoal)®"" — (Hg )" + iH" (1)
Kai = [Hei LS H T/ [Ho LD (i=1-8) (2)
Pour cela, des solutions de 10mL du ligand de concentrations connues (1.10° M) et de forces

ioniques constantes (KCI 0.1 M) sont placées dans une cellule thermostatée a 25°C. Le titrage

est effectué par une solution calibrée de KOH (0.1 M). Le pH est mesuré apres chaque ajout
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de base. La courbe (figure 3.11) représente le pH en fonction du nombre d’équivalent de bases
ajoutées. Un dosage retour avec une solution d’HCI (0.1 M) est ensuite systématiquement
effectué. Les données sont traitées mathématiquement par HYPERQUAD2000**,

Les valeurs des constantes de protonation des trois ligands sont regroupées dans le tableau

3.1. Les valeurs calculées résultent du traitement de trois dosages aller-retour indépendants.

ligand Hsthgtcn-SO;*  Hadhqten-SOs; Hshgtcn-SO;
pKa 1 2.04(2) -
8.51(1
pKa 2 @) 4.61(2) 4.16(3)
pKa 3 8.01(8) 8.10(1) 7.58(3)
pKa 4 8.78(1) 8.52(1) 9.13(3)
pKa5 8.98(4) 19.39(1) 9.83(3)
oKa 6 10.25(2) 10.80(3)
pKa7 22.51(3) 23.15(9) 23.86(2)
pKa 8

Tableau 3.1 Constantes de protonation des différents ligands dérivés du
triazacyclononane

Dans certains cas, lorsque les deux valeurs de pK, sont trop proches, il est impossible de
déterminer la valeur exacte des deux pK,, qui sont alors exprimés sous la forme d’une somme.
Les pKa 1 et pKa 2 peuvent étre attribués a la déprotonation des azotes des pyridines. Dans le
cas des trois ligands, les valeurs s’approchent de la valeur rapportée pour la 5-sulfo-8-
hydroxyquinoléine (pK. = 3.92)° et sont en accord avec les pK, publiés pour les ligands
tripodes basés sur la 2-carboxy-8-hydroxyquinoléine (3.70 et 4.62)*%. Les pK. 3, 4 et 5
correspondent a la déprotonation des groupements hydroxyles. Pour le ligand Hzdhgtcn-SO3
les pK; 3 et 4 correspondent aux groupements hydroxyles des quinoléines et sont similaires
aux valeurs reportées pour la 5-sulfo-8-hydroxyquinoléine (pKa. = 8.42)%. Pour le ligand
Hshqtcn-SOs, le pK, 3 (7.58), bien que présentant une valeur plus faible que pour les autres
ligands, peut étre attribué a la déprotection du groupement hydroxyle de la seule quinoléine
du ligand. On peut encadrer cette valeur par les pK; les plus faibles attribués a des
groupements hydroxyles du TSox*® et du T2Sox, respectivement 6.40 et 8.33. Le pK, 5 n’a
pu étre determiné pour le Hzdhqgtcn-SO3 seul mais correspond au proton du phénol. Les pK; 4

et 5 du Hshgtcn-SOj3 correspondent aussi aux deux phénols, le pK, du phénol étant de 9.95.
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Dans les trois cas, la somme des pK; 5 et 6, correspondant a un phénol et a un azote du
macrocycle oscille entre 19.34 et 20.63. Les derniers pK, (6, 7, 8) correspondent a la
déprotonation des azotes du macrocycle. Ces valeurs sont en accord avec la déprotonation du

dernier azote du 1,4,7-triazacyclononane, dont le pK, est de 10,42,

12,00 -

10,00 A

8,00 -

L 6,00

4,00 A

2,00 ~

0,00 T T T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

n(KOH)/n(L)

Figure 3.11 Courbes de titrations normalisées pour les ligands Hszdhqtcn-SO; (---) et
Hshqtcn-SO3 (---)

Les constantes de stabilité des complexes de Gd(lIl) et Zn(ll) n’ont pu étre mesurées par
potentiométrie. En effet, méme au pH acide de départ, le complexe est déja presque
complétement formé. La courbe de titration potentiométrique des complexes ne nous permet
donc pas de déterminer les constantes de stabilité globales des complexes. Pour contourner ce
probléme, la stabilitt des complexes de Gd(lll) et de Zn(ll) a été mesurée par
spectrophotométrie UV-visible grace a une méthode de titration compeétitive avec le ligand

1.1518 consiste a faire varier la

Hsdtpa. Cette méthode, déja utilisé par Raymond et a
concentration de Hsdtpa de 0.01 équivalent a 100 équivalents. Les concentrations des deux
complexes en solution sont déterminées pour chaque échantillon et il est ainsi possible
d’accéder a la constante de stabilite de notre complexe précisément pGd (pGd= -log [Gda]
pour une concentration totale [Gd]ww=10° M et [Llww= 10° M). Le graphique
log([Gd(DTPA)]/[GdL]) en fonction de log([DTPA]J/[L]) donne directement la différence de

pM entre notre ligand et la DTPA (log([DTPA]/[L]) quand log([Gd(DTPA)]/[GdL]=0).
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ApM =x; pGd = pGdgipat X

Dans la procédure initiale, le complexe 1 : 1 entre le métal et le ligand est formé dans chaque
échantillon et différentes quantités de Hsdtpa sont ajoutées. Dans le cas des ligands Hsthgtcn-
SO; et Hzdhqtcn-SOsg, il n’a pas été possible d’effectuer la procédure dans cet ordre. En effet,
méme en ajoutant 100 équivalents de Hsdtpa dans 1’échantillon, il est impossible de déplacer
le meétal. Ces deux ligands forment donc des complexes particulierement inertes
cinétiquement avec le Gd(lI11). Pour parvenir a une constante de stabilité, nous avons procédé
de la facon inverse, a savoir ajouter un équivalent de métal a des solutions de Hsdtpa de

différentes concentrations puis, aprés équilibration, ajouter un équivalent de notre ligand.

Les valeurs des constantes de stabilité sont rapportées dans le tableau 3.2.

ligand Hsthgtcen- Hsdhgten-  Hshqten-SO3
S0;* SO;
pGd 19.8 (2) 19.8(2) 19.1(2)
pZn - 14.8(2) -
ApM 5.0
>pKa 67.0 65.8 64.4

Tableau 3.2 Constantes de stabilité des complexes de Gd(111) et Zn(11)

Le pM permet de comparer les propriétés de complexation des différents ligands en
s’affranchissant de I’influence liée aux propriétés acido-basiques du ligand. Il est défini

comme suit :

pM = - log [M]jipre a pH=7.4
avec [L]iota = 10° M et [M]o = 10° M

Les constantes de stabilités de nos complexes de gadolinium sont comprises entre 19 et 20, ce
qui représente une trés bonne stabilité thermodynamique, comparable avec les agents de
contrastes commerciaux. En effet les stabilités des nos complexes sont situées dans la plage
de valeurs admise pour les agents commerciaux, (log Keg. =16.85 pour le Gd(DTPA-BMA),
log KeaL =25.3 pour le Gd(DOTA)Y. La stabilité de nos complexes peut étre rapprochée de
celle du Gd(DTPA). Comme nous 1’avons vu en introduction, cette stabilité est tres

importante du fait de la forte toxicité du gadolinium libre en milieu biologique®®*®,
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Les différences de stabilité thermodynamique entre les complexes sont relativement faibles.
Pour les complexes de [Gd(thgtcn-SO3)]* et de [Gd(dhgtcn-SOs)(H.0)]*, la réduction de la
denticité du ligand n’a pas d’influence sur la stabilité¢ des complexes. Pour le [Gd(hqgtcn-
S03)(H,0),]*, il y a une variation de la stabilité méme si elle reste limitée (ApGd = 0.7).
Entre ces différents ligands, la somme des pKa est relativement proche, puisque la basicité
des groupements hydroxyles des hydroxyquinoléines et des phénols est relativement proche.
Méme si ’effet chélate est plus important dans un complexe comportant plus d’atomes
donneurs, il est possible que la contribution des azotes des pyridines soit relativement limitée,
et qu’elle n’ait de ce fait qu’une faible influence sur la stabilité. La différence ne devient
sensible que lorsque deux contributions des pyridines sont supprimées. Ceci pourrait

expliquer la proximité de stabilité entre les trois complexes.

Une autre propriété importante est la sélectivité de nos ligands par rapport a d’autres métaux.
Méme si de nombreux métaux existent en milieu biologique, le zinc est un des seuls qui
présente des concentrations suffisantes en milieu biologique pour envisager une
transmétallation et qui se retrouve sous forme libre (et non pas complexé par diverses
protéines comme d’autres métaux) au sein des organismes. Le calcium est aussi un des cations
endogenes présent en grande quantité mais il s’accommode d’un nombre de coordination
moindre (CN = 6) et les liaisons ioniques sont privilégiées. Les différents azotes du ligand
interviennent donc dans la coordination mais ne contribuent pas a sa stabilisation. De son coté
le Zn(Il) peut former des liaisons covalentes avec les azotes. C’est donc la stabilité des
complexes de Zn(Il) qu’il est nécessaire de tester. Dans le cas de nos ligands, nous avons
obtenu une différence entre les deux constantes de complexation ApM de I’ordre de 5. Cette
différence notable permet de conclure a une forte sélectivité de nos ligands en faveur du
Gd(ln.

De plus, la forte stabilité cinétique pour deux de ces ligands est un atout supplémentaire. En
effet, malgré des stabilités thermodynamiques fortes, ces constantes ne rapportent pas
forcément la cinétique du processus de transmétallation. Cette donnée est en effet difficile a
anticiper et n’est pas corrélée avec la stabilité thermodynamique. Ainsi, R.N. Muller et al. %
ont montré que le [Gd(BOPTA)(H,0)]*, qui ne présente qu’une légére modification de
structure par rapport au [Gd(DTPA)(H,0)]%, subit la transmétallation vis-a-vis du Zn(I1)
(mesurée pour une diminution de relaxivité de 20%), 2.5 fois moins vite que le
[Gd(DTPA)(H,0)]*. Cette étude montre également que les systémes macrocyclique dérivés

du DOTA sont bien moins sensibles a la transmétallation que des systemes linéaires. La
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grande inertie cinétique de nos complexes ainsi que la différence d’affinité observée entre le
Gd(I11) et le Zn(Il) nous permet de conclure que des systemes basés sur une plateforme
macrocyclique comme le 1,4,7 triazacyclononane s’averent peu sensibles aux phénomenes de

transmétallation.

1.3. Etude de larelaxivité des complexes

1.3.1. Relaxivité des complexes

1.3.1.1. [Gd(thqtcn-SO4)*

La plupart des agents de contrastes utilisés cliniquement sont des complexes de Gd(I11) mono
hydratés. Il est donc normal que la plupart des recherches se concentrent sur I’optimisation de
ces complexes, notamment en optimisant la vitesse d’échange de cette molécule d’eau et le
temps de corrélation rotationnel de tels complexes. Cependant des exemples dans la littérature
montrent qu’il est possible d’obtenir une relaxivité semblable a des complexes mono aqua par
la présence de molécules d’eau en seconde sphére?. De plus, de fortes valeurs de relaxivités
ont été obtenues pour des complexes comportant plusieurs groupements carboxylates libres?
ou des groupements dendritiques comportant des glucoses?. L’interprétation de ces données a
montré une forte contribution des molécules d’eau de seconde sphére. Cependant, les
parameétres menant a une compréhension plus approfondie de la contribution de seconde
sphére sont mal connus et il est toujours difficile d’évaluer a priori la contribution de la
seconde sphére dans la relaxivité d’un composé donné. L’effet est cependant bien connu dans
les composés ou des groupements carboxylates ont été remplacés par des groupements

phosphates®*?°.

Mais ces groupements phosphates induisent des effets électroniques
défavorables a la relaxivité des complexes de gadolinium*’

Dans ce contexte, les groupements quinoléines peuvent s’avérer intéressants dans 1’optique
d’une contribution de seconde sphére. En effet, la forte basicité des groupements hydroxyles
peut permettre la formation de liaisons hydrogénes avec les molécules d’eau environnantes,
permettant de maintenir des molécules d’eau a proximité du centre métallique. En dépit de
I’absence de molécule d’eau directement liée au centre métallique, le complexe de
[Gd(thgtcn-SO3)]* présente une relaxivité de 5.1 mM™s™ (20MHz) dans I’eau a pH = 7.4.
Cette relaxivité est trés inhabituelle pour un composé q = 0 et est comparable a celle des

complexes mono hydratés. Elle est méme supérieure a la relaxivité d’'un complexe comme le
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[GA(DOTA)(H,0)] (4.2 mM™s™). Les mesures de luminescences ont permis de confirmer
I’absence de molécules d’cau en premiére sphére pour le complexe de [Gd(thgtcn-SO3)]>."
Dans ce cas, la valeur de la relaxivité du complexe ne peut étre due qu’aux contributions de
sphere externe et de seconde sphére. L’analogue tris-picolinate, le [Gd(tpatcn)], également
dépourvu de molécule d’eau en premicre sphere, présente une valeur de la relaxivité bien plus
faible (r, = 1.89 mM™s™ at 30 MHz). Dans ce complexe, la relaxivité n’est due qu’a la
contribution de sphére externe. Méme si les picolinates et les hydroxyquinoléines ne
présentent pas les mémes propriétés de complexations, les complexes [Gd(thgtcn-SO3)]* et
[Gd(tpatcn)] présentent une architecture similaire et forment tous les deux des complexes
rigides en solution. La valeur de la relaxivité du [Gd(tpatcn)] représente une bonne
approximation de la contribution de sphére externe du [Gd(thqtcn-SO3)]*. Cette contribution
de sphere externe tres inférieure a la relaxivité du complexe, indique qu’une contribution de
seconde sphére pourrait expliquer une valeur si élevée. Afin de déterminer plus précisément
cette contribution, des études plus approfondies ont été menés sur ce complexe.

Comme nous venons de le noter, la relaxivité expérimentale r,  des protons de I’eau H,O est

exp
nettement plus élevée que la relaxivité attendue pour un complexe de Gd** sans molécule

d’eau en sphére externe. Par exemple, dans une solution a pH = 7.37, a 35 MHz, r,, =5.74

exp
mM™.s est trois fois supérieure a la valeur théorique =1.7 s*-mM™ prédite par la théorie
ABHF de relaxivité de sphére externe supposant une distance minimale d’approche Gd** -
proton a,,, = 3.6 A et négligeant les modestes effets de la relaxation électronique a cette
fréquence. Dans la plupart des cas, un tel supplément de relaxivité est attribué a un
mécanisme de seconde spheére, c’est-a-dire a la présence de molécules d’eau situées a
proximité de ’ion Gd**, liées temporairement & son ligand (par exemple via des liaisons
hydrogéne) et s’échangeant avec les molécules d’eau voisines de sphére externe. Les

expressions théoriques des relaxivités r*° et r2’ de seconde sphére sont analogues a celles

de sphére interne, les paramétres q, r, et z,, étant remplacés par les parametres prime q',

r'y et 'y, qui désignent respectivement le nombre effectif de molécules d’eau de seconde

sphére, la distance effective des protons de ces molécules & Gd** et leur temps moyen de
résidence avant échange. Toutefois, la liaison des molécules d’eau de seconde sphére au

ligand étant labile, 7',, est beaucoup plus court que z,, et négligeable devant les temps de

. . e - ' ' H 28 28 A
relaxation intramoléculaire T, et T' . Par ailleurs, r”> et r . dependent de z, de la
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méme facon que leurs analogues de sphére interne. 1l est donc souhaitable de mesurer ,

avant d’estimer ' et r', .

Détermination de r,

Dans le cas d’un complexe sans molécule d’eau de sphére interne, la valeur de z, peut étre
obtenue directement a partir des temps de relaxation des spins de deutérium remplacant des
protons équivalents du ligand coordonnant un ion diamagnétique de terre rare comme Y**,
La** ou Lu** qui a une chimie analogue & celle de Gd**. Les mesures de RMN sont simples,
mais la synthése du ligand partiellement deutéré peut s’avérer trés onéreuse en réactifs. Pour
éviter ce probleme, nous utilisons une méthode alternative proposée par P. H. Fries et basée

sur I’étude des temps de relaxation T/"™ et Tli;"a de protons d’un ligand non deutéré, ayant

des raies bien séparées dans un complexe rigide LnL (L = ligand) avec Ln = Y**, La** ou

Lu®*. Pour cette étude, le complexe d’Y>* a été choisi.

H4 HE all
H3

Ha/Hb

HaMHb

Ba,ﬂ (ﬂ.PD 8.50 8.00 7.50 7.00 650 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 3.50 3.00 2,50 2.00 1.50

Figure 3.12 Spectre proton *H [Y(thgtcn-SO3)]*, D,O, pD =7.4, 25°C, 500 MHz

Si on considere un tel complexe animé d’une rotation Brownienne de temps de corrélation 7, ,

le proton | = 1/2 étudié est situé a des distances fixes r, des protons voisins I, entrainant sa
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relaxation par interaction dipolaire magnétique intramoléculaire. Les temps de relaxation

T, et Tlipntra de ce proton sont donnés par les expressions théoriques suivantes :

_ . 2 1 4
intra — Tmtra _ 4h2 =
R =1/T, 57 Zk:rf "| 1+ 0t 1+4a),2ff
. 1 5 2
Equation 3.1 RIM™ =1/T""™ == yin?1 ( —r +
d ]/ ]/' Zk: rk6 o 1+ a)lzrr2 1+4a),zrr2

Pris indépendamment, les temps de relaxation dépendent de la structure du ligand au travers

1 \ . s . :
du facteur 2—6. En revanche, sur un spectrométre standard opérant a une fréquence fixe
k Ty

v, =@, [(2r), le quotient ™™ /T"™ = f (@,,7,) est une fraction qui dépend seulement du
temps de corrélation rotationnelle z,. La valeur de 7, est obtenue en résolvant

numériquement 1’équation f (e, 7,)=To* /Thee ol Too?, Th? sont les temps de

relaxation expérimentaux déduits des temps de relaxation mesurés T,, T, , par les équations

111
Tler:(tra - T -I-inter
Equation3.2 { ** '
1 11
intra 4 inter
Tlpexp Tlp Tlp

1/TM, /T étant les petites contributions intermoléculaires aux vitesses de relaxation

dues au dioxygéne paramagnétique dissous et voisines de 0.05 s dans une solution non

dégazée. L application de la méthode aux mesures de T, T, , de protons de [Y (thgtcn-SO3)]*
dans D,O reportées dans le tableau 3.3 conduisent aux valeurs moyennes de z, = 667, 500,
360 ps a respectivement T = 278, 288, 298 K. La viscosité de DO vaut 7, , = 1.987, 1.451,
1.100 a ces températures successives. On vérifie que z, est proportionnel a 77D20/T selon

I’équation de Debye, Stokes, Einstein dans la mesure ou les rapports , (T)/z, (298) = 1.39,
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1.85 respectivement a T = 278, 288 K sont en trées bon accord avec les rapports

[ 71,0 (T)/715,0 (298 K) | (298/T) = 1.36, 1.94 & ces températures.

D’aprés 1I’équation de Debye, Stokes, Einstein, le temps de corrélation rotationnelle 7, dans
H,0 & une température T peut se deduire de sa valeur dans 7, , ,(298) dans D,O & 298 K par
I’équation

Mo (T) 298
1,0 (298) T

A 298 K, comme 7, /nmy, o= 1.23, on trouve 7, = 293 ps. Nous pouvons maintenant

Equation 3.3 7, =7, ,(298)

chercher a reproduire par la théorie la relaxivite expérimentale r,, = 5.74 st.mM™? due &

exp
[Gd(thqtcn-SO5)]* & 35 MHz. Nous supposons que les molécules d’eau de seconde sphére se
trouvent parmi les molécules de sphére externe dont les protons s’approchent le plus de Gd*',

donc sont & la distance r', = a,, = 3.6 A de cet ion. Dans ce cas, la valeur 5.74 s*-mM™ de

., €St obtenue théoriquement pour q'=1.07, ce qui semble une valeur effective raisonnable.

Néanmoins, pour verifier la pertinence de notre modele, nous avons mesuré T, T, des

protons de HOD sans [Gd(thqtcn-SO3)]* (voir tableau 3.4) et avec ce complexe (voir tableau
3.5) dans D,0 a hautes fréquences . Notons que la relaxivité longitudinale dans le référentiel

tournant r;, associée a T, est égale a la relaxivité transversale r, associée a T,. Les relaxivités
expérimentales longitudinale r, et mélangée r_ . 5(3/2)(r1p —rl/2) obtenues a partir de ces

données sont présentées dans le tableau 3.6. L’application du modéle précédent a 298 K

conduit a des valeurs théoriques r,= 6.2, 4.0 mM™.s & 200, 500 MHz nettement supérieures

aux valeurs expérimentales correspondantes 3.9, 3.2 mM™.s™. Le désaccord avec I’expérience

est encore plus flagrant dans le cas de r_. qui, 8 500 MHz, a une valeur théorique 7.4 mM™.s

mix
! non pas supérieure, mais presque deux fois plus petite que sa valeur expérimentale
13.1 mM™s?. Les différences importantes entre les prédictions théoriques et I’expérience,
encore confirmées a 278 K, souligne I’inadéquation du modéle de sphére externe avec la
contribution importante de mécanisme standard de seconde sphére. Il n’existe donc pas de
théorie disponible capable d’interpréter les mesures de relaxivité due au [Gd(thqten-SO3)]*.
D’une maniére générale, la relaxivité des protons d’une espéce en solution est fonction de sa
dynamique moléculaire par rapport a I’ion Gd** complexé. Compte tenu de la géométrie trés

anisotrope du complexe avec ses trois grandes « ailes » rigides et fortement hydrophobes
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formées par les bi-cycles aromatiques des hydroxyquinoléines, il est intéressant d’approfondir
I’é¢tude de cette dynamique en étudiant la relaxivité de solutés sondes comme le méthanol
MeOD, le t-butanol, t-BuOD et le p-dioxane dont la tendance a former des liaisons hydrogene

croit usqu’a di dre.
décroit jusqu’a disparaitre

5 (ppm) | 879 772 747 6.26
278K | T, (s) 1.98 236 094 2.00
T, (9 |066 077 9 0.67
5 4 - 7

S (ppm) | 871 765 7.35 6.19
288K | T, (s) 214 269 105 2.25
T (9 |05 063 023 054
7 4 7 2

o (ppm) [ 893 784 759 638 403 384 339 268 228 190
298K | T, (s) 207 241 103 202 035 029 020 025 024 0.27
088 105 052 084 1 5 6 7 0 7
Tlp (S)
3 2 6 0.12 0.13 008 0.12 0.10 0.12
9 3 1 5 4 0

Tableau 3.3. Temps de relaxation diamagnétique longitudinale T, et longitudinale dans
le reférentiel tournant T, des protons du complexe [Y(thgtcn-SO3)]* dans D,O & T =

278, 288, 298 K, mesurés & 500 MHz. La concentration de [Y(thqtcn-SO3)]* est de 6.7
mM

- . difficulté de mesure due au recouvrement des pics.

Nous avons mesuré T,, T, & des protons de ces solutes sans [Gd(thqtcn-SO3)]* (voir tableau
3.4) et avec ce complexe (voir tableau 3.5) dans D,O a hautes fréquences. Les relaxivités
expérimentales longitudinales r, et mélangées r_., 5(3/2)(r1p — rl/2) obtenues a partir de ces
données sont a nouveau présentées dans le tableau 3.6. Le résultat le plus frappant est la
grande valeur du rapport ., .. /r.. qui varie entre 4 et presque 9 pour les protons de HOD

et de toutes les sondes. Le modéle ABHF de sphére externe prédit des valeurs beaucoup plus
petites, comprises entre 1.3 et 2.0, en utilisant les coefficients d’auto-diffusion mesurés et

reportés dans le tableau 3.7 et des valeurs raisonnables de la distance minimale d’approche Gd
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— proton de HOD ou du soluté sonde. Clairement, ce modéle ne représente pas la réalité de la
dynamique moléculaire de sphére externe par rapport au complexe. Comme I’ont montré des
simulations récentes, une dynamique moléculaire de sphere externe restreinte par les « ailes »
hydroxyquinoléines et ralentie entre ces ailes est un mécanisme conduisant a un

accroissement notable du rapport 1 .o /h.. 27 Le complexe [Gd(thqtcn-SO3)]* est

m
certainement un exemple de choix pour valider ce nouveau concept d’augmentation de la
relaxivité, justifiant des études complémentaires de la relaxivité sur la plus large gamme

possible de fréquences.

TlO (S)
T (K) HOD p-dioxane MeOD t-BuOD
278 7.53 2.95 5.26 1.22
298 124 4.84 8.05 2.35

Tableau 3.4. Temps de relaxation diamagnétique longitudinale T,, des protons de HOD

et des solutés sondes p-dioxane, MeOD, t-BuOD mesurés a 500 MHz dans une solution
dans D,O & T = 278 et 298 K en I'absence de complexes de lanthanides, mais sans
dégazage de I'oxygene paramagnétique dissous. La concentration de chaque soluté sonde

est approximativement 200 mM

La bonne solubilité des complexes synthétisés dans ce travail nous a permis de mesurer la
relaxivité sans avoir recours au dégazage, en préparant des solutions de complexes de Gd** &
des concentrations supérieures a 2-3 mM. En effet, l'augmentation paramagnétique de

relaxation R (s induite par ces complexes est alors typiquement 50 & 100 fois supérieure &
la contribution R (O,) qui est due a l'oxygene dissous et peut étre négligée. Pour une
solution diamagnétique particuliere, la valeur de Ri(Oz), variant légerement autour de 0.05 s

! selon la concentration aléatoire en oxygéne, est donnée par la différence entre R, avant et

aprés dégazage. Notons que les mouvements des petites molécules considérées sont rapides de

sorte que 1’approximation du régime de rétrécissement extréme de la relaxation s’applique et

conduit a la simplification T, , =T,,.
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v, (MHz) T (K) HOD p-dioxane MeOD tBuOD

200 298 T, (ms) 682 57.7 84.7 5.1
500 278 T, (ms) 56.7 69.1 79.5 99.5
T, (ms) 193 16.3 21.7 17.1
500 298 T, (ms) 828 80.6 105.2 91.0
T, (ms) 259 23.2 29.9 23.4

Tableau 3.5 Temps de relaxation longitudinale T, et longitudinale dans le référentiel
tournant T, des protons de HOD et des solutés sondes p-dioxane, MeOD, t-BuOD
mesurés a v, =200 MHz, T = 278 K et v, =500 MHz, T = 278, 298 K dans une solution

dans D,O contenant 3.7 mM de complexe paramagnétique [Gd(thqtcn-SO3)]*. La
concentration de chaque soluté sonde est approximativement de 100 mM

v, (MHz) T (K) HOD p-dioxane MeOD tBuOD
200 298 1, (sTmM™) 3.9 4.6 3.1 4.4
500 278 o (S-MM™) 4.7 3.8 33 25
o (shmMY) 17.3 21.7 16.0 21.4
500 298 e (ST-MM™) 3.2 3.3 2.5 2.8
o (shmMY) 13.1 14.8 115 14.9

Tableau 3.6 Valeurs expérimentales des relaxivités longitudinale r et melangée r_,

exp

des protons de HOD et des solutés sondes p-dioxane, MeOD, t-BuOD dues au complexe
[Gd(thgtcn-SO3)]* & v, =200 MHz, T =278 K et v, =500 MHz, T =278, 298 K dans une
solution dans D,O

La mesure de D; de HOD et des solutés sondes a été réalisée dans une solution dans D,0O

contenant, d'une part, les trois solutés, chacun a une concentration voisine de 200 mM et,
d'autre part, 0.5 mM de Gd*" paramagnétique (solution de GdCls) pour raccourcir entre 0.1 et

1 s environ les temps de relaxation T, des protons des espéces diffusantes de maniére a

augmenter la fréquence d'accumulation des signaux RMN et réduire les durées d'expérience a
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la dizaine de minutes. La mesure de D! de [Y(thqtcn-SO3)]* a bien sir été réalisée sans Gd**

pouvant remplacer Y, ce qui nest pas pénalisant puisque les temps de relaxation

diamagnétique (intramoléculaire) T,, des protons de ce complexe sont déja courts.

D! (x10° cm?s™)

T (K) HOD p-dioxane MeOD t-BuOD YthqtenSO3
278 0.85 0.41 0.57 0.30 0.163
298 1.70 0.77 1.12 0.65 0.285

Tableau 3.7 Coefficients d'auto-diffusion D; de I'espéce X = solvant HOD, soluté sonde

p-dioxane, MeOD, t-BuOD et complexe [Y(thqtcnSO3)]* dans D,O & T = 278 et 298 K,
mesurés a 500 MHz par une méthode d'échos de spin en présence de gradients pulsés de

champ magnétique d’intensité variable

Dépendance au pH

En plus de cette relaxivité de seconde sphére inhabituelle décrite précédemment, la valeur de
la relaxivité de notre complexe varie également avec le pH. Si un mécanisme classique de
seconde sphere ne suffit pas a expliquer la relaxivité & pH = 7.4, I’hypothése la plus probable
pour expliquer 1’augmentation de la relaxivit¢ a pH acide reste la protonation des

groupements hydroxyles des hydroxyquinoléines.
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Figure 3.13 Profils NMRD du [Gd(thgtcn-SO3)]* dans I’eau & pH 3.5(¢), 5.9( ), 7.4(A),
8.5(m), 9.0 (+), 11.2(e)
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Si la variation de la relaxivité en fonction du pH confirme I’hypothése d’une contribution de
seconde sphere favorisée par la protonation des hydroxyles a pH acide, elle permet également
de confirmer I’hypothése d’une contribution de seconde sphére inhabituelle comme décrite
préecédemment. En effet, si la protonation des hydroxyles était responsable de la relaxivité a
pH =7.4, les mesures de relaxivité a des pH plus élevés conduiraient a retrouver une valeur de
relaxivité trés faible uniquement due a la contribution de sphére externe, ce que ne montrent
pas les profils NMRD mesurés a pH élevés. Cette propriété peut également étre un avantage
pour notre complexe. En effet, au cours des années, plusieurs sondes magnétiques sensibles
aux changements de pH se sont développées®®*°. Le but de ces sondes sensibles au pH est
notamment de détecter et d’anticiper le développement de cellule cancéreuse. En effet, dans le
cas de certaines tumeurs, le pH extracellulaire (pHe) est Iégérement plus acide que la valeur
du pH physiologique normal (7.4). De plus, des études ont montré qu’un pHe acide favorisait
le développement des cellules cancéreuses™. Le repérage de zone présentant un pH acide peut

ainsi étre un outil de détection de certaines cellules cancéreuses.

10 1
9 1 ¢ Zone d'intérét biologique
8 _
—~ 71 ¢
"0 6 -
S 5 .
% 4 - ®e
EE .
2 _
l -
0 T T T T T
2 4 6 8 10 12
pH

Figure 3.14 Relaxivité du complexe [Gd(thgtcn-SO3)]* en fonction du pH, dans I’eau a
20 MHz

Pour le développement de ce type de sonde, la variation de la relaxivité avec le pH doit étre
particulierement importante dans la zone s’étalant de pH = 5 a pH = 7.4. En effet, I’acidité du
milieu intercellulaire des tumeurs ne descend jamais en dessous de pH = 5 et la valeur
moyenne du pH se situe autour de 6.8. Pour notre complexe la variation de relaxivité entre pH
=59 et 7.4 de 2 mM™s™ représente un écart suffisamment important pour envisager un tel
développement pour ce complexe. Plusieurs solutions pour développer un agent de contraste

sensible au pH sont possibles. Il s’agit de faire varier en fonction du pH 1’un des parameétres
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influencant la relaxivité, a savoir le nombre de molécules d’eau en premiére sphére, la vitesse
d’échange kex ou le temps de corrélation rotationnel du complexe tr. Le [Gd(DOTA-
4Amp)(H,0)] est un exemple de complexe qui a été utilisé au sein de tissu biologique. Aux
pH inférieurs a 8 la protonation des groupements phosphonates a lieu. Ceux-ci peuvent alors
interagir via une liaison hydrogene avec la molécule d’eau coordonnée au gadolinium. Cette
interaction catalyse 1’échange de protons fortement relaxés par le gadolinium avec les protons
de I’eau environnante, ce qui a un effet similaire a une accélération de la vitesse d’échange ke
quand le pH descend. L’écart de relaxivité?® entre pH = 8 et pH = 6 est d’environ 1.5 mM™s™,

ce qui est comparable a la variation de relaxivité obtenue avec notre complexe.

2 H - 2.
R ANt N—"0s
o W
0 [ dej 0
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/‘\

206" N N po2

GdDOTA-4AMP*

Figure 3.15 Complexe [GADOTA-4Amp]>

1.3.1.2. [Gd(dhqgtcn-SOg)(H,0)]* et [Gd(hqtcn-SO3)(H,0),] *

Les résultats encourageants obtenus pour le complexes de [Gd(thgtcn-SOs)]* nous ont donc
orientés vers la synthése de complexes mono et bis hydratés dérivés du [Gd(thqtcn-SOs)]*".
Des mesures de relaxivité a pH = 7.4 des deux complexes ont montré une différence de
relaxivité entre les complexes de [Gd(dhgtcn-SO3)(H,0)]* et [Gd(hqtcn-SOs)(H20),]*, mais
pas dans le sens attendu. En effet, en comparant des deux profils NMRD, mesurés entre 0,03
et 35 MHz, le complexe mono hydraté se révele plus performant que son analogue bis
hydraté. Notons toutefois que les valeurs de relaxivités obtenues pour le [Gd(hgtcn-
S03)(H,0); J¥semblent cohérentes pour un complexe présentant deux molécules d’eau en
premiére sphére de coordination (r, = 7.34 mM™s™, 20MHz). Ces performances modestes ne
justifient pas d’interpréter la relaxivité de maniere approfondie. En revanche, nous nous
focalisons maintenant sur les valeurs du complexe [Gd(dhgtcn-SO3)(H,0)]* qui semblent trés
élevées pour un complexe mono hydraté (r; = 9.14 mM™s™, 20MHz). En comparaison, le

[Gd(DOTA)] présente une relaxivité plus de deux fois inférieure (r; = 4.2 mM™s™).
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Figure 3.16 Profils NMRD du [Gd(dhgtcn-SO3)(H20)] (¢)et du [Gd(hgtcn-
SO3)(H,0),](m) dans I’eau a pH 7.4

Pour tenter de comprendre ces valeurs, nous allons maintenant présenter une série d’études a
hauts champs, ou I’influence de la relaxation électronique est plus faible voire négligeable de
sorte que la relaxivité est bien plus facile & modéliser®®. Dans un premier temps, le
maximum local obtenu sur le profil NMRD nous indique un temps de corrélation rotationnel
1 relativement long*”*°. Pour confirmer cette hypothése, les temps de relaxation des protons
du complexes [Y(dhqtcn-SO3)]* ont été mesurés a 25°C et 500MHz.

Relaxation longitudinale dipolaire entre les protons du complexe [Y(dhqten-

S03)(D;,0)]*

Cette nouvelle méthode a été¢ développée par le Dr. Pascal H. Fries pour la détermination du
temps de corrélation rotationnel.
Le temps de relaxation d’un proton déterminé | du ligand H3dhqtenSOs du a un autre proton
localisé sur ce méme ligand a une distance connue d,,, de | est donné par’® :

. 1 2y'n 1 4
Equation 3.4 —— =<7 1(1 +2)7, +

1HH ) E!H l+(a)| T, )2 1+4(G)|Tr )2

Dans la plupart des complexes de lanthanides (Ill), la flexibilitt des ligands
polyaminocarboxylates fait que chaque proton a plusieurs voisins et que la distance entre ces
protons est mal définie. A I’opposé, le ligand Hzdhqtcn-SO3 présente une rigidité particuliére
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due a la présence de cycles aromatiques. Les protons portés par ces cycles sont a une distance
bien définie des protons voisins et sont suffisamment éloignés des autres protons du ligand.

En reprenant 1’équation 3.4, ces protons peuvent donc aisément servir a mesurer z, .

Ces mesures de T; permettent de confirmer 1’hypothése d’un tg relativement long. En
reportant ces temps de relaxations, 1’équation 3.4 permet d’évaluer une valeur tg = 320 ps
(dans D0, soit 258 ps dans H,0). Cette valeur est environ trois fois supérieure a la valeur
reportée pour le Gd(DOTA) (tr = 83 pS)20’37. L’allongement important du temps de
corrélation rotationnel tr est la principale raison de I’augmentation de relaxivité du complexe
de [Gd(dhgtcn-SOs)(H,0)]*. Un complexe de Gd(111) 1,2-HOPO mono hydraté présentant

une relaxivité élevée liée a un tr inhabituellement long existe dans la littérature (r; = 8.2 mM"

1st, 20MHz,)%®,
N N
OxNH HN.0O
™ o) o) T
2 2

Figure 3.17 Ligand H(2,2)-1,2-HOPO

Le tr long de notre complexe peut s’expliquer par une masse moléculaire importante du
complexe (MW = 959 g.mol™). Les complexes commerciaux, qui présentent des g beaucoup
plus courts, ont des masses molaires comprises entre 450 et 600 g.mol™. Le complexe de Gd
(111) 1,2-HOPO mono hydraté est lui bien plus gros et atteint une masse molaire de 952 g.mol
! comparable a celle de notre complexe. Cependant, I’augmentation de la masse du complexe
n’est pas 1’unique raison de I’allongement du temps de corrélation rotationnel, mais la rigidité
du complexe est aussi importante. La rotation d’une petite molécule est souvent supposée
isotrope et cela représente une bonne approximation. Cependant, cela n’est pas toujours
valable pour une molécule plus grosse des mouvements au sein méme de la structure de la
molécule vont induire une baisse du temps effectif de corrélation rotationnel par rapport a
celui évalué a partir de la masse molaire pour une rotation isotrope. Comme le confirme
I’étude des spectres RMN (voir § 1.2.1.2.), les complexes de [Nd(dhgtcn-SOs) (H,0)]* et de
[Y(dhqten-SO3)(H,0)]* ont des structures parfaitement figées en solution. Cette rigidité,
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alliee a la masse élevée du complexe, explique la valeur de tx particulierement longue
obtenue.

Pour les complexes [Ln(hqtcn-SOs)(H,0),]*, le manque de rigidité du complexe a été
souligné par le spectre du [Nd(hqtcn-SO3)(H.0),]* qui montrait une espéce particuliérement
flexible. L’absence de spectre parfaitement défini pour ce complexe ne nous a pas permis de
déterminer le tr par la méthode précédemment décrite. Si le complexe [Gd(hgtcn-
S03)(H,0),]* présente une valeur de relaxivité (r;= 7.34 mM™s™, 20MHz) en accord avec un
complexe bis hydraté, cette valeur reste infériecure a celle de ’analogue mono hydraté
[Gd(dhgten-SO3)(H20)] (1 = 9.14 mM™s™, 20MHz). Pourtant les masses molaires des deux
complexes sont relativement proches (926 g.mol™ pour le [Gd(hgtcn-SO3)(H,0),]* contre 959
g.mol™ pour le [Gd(dhqtcn-SO3)(H,0)]%). Cette faible différence ne suffit pas a expliquer
I’écart de relaxivité entre les deux complexes. Le manque de rigidit¢ du [Gd(hqtcn-
S03)(H,0),]* pourrait étre une des raisons pour expliquer cette valeur de relaxivité. Les
différents mouvements internes a la molécule, a la fois I’inversion de la torsion du cycle
triazacyclononane et I’inversion de I’hélicit¢ des bras pourraient étre responsable d’une
diminution du temps de corrélation rotationnel globale du complexe, entrainant une baisse de

la relaxivité par rapport a une espéce rigide.

La seconde étape de I’étude du complexe de [Gd(dhgtcn-SOs)(H20)]* a consisté & déterminer
la vitesse d’échange kex de la molécules d’eau de sa premiere sphére de coordination pour
comprendre son influence sur la relaxivité du complexe. La méthode employée repose sur la

relaxivité de I’*’O de I’eau en fonction de la température.

Mesure de relaxivité de 1°'’0

39-41

En suivant les procédures standards, nous avons calculé la vitesse de relaxation transverse

réduite expérimentale 1/T,, a partir des valeurs 1/T, and 1/T,, des vitesses de relaxations
transversales de 1’0 respectivement d’une solution paramagnétique de notre complexe de
Gd(IIT) et d’une solution acide de référence (a) sans complexe. La vitesse de relaxation
transversale 1/T,, est donnée par 1’équation 3.5.

. 1 1 1 5
Equation 3.5 T—=(T—Tj/(1.8x10 q)

2r

144



Le lien avec le temps de résidence de 1’eau 7, est donné par 1’équation 3.6 due a Swift et
Connick™ :

-2 1T -1 2
Equation 3.6 11Tt Tm; +(Aw, )2
Ty 7, (rrj]l +T2}f) +(Awy,)

Dans cette équation, la différence de déplacement chimique A, entre ’eau li¢e et ’eau du

milieu environnant varie avec la température selon la loi de Curie :

Equation 3.7 Aa, = 9s15S(S+1)B, A
3k T h

ou A/l (rad-s™) est la constante de couplage scalaire Gd-'"O et /T, la vitesse de relaxation

17 o . 1 e N
transverse de I’ 'O de 1’eau liée en échange avec le milieu définie par 1’équation :

2
Equation 3.8 1T, = %(%A) S(S+1) (i+ij
) z-m le

Avec 1/T,, représentant la vitesse de relaxation longitudinal du spin électronique du Gd™". La

dépendance en température de la vitesse d’échange de ’eau k,, =1/7, suit la loi d’Arrhenius :

] AH™ 1 1
Equation 3.9 k_= =k?®(T/298.15)ex ——
q o =Y T, =k (T/ ) p{ ~ (298.15 TH

ou k2*® est la vitesse d’échange a 298.15 K et AH™ est ’enthalpie d’activation du processus
d’échange. A des valeurs de champs B, >4.7 T, il est a noter que les effets de la relaxation du
spin électronique S sur 1/T, —sont simplement pris en compte par la vitesse de relaxation

électronique 1/T,, donnée par I’équation de McLachlan :

Equation 3.10 i=EA$TV L 5+ : >
T. 5 1+(wst,)” 1+4(ws7,)
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ou A; et r, définissent la taille et la fluctuation du temps de corrélation de I’Hamiltonien du
“zero-field splitting” transitoire (ZFS) qui résulte des distorsions du complexe sous 1’effet des
« impacts » avec les molécules d’eau environnantes. Il est communément admis quez, a une
dépendance en exponentielle simple vis-a-vis de 1’énergie d’activationE,, donc la valeur
fittée est de I’ordre de quelques kJ-mol™ pour la plupart des complexes de Gd®>" qui est
souvent fixée a 1 kJ-mol™. Il est intéressant de noter que E, = 1 kJ-mol” conduit a une
variation de 7, en fonction de la température qui peut étre presque réduite a une simple

équation :
Equation 3.11 r, =12* ,@

et correspond a la variation avec la température de la fréquence du “bombardement” du
complexe par les molécules d’eau, telle qu’elle est donnée par 1’inverse de leur vitesse de
Maxwell moyenne.* Nous supposons donc que 7, suit la loi de Maxwell de I’équation 3.11
de fagon a réduire le nombre de parametre a fitter. Enfin, il est nécessaire de souligner que
I’Hamiltonien du zero-field splitting statique (ZFS), qui gouverne a la fois la relaxation
transversale et longitudinale de S a bas champ, a une influence décroissante sur la relaxivité
longitudinale a mesure que le champ augmente.44 Cette simplification justifie la précision de

I’équation 3.10 pour calculerl/T,, .

parameters [Gd(dhqgten-SOs)(H20)]
AH" [kd/mol] 23

kex 298 [106 S-l] 10_50

Tr 29 [ps] 258 *

w2 [ps] 13

A/h [10° rad/s] -1.6

q 1

At [10%rad-s™] 0.43

ry [A] 3.2

Tableau 3.7 Paramétres utilisés pour les fits des données de relaxivité en accord avec
la théorie. * paramétre obtenu du traitement des données du complexe [Y(dhqtcn-

SO3)(H0)]*
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A partir de la théorie exposée ci-dessus, la dépendance en température de 7, des molécules
d’eau coordonnées au Gd** est déduite du fit des vitesses de relaxations transverses réduites
1/T,, et se caractérise par une valeur assez courte de z2*° =20 a 100 ns a 298 K et d’une

enthalpie d’activation AH* =23 kJ-mol™. L’ensemble des paramétres utilisés pour le fit sont

rappelés dans le tableau 3.7.

Mesures de relaxivité a haut champ

Les relaxivités expérimentales longitudinales r; et longitudinales dans le repere tournant ry,
des protons de I’eau de spin | = 1/2 représentent 1’augmentation de la vitesse de relaxation
longitudinale et de la vitesse de relaxation longitudinale dans le repére tournant par millimole

de complexe de Gd**. Dans une solution paramagnétique de complexe de Gd** de

concentration c., (MM), les vitesses de relaxations /T, (a = 1, 1p) et les relaxivités

expérimentales r, sont liées par I’équation 3.12.
Equation 3.12 r,=(YT,-UT,,)/ce (e =1, 1p)

Ou 1/T ,est la vitesse de relaxation dans la solution diamagnétique sans complexe. La

40,45

relaxivité mesurée est attribuée a la somme des contributions de sphere externe (OS) des

molécules d’eau libre a proximité du complexe et de sphere interne (I1S) des molécules d’eau
directement coordonnées au centre métallique et qui s’échange au cours du temps avec 1’eau

du solvant. La relaxivité est alors définie par 1’équation 3.13
Equation 3.13 r,=r*+r° (a =1, 1p)

En prenant g, =2 pour le facteur de Landé du spin électronique S=7/2 du Gd™, les
relaxivités théoriques dépendent des rapports giromagnétiques y, et ys =—gsu5/h dus a

I’interaction des spins / et S a travers un couplage magnétique dipole-dipdle, défini par le

facteur de couplage Cp, =(87/5)y{ 1, dans lequel 44 =0su54/S(S+1) est le moment

magnétique effectif du Gd**. Les relaxivités théoriques dépendent aussi du champ

magnétique By, en particulier a travers les fréquences de Larmor angulaires des
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spinsw, =2nv, =—y,B,, @; =—y,B,. Ici, nous nous intéressons a la théorie pour des
relaxivités a haut champ, By >1.5 T, ou la relaxation § du spin électronique a des effets

négligeable sur la relaxivité des protons de 1’eau, ce qui permet de simplifier les expressions

o . 44,4647
théoriques de la relaxation™ """,

Relaxivités de sphére externe

Le mode¢le postulé pour la dynamique de sphére externe suppose que le proton considéré et
I’ion Gd*" soient au centre de sphéres dures. Le diamétre de collision de ces sphére est noté

agyy et le coefficient de diffusion relatif D=Dg, + D sont

water ?

ou Dg, et D

water

respectivement les coefficients de diffusion du complexe de Gd** et de ’eau. 7 =a2,, /D est

défini comme le temps de corrélation rotationnel pour ce modele de sphére externe. Par la
suite, la relaxivité de sphére externe peut étre exprimé suivant la densité spectrale définie par

Ayant, Belorizky, Hwang, et Freed (ABHF) *** s> (o) de I’argument complexe o donné

par I’équation 3.14.

10°N 4+K
Equation 3.14 i95(0) = — A0 peal Part with k =+Jor
g Jee (0) D 3(9+9k+4k2+k3)

La relaxivité de sphére externe est alors donnée par les équations 3.15 et 3.16

Equation 3.15 % =Cpp Iz (i)
Equation316 1% =Cyy| 2 j&(0)+ 1 j%(ie,)
q . 1, = ~oD| 3 Joc 5 Joc 1o,

Dans notre cas, des estimation raisonnables de la relaxivité de sphére externe ont €té obtenues

en fixant la paramétre a.,, = 3.6 A, et en utilisant un coefficient de diffusion de ’eau D

water =
2.3x10” em?'s™ 4 298 K, et en supposant que le coefficient de diffusion du complexe de Gd**

de petite taille est environ Dy, =0.5x10” cm*s™ a 298 K.
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Relaxivité de spheére interne.

En premier lieu, la relaxivité de sphere interne est proportionnelle au nombre de molécules

d’eau g directement liées au centre métallique. Ensuite, cette valeur varie rapidement (en
1/r¢ ) avec la distance moyenne r,, =3.1+0.1A entre ’ion Gd** et les protons des molécules

r 50 3+ s 1L
d’eau coordonnées™ . Enfin, et parce que les complexes de Gd™ sont considérés comme ayant
une forme sphérique, la relaxivité de sphére interne dépend également du mouvement de
rotation Brownien au travers du temps de corrélation rotationnelz,. De plus la relaxivité
décroit avec le temps de résidence des molécules d’eau de premiére spherer, . L’équation

3.17 donne I’expression de la relaxivité de sphére interne**.

Equation 3.17 r® =1.8x10°q/(T,, +7,) (a =1, 1p)
Ou le facteur 1.8x107° est le rapport entre le nombre de molécules de complexe et le nombre
de molécules d’eau dans 1 millimole de solution du complexe et T est le temps de

relaxation intramoléculaire des protons des molécules d’eau liés hypothétiquement de facon

permanente au centre métallique. T, peut étre exprimé par les équations 3.18 et 3.19 de la

théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan (SBM) a haut champ.

. 1 1 T
Equation 3.18 - -C.. — _r
q T eP Arrd 1+ wft?
Equation 3.19 i:cDDLG &i%
T om dnr, |3 21+ 7]

1a17

Les mesures de vitesse de relaxation transverse réduite 1/T,, de I’"'O de I’eau ont permis de

déterminer la dépendance a la température du temps de résidence z,, des molécules d’eau

coordonnées au Gd** et donc de déterminer sa valeur & 298 K. Les mesures de temps de
relaxation des protons du ligand dans le complexe d’[Y(dhqten-SOs)(H20)]* ont permis
d’accéder, a partir de 1’équation 3.4, a la valeur du temps de corrélation rotationnel z,. Ces
parameétres étant déterminés, il est possible de calculer les valeurs théoriques de relaxivités
pour le complexe de [Gd(dhqtcn-SO3)(H,0)]*. Ces valeurs sont reportées dans le tableau 3.8

ainsi que les valeurs de relaxivités obtenues expérimentalement.
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Champ

D,0 (mM*s™) 200 MHz 500 MHz
r,' théo 6.7 4.0
r,°° théo 1.8 1.6

r, théo 8.5 5.6
r, théo 11.0 9.6
ry exp 7.1 4.8
I'peXp 11.7 10.8

Tableau 3.8 Relaxivités théorique de sphére interne (IS) et de sphére externe (OS)

calculées et relaxivités expérimentales.

En utilisant les parametres précédemment déterminés (z,,z,) et en fixant la distance entre le
proton de la molécule d’eau et I'ion Gd>* r, =3.2 A, les valeurs théoriques calculées a 298K

sont une bonne approximation des valeurs obtenues expérimentalement. Il est a noter que la
valeur un peu grande, mais certes raisonnable®, de la distance gadolinium proton, indique que
la molécule d’eau est & une distance un peu plus grande de 1’ion Gd** que dans la plupart des

complexes. Cette observation est cohérente avec la valeur obtenue pour la constante de

couplage scalaire |A/h| qui est inférieure & la valeur couramment admise (= 3.8x10° rad-s™
pour la plupart des complexes®®“°. Cependant, des valeurs plus faibles de cette constante ont

déja été rapporté (|A/h| =2.1x10° rad-s™) pour un nouveau type de complexe (figure 3.18)°.

T

anyira

T~ st

[ COO0O— 3% [

Figure 3.18 Complexe de Gd(I11) présentant une valeur de |A/h| =2.1x10° rad-s™

Les expériences realisées a haut champ montrent une forte diminution de la relaxivité au fur et
a mesure que le champ augmente. Ainsi entre 200 MHz et 500Mz, la valeur de r; mesurée
expérimentalement passe de 7.1 mM™.s™ & 4.8 mM™.s™. Cette forte diminution & haut champ

est en accord avec I’allure du profil NMRD, qui montre une légeére bosse a 30MHz, indiquant
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un complexe ayant une dynamique de rotation lente en solution. En effet, la dépendance en

o2 de 1/Tyy (quation 3.18) conduit a réduire I’influence de 7, sur la relaxivité a mesure que

la valeur du champ augmente. La chute de la relaxivité a haut champ est donc d’autant plus
rapide que la valeur du temps de corrélation rotationnel est grande, ce qui est confirmé par les

résultats a la fois expérimentaux et theéoriques dans le cas de notre complexe.

1.3.2. Influence des anions endogenes sur la relaxivité

L’augmentation du nombre de molécules d’eau directement li¢es au centre métallique en
premiére sphere est obtenue en réduisant la denticité du ligand. Cependant il est possible de
former des complexes ternaires avec les anions endogenes présents dans le milieu biologique
et la coordination diminuée du ligand peut faciliter la complexation des lanthanides par les
anions, qui remplacent partiellement ou totalement les molécules d’eau en premiére sphere,
diminuant de fait la relaxivit¢é du complexe. Pour étudier I’effet des anions, des mesures de
relaxivités des complexes [Gd(dhqtcn-SOs)(H,0)]*, [Gd(hgtcn-SO3)(H.0),]* ont été
effectuées en présence de 200 équivalents de différentes solutions d’anions. Ces
concentrations en anions ne sont pas représentatives des concentrations présentes en milieu
biologique mais sont utilisées couramment dans la littérature et nous avons repris ces mémes
concentrations afin de pouvoir établir des comparaisons entre nos résultats et les valeurs de

relaxivités déja publiées. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 3.9.

[Gd(dhqtcn-SO3)(H20)]* [Gd(hgtcn-SO3)(H,0),]*
rp(mM™*s™) Ary (mM™.s™h) rp(mM*s™) Ar; (mM™s™)
H,O 5.84 6.24
Carbonates 5.63 0.21 3.24 3.00
Oxalates 3.96 1.88 1.00 5.24
Phosphates 4.90 0.94 -

Tableau 3.9 Relaxivités longitudinales des complexes dans I’eau a pH = 7.4, 25°C,

mesurées a 200MHz, 200 équivalents d’anions. Ary = '120-F1anions-
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carbonate  oxalate phosphate

Figure 3.19 Mode de liaisons de plusieurs anions avec les lanthanides™
[Gd(dhqtcn-SO3)(H.0)*

La diminution de relaxivité observé pour le complexe [Gd(dhgtcn-SO3)(H,0)]* est variable
en fonction de I’anion utilisé. Si la relaxivité reste quasiment constante en présence de
carbonates, on observe une sensible diminution pour les ions oxalates et phosphates. Les ions
phosphates ont un mode de coordination monodentate et peuvent donc interagir avec le
complexe. L’interaction obtenue avec les oxalates est moins attendue, puisque le mode de
coordination classique des oxalates est bidentate. Cependant, sa configuration, avec les deux
oxygenes assez distants, pourrait également autoriser la coordination d’un de ces deux
oxygenes de fagon monodentate. La proximité des oxygeénes dans le carbonate n’autoriserait
pas ce mode de coordination et expliquerait que ces derniers n’interagissent pas avec le
complexe.

La contribution de sphére interne est évaluée a r;'* = 6.7 mM™.s™ dans D,0 et celle de sphére
externe 1,°° = 1.8 mM™.s™, ce qui donne, en corrigeant ces valeurs par la variation de
viscosité entre I’eau et D,O, 1,'® = 5.4 mM™s? et ,°° = 1.4 mM™.s? dans I’cau. A partir de
ces valeurs théoriques et de la valeur de la relaxivité expérimentale mesuré dans I’eau a
200MHz, on peut approximer la contribution de sphére interne r,"° = 4.7 mM™.s™ et celle de
sphére externe r;°° = 1.21 mM™.s™. A partir de ces valeurs il est possible d’évaluer la
relaxivité des complexes ternaires, en supposant que, par leur petite taille, les anions ne
modifient pas la dynamique du complexe, et que I’influence des protons échangeables des

anions (phosphates) peut étre négligée.

=S x q(b) 1,08

Ou q® est le nombre de molécule d’eau en premicre sphére du complexe ternaire.
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Le remplacement totale de la molécule d’eau du complexe [Gd(dhqtcn-803)(H20)]3'
conduirait donc & une relaxivité de 1.23 mM™.s™. Les valeurs expérimentales plus élevées
nous permettent de dire qu’il s’agit d’un équilibre entre un complexe ternaire et la forme
hydratée du complexe. Dans le cas des oxalates, le calcul nous donne q® = 0.6 et pour les
phosphates q(b) = 0.8. Ces anions ne déplacent que partiellement I’eau en premiére sphere et la

relaxivité du complexe ne chute pas dramatiquement dans ces conditions.
[Gd(hqtcn-SO3)(H,0),]*

Le complexe bis hydraté est, en comparaison, bien plus sensible a la complexation
compétitive des anions. La relaxivité en présence de carbonates chute presque de moitié (3.24
mI\/I'l.S'l), et la valeur en présence d’oxalate correspond au remplacement total des deux
molécules d’eau de premiére sphére par la complexation d’un oxalate de fagon similaire a un
ligand bidentate. Ces résultats sont similaires & ceux obtenus avec les complexes de DO3A™"
% c'est-a-dire que les anions bidentates sont capables de déplacer les deux molécules d’eau en

premiere sphére.

1.3.3. Relaxivité avec I'albumine

Glu Asp

Figure 3.20 Représentation schématique de I’albumine sérique bovine (BSA) et des

acides amines pouvant interagir avec les complexes

L’albumine sérique sert de transporteur a beaucoup de ligands exogene ou endogene, comme
les acides gras, des ions métalliques ou des produits pharmaceutiques>*™°. Cette protéine, dont

la masse avoisine les 66.4 kDa, est composée de trois domaines (I, Il et Ill) qui sont
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structurellement identiques et associés pour former une structure en forme de cceur. Dans
chacun de ses domaines, certains enchainement d’acides aminées sont responsables de la
formation de poches hydrophobes, qui servent de sites de liaisons pour les complexes™. Cette
protéine est la proteine sanguine la plus abondante : elle représente 60% du total des protéines
sériques, et sa concentration est de 4.5 % m/v, soit environ 0.68 mM. Pour les études menées,
la BSA (Bovine Serum Albumin) a été utilisée. De part sa structure, I’enchainement de ses
acides aminés et ’emplacement de ses sites de liaisons, elle s’avere suffisamment proche de

la HSA (Human Serum Albumin) pour servir de modeéle.

Comme nous 1’avons vu en introduction, la possibilité¢ d’interactions entre 1’albumine et des
molécules présentes dans le sang a été mise a profit pour le développement d’agents de
contraste destinés & I’angiographie, et le complexe de Gd(III) MS325°" est désormais utilisé
cliniqguement pour la recherche de thrombose et autres probléemes artériels. En effet, la
formation d’un adduit entre le complexe de Gd(III) et I’albumine va permettre d’obtenir un
systeme macromoléculaire qui va avoir une dynamique de rotation beaucoup plus lente
(allongement du tr) et donc une relaxivité plus €élevée. Cependant, si ’albumine présente des
poches hydrophobes permettant de lier de facon non covalentes de petites molécules, elle
dispose aussi de nombreux acides aminés présentant des chaines latérales anioniques
(glutamine, asparagine) qui sont susceptibles d’interagir avec le centre Gd(III) et de déplacer
les molécules d’eau situées en premiere sphere de coordination. En fonction du mode de

liaison du complexe, I’albumine peut avoir un effet favorable ou défavorable sur la relaxivité.

Complexes
ternaires

Interaction
hydrophobe

Figure 3.21 Différents modes d’interaction de la BSA avec les complexes de Gadolinium
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Figure 3.22 Profils NMRD de solutions de complexes (C°gqL=0.2mM) [Gd(hqtcn-
S03)(H,0),]* (A), [Gd(dhqten-SOs)(H20)]* (B), [Gd(thqgten-SO3)]* (C) & 25°C et pH 7.4
en absence (m) et en présence (¢) de BSA (C°gsa = 0.68mM)
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[Gd(thgtcn-SO3)]*

La comparaison des profils NMRD dans ’eau et dans la BSA montre une augmentation
notable de la relaxivité du complexe en présence d’albumine. Dans un complexe g = 0 ne
présentant que de la relaxivité « outer sphere », comme par exemple le [Gd(tpatcn)], I’effet de
I’albumine sur la relaxivité est quasiment inexistante. La relaxivité¢ du [Gd(thqtcn-803)]3'
présente soit une forte contribution des molécules d’eau en seconde sphére, soit a nouveau un
effet supplémentaire du a une modification de la dynamique de sphere externe. Cependant,
I’augmentation de relaxivité autour de 30MHz n’est pas trés importante si on compare notre
complexe au [(Gd(Cg-DOTP)], [Gd(C11-DOTP)J?:. Ces complexes n’ont pas de molécules
d’eau en premicre sphere de coordination et présente une forte contribution des molécules de
seconde sphére dans la valeur de relaxivité. Le profil NMRD du [Gd(C;;-DOTP)] montre une
inflexion plus importante autour de 35 MHz et I’augmentation globale de relaxivité¢ est plus
importante que pour notre complexe. Cette différence dans les profils peut s’expliquer par une
association plus faible dans le cas de notre complexe, alors que le [Gd(C1;-DOTP)] est congu
pour interagir de fagon non covalente avec les sites de liaisons hydrophobes de 1’albumine,
gréce a une longue chaine aliphatique.
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Figure 3.23 Profils NMRD du [Gd(C1;-DOTP)] en présence de 4.5% d’HSA a 25°C
[Gd(dhqtcn-SOs)(H,0)]* (& gauche). Profil NMRD du [Gd(tpatcn)] en présence (o) de
4.5% d’HSA et dans I’eau (¢)a 25°C

La comparaison des deux profils NMRD montre une augmentation de la relaxivité importante

qui culmine & 27.4 mM™.s™ pour une valeur de champs de 30MHz, ce qui correspond &
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I’allongement du tr provoqué par 1’association du complexe avec une macromolécule. Dans
I’hypothése d’une interaction ne mettant en jeu qu’un seul site de liaison de la protéine, la

relaxivité peut s’écrire :
= ([GALPV[GdLiad) i + (1-(IGAL NG Lioy)) 1.
ol [GAL"] est la concentration en complexe libre en solution, [GdL] la concentration totale

du complexe de gadolinium, r;¥ Ia relaxivité du complexe lié et r;® la relaxivité de I’adduit

entre le complexe de gadolinium et la BSA.

0,00 T T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

eq BSA

Figure 3.24 Titration du complexe [Gd(dhgtcn-SOs)(H.0)]* par des concentrations
croissantes de BSA effectué a 35 MHz — données expérimentales(#), courbe théorique (-)

A partir de la courbe de titrage de la relaxivité longitudinale du complexe en fonction du
nombre d’équivalents de BSA, il est possible d’ajuster une courbe de dosage théorique, pour
un équilibre : GdL + BSA — GdL-BSA qui définie une constante d’association K = [GdL-
BSAJ/[GAL][BSA]. Le meilleur fit est obtenu pour une constante K = 3.2 M et une relaxivité
de I’adduit rl(b) = 30 mM™.s?. Cette constante d’association est particuliérement faible, si on
la compare aux agents de contrastes connus pour avoir une affinité particuliere avec
I’albumine sérique, [Gd(EOB-DTPA)(H20)]* et [Gd-BOPTAJ* (figure 3.25)*°. En effet ces
complexes présentent tous les deux des constantes d’affinités avec la HSA de 1500 M™ pour

un seul site de fixation et des valeurs de relaxivités liés de respectivement 37 mM™.s™ et 43
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mM™.s* avec une marge d’erreur de I’ordre de 10 a 16 mM™.s™. Ces valeurs de relaxivité
liées semblent tout & fait en accord avec la valeur de 30 mM™.s™. La relaxivité de 1’adduit
formé entre notre complexe et la BSA est limitée par la faible valeur de la constante

d’association.

0C,H,
N H
0ocC — 00 - O,F )
_/x N N CH,
"0oc k coo * ) 4< \ —C
Gqt coo” /_\\
ooc L \__ coo-
Gd

Figure 3.25 Structure des complexes Gd-EOB-DTPA et GD-BOPTA

[Gd(hqten-SOs)(H0),]*

Le complexe de [Gd(hqtcn-SO3)(H,0),]* montre également une augmentation de relaxivité
en présence de BSA, bien que celle-ci soit moins importante que celle observée pour le
complexe mono-hydraté. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette forte différence de
relaxivité entre les profils des deux complexes en présence de BSA (figure 3.29). Tout
d’abord il est possible que dans les deux complexes, la BSA soit liée de facon différente et
que dans le cas du complexe bis hydraté, elle déplace tout ou partie des molécules d’eau en
premiére sphére. Le remplacement des molécules d’eau par des groupements chélatants de la
protéine a déja été montré pour des dérivés q = 2 du [Gd(DOTA)(H,0)]* *°. Dans ce cas
I’augmentation de relaxivité ne serait due qu’a la contribution de seconde sphére et
expliquerait le faible maximum local obtenu dans la région entre 20 et 30 MHz. La forte
affinité des anions (81.3.2) conforte cette hypothese.
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Figure 3.26 Profils NMRD de solutions de complexes (C°cq=0.2mM) [Gd(hqtcn-
S03)(H20),]* (#), [Gd(dhqten-SOs)(H,0)]* (m) en présence de BSA (C°gsa = 0.68mM)

Si les deux complexes se lient de la méme facon a la BSA par une interaction hydrophobe,
une autre possibilit¢ pour expliquer la faible augmentation de relaxivité serait le
ralentissement de la vitesse d’échange des molécules d’eau en premiére sphére. En effet, une
vitesse d’échange lente représente souvent une limitation importante pour atteindre des
relaxivités plus élevées. Le complexe [Gd(dhqtcn-SOs)(H20)]* posséde un temps de
résidence optimal (20-100 ns) pour un complexe ayant un tr long®. Mais si la vitesse
d’échange du complexe bis-hydraté est plus faible, la relaxivité de I’adduit sera de fait limité.
C’est le cas notamment de 1’analogue q = 2 du MS325% ou "augmentation du nombre de
molécules d’eau en premicre sphere entraine une chute de la relaxivité¢ de 1’adduit de ce

complexe avec la BSA.

1.3.4. Relaxivité dans avec le sérum

Le sérum est constitué par une partie du sang débarrassé de ses facteurs de coagulation telle
que la fibrine. Ce liquide majoritairement constitu¢ d’eau contient de nombreux sels
inorganiques ( Na*, CI, K*, PO,*, Mg?*, Ca?*, SO,%, ...), des anions organiques et des
protéines plasmatiques, dont 60% d’albumine. La mesure de la relaxivité des complexes dans
le sérum permet d’avoir une premiére approximation de leur comportement en milieu
biologique. Les principaux anions endogenes et leurs concentrations dans le sérum sont

présentés dans le tableau 3.10.
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Carbonate

Lactate Phosphate Citrate

2.3 0.9 0.13

Tableau 3.10 Concentrations des principaux anions endogénes dans le plasma humain.

Les mesures ont été effectué pour des solutions de complexe de concentrations connues dans

du sérum bovin (FBS, Invirogen, origine Nouvelle-Zélande). La contribution diamagnétique

du sérum est de 0.8 s,
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Figure 3.27 Profil NMRD de solution de complexes (C°cq.=0.2mM) [Gd(dhqgtcn-
S03)(H,0)]* (A), [Gd(hqgtcn-SOs)(H20).]* (B) & 25°C a pH 7.4 dans H,O (m), en
présence (A) de BSA (C°gsa = 0.68mM), et dans le sérum ().
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Dans le cas du [Gd(dhqtcn-SOs)(H.0)]*, les profils dans le sérum et en présence de BSA sont
quasiment superposables. Dans le sérum, le complexe forme toujours un adduit avec la BSA,
et la présence de différents anions en solution n’a pas d’influence sur la relaxivité. En effet,
dans le sérum, seuls les carbonates sont présents en quantités importantes (150 équivalents) si
I’on considére la concentration du complexe (0.2mM). Les mesures de relaxivités avec 200
équivalents d’anions (§1.3.2) ne sont pas forcément représentatives des concentrations
présentes en milieu biologique. Le complexe mono hydraté présente une relaxivité élevée
dans le sérum avec un maximum dans la zone située autour de 30 MHz. Nous obtenons ici un
complexe qui présente une relaxivité élevée en milieu biologique aux champs des imageurs

classiques.

En ce qui concerne le complexe [Gd(hqtcn-SO3)(H,0),]°, I’interprétation des profils NMRD
est plus délicate. En effet, nous avions constaté une augmentation de la relaxivité limitée en
présence de BSA. Cependant, dans le sérum, on retrouve un profil certes un peu inférieur en
valeur & celui du [Gd(dhqtcn-SOs)(H20)]*", mais avec une allure similaire et un net maximum
autour de 30 MHz. Si I’on suppose le remplacement d’une molécule d’eau par la BSA dans le
premier cas, il semble que la présence d’anions en solution ait un effet sur le mode de
coordination de la protéine. La relaxivité de ce complexe en milieu biologique reste bonne,
malgré une sensibilité particuliere aux anions. Cependant, ce complexe n’apporte pas
d’amélioration par rapport a 1’analogue mono-hydraté, qui, de part sa structure plus rigide et

sa meilleur stabilité, présente des performances supérieures par bien des aspects.
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2. Complexes de gadolinium a azote central

L’optimisation des parametres dynamiques des complexes mono aqua (temps de corrélation
rotationnel, vitesse d’échange) n’est pas suffisante pour obtenir des relaxivités élevées aux
champs des nouveaux imageurs (7 a 9.4 T). Le développement de complexes comportant
plusieurs molécules d’eau en premicre sphére permet d’accéder a des relaxivités plus élevées
a la fois aux champs classiques des imageurs mais également a haut champ. De ce fait, nous
nous sommes intéress€és a des complexes comportant deux ou trois molécules d’eau en

premiére sphére de coordination.

Figure 3.28 Complexe [Gd(thgN-SOs5)(H,0),]* et [Gd(dhgN-SOs5)(H,0)s]*

Les complexes présentant une architecture a azote central dérivée du [Gd(tpaa)(H.0),], a
savoir les complexes [Gd(dpaa)(H20)s] et [Gd(dpaba)(H20).], ont des relaxivités a 200 MHz
relativement élevées (respectivement 9.4 mM™.s™et 7.1 mM™.s™). Nous avons donc repris le
méme type d’architecture pour nos complexes dérivés d’hydroxyquinoléine. Cependant,
plusieurs éléments sont a prendre en compte dans la conception de complexe poly hydratés.
D’une part, la réduction de denticité du ligand a souvent pour effet de diminuer la stabilité
thermodynamique et cinétique des complexes. D’autre part, la complexation d’anions
endogénes en milieu biologique susceptibles de remplacer une ou plusieurs molécules d’eau,
peut annihiler totalement ou partiellement le gain de relaxivité obtenu avec la présence de

plusieurs molécules d’eau.

2.1. Synthese des complexes

Les ligands HithgN-SO; et H3dhgN-SO;3 réagissent dans 1’eau avec un équivalent de chlorures
de lanthanides (I11), pour donner, aprés ajustement du pH avec une solution de KOH ou de
NaOH, des complexes de stoechiométrie 1: 1. Les complexes ont étés, a chaque étude,
synthétisés in situ. L’absence de lanthanides libres dans le milieu a été testé par le test du

xylenol orange®.
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2.2. Etude structurales en solutions
2.2.1. Etude RMN
2.2.1.1. Ligand HsthgN-SO;

® - CH,N

L 2R 2 25°C

5°C

T+t [ r T 1 t [ r T 1 Tt [ T Tt 1 T [ T T T Tt [ T T T T [ f T 1
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Figure 3.29 Spectre RMN *H du complexe de [Lu(thgN-SO3)(H,0),]* dans D,O & pD =
7.4a5°Ceta25°C

Les spectres RMN 'H dans ’eau (4 25°C et a 5°C) sont en accord avec la formation d’une
espece de symétrie Cs. En effet, seulement six signaux sont observés conformément a une
symétrie C;3: deux résonances correspondent aux protons éthyléniques des bras portant les
quinoléines (4.58, 4.98 ppm). Les quatre autres signaux sont attribués aux protons de
I’hydroxyquinoléine (8.57, 7.82, 7.48, 6.45 ppm). Les résonances des protons éthyléniques
sont mal résolus a 25°C, probablement du fait d’une interconversion entre les conformations
A et A a cette température. Un tel comportement fluxionnel a déja été observé pour les

complexes de tpaa®®%.

Figure 3.30 Représentation schématique des isomeres A et A du complexe [Gd(thqN-
SO3)(H20),]*
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Figure 3.31 Spectre RMN *H du complexe de [Nd(thgN-SO3)(H,0),]* dans D,O & pD =
7.4a5°C, 25°C, 40°C et 70°C

Le complexe de Nd(IlI) est trop fluxionnel pour donner un spectre RMN bien résolu. Une
étude en température du complexe montre que le spectre RMN tend vers la coalescence mais
celle-ci n’est pas atteinte dans la gamme de température accessible en RMN. A basse
température, la multiplication du nombre de signaux semble indiquer la présence des deux
especes A et A en solution, le processus d’interconversion entre les deux isoméres étant

ralenti.

Le spectre du complexe de La(IIl) confirme la présence d’un phénomeéne d’interconversion.
En effet, si les spectres a 25°C et a 70°C pour des ions plus petits comme le Lu présente une
signature spectrale trés proche, I’étude en température du complexe de La(Ill) montre qu’un
spectre bien défini n’est atteint qu’a 70°C, lorsque 1’échange entre les isomereSA et A est

suffisamment rapide pour obtenir la coalescence.
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Figure 3.32 Spectre RMN 'H du complexe de [La(thgN-SO3)(H,0),]* dans D,O & pD =
7.4 a5°C, 25°C.

2.2.1.2. Ligand HzdhgN-SO;

Figure 3.33 Spectre RMN *H du complexe de [Lu(dhgN-SO3)(H,0)s]* dans D,O & pD =
7.4a5°C, 25°C, 40°C et 70°C
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A température ambiante, le spectre du complexe de Lu(lll) est mal défini, du fait de la
présence de deux type de conformation A et A a cette température. Contrairement au
complexe [Lu(thgN-SOs)(H20),]*, le spectre & 5°C ne fige pas une seule des deux
conformations mais plutdt deux complexes distincts. Le spectre reste cependant assez mal
défini pour pouvoir distinguer clairement les deux especes. En augmentant la température,
cette interconversion devient plus rapide et le spectre obtenu a 70°C présente 10 signaux
correspondant a une symétrie C,. Quatre signaux peuvent étre attribués aux quinoléines (9.31,
8.43, 7.89, 7.29 ppm), trois signaux au phénol (7.93, 7.40, 6.27 ppm). Deux résonnances
correspondent aux protons éthyléniques des bras portant les quinoléines (5.00, 4.92 ppm). La

derniere résonnance correspond aux protons éthyléniques du bras portant le phénol (3.40

ppm).

5°C

k E
g
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ppm (t1)9'0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figure 3.34 Spectre RMN *H du complexe de [La(dhgN-SO3)(H,0)s]* dans D,O a pD =
7.4a5°C, 25°C, 40°C et 70°C

De la méme facon que pour le complexe de Lu(lll), le complexe de La(lll) présente un
spectre caractéristique d’une espeéce fluxionnelle. A 70°C, I’interconversion entre les
conformations A et A devient suffisamment rapide pour atteindre la coalescence. On peut
alors attribuer les résonnances correspondant aux protons de la quinoléine (9.23, 8.35, 7.84,

7.16), ceux correspondant aux protons du phénol (7.92, 7.48, 6.36). Le pic a 4.36 ppm
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correspond aux protons éthyléniques du bras phénol, les signaux des autres protons
¢thyléniques se trouvant sous le pic d’eau. Le spectre RMN du complexe de La(IIl) a 5°C
montre un ensemble de pics qui indique la présence de plusieurs especes dont I’échange est
ralenti & basse température. Cependant, les signaux sont moins bien résolus dans le complexe
de lanthane que dans celui du lutécium, signe que les processus d’échanges entre les
conformations A et A sont favorisés par des ions de plus grosse taille et qu’il est impossible
d’obtenir un spectre figé comportant les deux especes dans la gamme de température qui nous

est accessible.

2.2.2. Protonation des ligands et stabilité des complexes

Les deux formes totalement protonées des ligands HsthgN-SO3z;, HsdhgN-SOs, présentent
respectivement 7 et 6 sites de protonations dans la gamme de pH étudiée, 2 < pH < 10. En
effet dans les conditions du dosage, les trois groupements sulfonates sont totalement
déprotonés. Les constantes de protonation sont déterminées par potentiométrie, de maniére
analogue a la méthode décrite pour les ligands deétaillés précédemment. Les valeurs des
constantes de protonation des deux ligands sont regroupées dans le tableau 3.11. Les valeurs

calculées résultent du traitement de trois dosages aller-retour indépendants.

ligand HsthgN-SO3 Hsdhqtcn-SO3
pKa 1

pKa 2 6.36 3.77

pKa 3 4.08 6.17

pKa 4 7.66 8.57

pKa 5 9.43

pKa 6 17.36 9.70

pKa 7 9.16

Tableau 3.11 Constantes de protonation des ligands HsthgN-SO3;, H3zdhgN-SO;

Pour le ligand HsthgN-SOs, les trois premiers pKa correspondent a la déprotonation des
azotes des pyridines. Il en va de méme pour le premier pKa du HzdhgN-SO3 Cependant, la
valeur de la constante de protonation de la premiére pyridine est trop faible dans ce cas pour
étre déterminée. Les valeurs obtenues pour les deux ligands sont en accord avec la valeur
rapportée pour la déprotonation de I’azote de la 5-sulfo-8-hydroxyquinoléine. Le pKa 3 pour
le HsthgN-SO3; peut étre attribué a la déprotonation de 1’azote central. Cette valeur est

comparable aux pKa de I’azote central de la dpaa (7.33) et de la dpa (7.3). Dans le cas du
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HsdhgN-SOs3;, le pKa correspondant a 1’azote central est un peu plus acide (6.17)
probablement a cause de I’effet électro-attracteur plus important du phénol comparé a
I’hydroxyquinoléine. Les trois pKa suivant pour le HsthgN-SO; (pKa 5+6, pKa 7),
correspondent a la déprotonation des groupements hydroxyles des trois quinoléines et leurs
valeurs sont comparables a la valeur donnée pour la 5-sulfo-8-hydroxyquinoléine (8.42). 1l en
va deux méme pour les pKa 4 et pKa 5 du HzdhgN-SOs. Le dernier pKa de ce ligand peut étre

attribué au proton du groupement phénol.

12,00

e
10,00 /

8,00

e

pH

6,00 -
4,00 A

2004

0,00 T T T T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
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Figure 3.35 Courbes de titration normalisées pour les ligands H3thgN-SO3; (---) et
H3dhgN-SO3 ()

La stabilité des complexes de Gd(lIl) et Zn(ll) a été mesurée comme précédemment par
spectrophotométrie UV-visible grace a une méthode de titration compétitive avec le ligand
HsDTPA. Pour les ligands a azote central, I’ordre d’ajout de la DTPA et de notre ligand n’a
pas d’influence sur I’expérience. Les complexes issus de ces architectures a azote central ne
présentent donc pas la méme inertie cinétique que les complexes dérivés du
triazacyclononane. Cependant les valeurs obtenues pour les pGd sont du méme ordre de
grandeur que pour la DTPA. Il est relativement rare d’obtenir des stabilités si importantes des
complexes poly hydratés®®®. Les résultats obtenus sont assez comparables avec les stabilités

1'° ou celle du

des complexes de Gd(lll) 1,2-hydroxypyridinone (HOPO) de Raymond et a
[GA(AAZTA)(H,0),]% . Ces valeurs se situent définitivement dans intervalle de stabilité
demandée pour les agents utilisés cliniguement. De plus, les constante de stabilité des

complexes de Zn(Il) sont beaucoup plus faibles (pZn=15) que celle des complexes de Gd(lI1).
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On peut donc s’attendre a ce que les complexes de Gd(III) soient résistants a la

transmétallation.

ligand HsthgN-SO3 HsdhgN-SO3
YpKa 44.6 37.6
pGd 19.2 (2) 19.4 (2)
pZn 15.1 (2) 15.0 (2)

Tableau 3.12 Constantes de stabilité des complexes de Gd(I11) et Zn(11)

Cependant, la stabilité quasiment identique des deux complexes est assez surprenante si 1’on
consideére que le H3dhgN-SO3; a un nombre de coordination plus faible que le HsthgqN-SOs.
Méme si I’écart de basicité donné par la somme des pKa est plus important dans le cas ligand
a azote central en comparaison des ligands basés sur le triazacyclononane, nous avons vu
précédemment que le remplacement d’une seule pyridine par un phénol n’avait que peu
d’influence sur la stabilité, ce qui semble étre €galement le cas pour les deux ligands & azote
central présentés ici. Cependant, c’est la valeur méme de la stabilité qui est surprenante,
puisque celle-ci est trés proche de celle des complexes de basés sur le pivot
triazacyclononane, alors qu’entre ces deux familles de ligands, la somme des pKa est
nettement différente (autour de 65 pour les ligands basés sur le triazacyclononane contre 37 et
44 pour les deux ligands basés sur une strucutre a azote central). Cependant, des résultats
similaires ont déja été obtenus avec les ligands utilisant le picolinate comme unité chélatante.
En effet, pour un méme nombre de coordination (7), les complexes de [Gd(mpatcn)(H,0),] et
de [Gd(tpaa)(H.0):] présente des stabilités relativement proches (les pGd sont respectivement
11.8 et 12.3), alors que la somme des pKa entre les deux ligands est différente de 10 uniteés.
Si le pivot triazacyclononane semble avoir une influence sur la rigidité des complexes, il ne
semble pas avoir une influence sur la stabilité thermodynamique de ceux-ci. La différence
entre les deux architectures est cependant sensible au niveau de la stabilité cinétique, les
composés basés sur le triazacyclononane étant nettement plus cinétiquement inertes que leurs

analogues basés sur un pivot azote central.

Pour ce qui est de ’absence de différence de stabilité entre les complexes de HsthqN-SOj; et
de HidhgN-SOsg, il est a noter que la stabilité des complexes de Hstpaa et de Hsdpaa,
respectivement de coordination 7 et 6, présente une valeur de stabilité identique (pGd=12.3).
Dans ce type d’architecture, I’absence de contribution d’une pyridine ne semble pas avoir

d’influence sur la stabilité des complexes de Gd(I11) formés.
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2.3. Etude de larelaxivité des complexes

2.3.1. Relaxivité des complexes

2.3.1.1. [Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]* et [Gd(thqN-SO3)(H,0),]*

La relaxivité mesurée pour le complexe de Gd(l11) a pH physiologique (7.4) et 25 °C est de
5.16 mM™s™ & 200 MHz et de 5.73 mM™s™ & 20 MHz. Cette valeur est plus haute que celle
des complexes mono hydratés utilisés cliniquement ([Gd(dtpa)(H-0)]* ou [Gd(dota)(H,0)] ,
4.3 mM™st at 25 «C). Cependant, cette valeur demeure un peu basse pour un complexe bis
hydraté, et les valeurs attendues se situent classiquement autour de 7 mM™s™. Deux
phénomeénes peuvent étre responsables de cette relaxivité limitée, soit le complexe ne
comporte pas deux molécules d’eau, soit la vitesse d’échange de ces molécules d’eau est
limitante pour la relaxivité. Le nombre de molécules d’eau ayant ét¢ confirmé par des mesures

de luminescence, une vitesse d’échange particuliérement lente reste la seule possibilité.

97

r1 (mmol™.s™)
S w (2] ~ o)
*
*
*
*

w
L

21 . ,
0,1 1 10 100
Proton Larmor Frequency (MHz)

Figure 3.36 Profils NMRD du [Gd(thgN-SO3)(H,0),]* dans I’eau 4 pH 7.4, 25°C

Une fagon assez directe d’accéder a la vitesse d’échange des molécules d’eau d’un complexe
est de mesurer la dépendance a la température de la vitesse de relaxation transversale 1/T, du
noyau *’O de I’eau. La vitesse de relaxation longitudinale 1/T, et le déplacement chimique du
noyau *’O on également été mesurés. Ces mesures ont été réalisées au sein du laboratoire du

Professeur Lothar Helm a L’Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne.
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Figure 3.37 Vitesses de relaxation transversale (m) et longitudinale (¢) de *’O de I’eau en
fonction de la température et les courbes ajustées correspondantes (—) et (—) pour le
[Gd(thgNSO3)(H20),]* (a gauche) et le [Gd(dhgN-SO3)(H-0)s]* (a droite).

[Gd(thgN-SO3)(H20),]*

[Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]*

A H [kd/mol] 35 58

kex 2° [10° 5™ 0.48 4.02
E, [kJ/mol] 22 22

7(OW) **® [ps] 151 217
Ey [kJ/mol] 1 1

v *® [ps] 2.12 2.80

A/hbar [10° rad/s] -1.53 -3.8
dg. 0 0
DGdegs [10-10m2 s-l] 1 1
Epcan [kJ/mol] 1 1

redo [Al 2.5 2.5
Tr(HW)/Tr(OW) 1 1

A% [10% 57 4.31 3.03

y [MHz] 7.36 7.36
qwAT 2 3

Gd-HW 1% [A] 3.1 3.1

Gd-HW 2™ [A] 3.6 3.6

Tableau 3.13 Parametres utilisés pour les fits des données de relaxivité en accord avec la

théorie. Les valeurs en gras ont été fixées.
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parametres [Gd(thgN-SO3)(H,0)s]* [Gd(dhqN-SOs3)(H,0)s]*

AH' [kJ/mol] 35 58
Kex 2%° [10° 7] 0.48 4.02
7 “ [ps] 150 140 ®
7 “® [ps] 2.12 2.80
A/h [10° rad/s] -1.53 -3.8
q 2 3
ru [A] 3.2 3.1

Tableau 3.14 Parametres utilisés pour les fits des données de relaxivité en accord avec

la théorie. * Valeur approximée en fonction de la masse molaire du complexe.

Les vitesses de relaxation 'O longitudinales and transversales ont été mesurées dans des
solutions aqueuses des complexes [Gd(thgN-SOs5)(H20)s]* et [Gd(dhgN-SOs)(H.0)s]* sur
une gamme de température allant de 5 a 80°C (figure 3.37). L’analyse des données a été
réalisée sur la base de la theory de Solomon-Bloembergen-Morgan (SBM) (équation 3.5 a
3.11). Afin de pouvoir fitter les données, plusieurs parameétres sont fixés. Le nombre de
molécules d’eau est fixé a 2 pour le [Gd(thgN-SOs)(H.0)s]* et & 3 pour le [Gd(dhgN-
S03)(H,0)3]*. La distance entre le spin électonique du Gd(III) et le noyau d’*’O rego a été
fixé 4 2.50 A, la distance Gd(l11) proton a été choisi égale a 3.1 A.

Pour le [Gd(thgN-SOs)(H,0)s]*, la valeur de vitesse d’échange obtenue pour le fit de ces
courbes est trés faible (ke = 0.48 x10° s%), ¢’est-a-dire plus lente d’un ordre de grandeur si
on la compare a la valeur du [Gd(DO3A)(H,0),] (ke = 6.25 10° s1)®. En effet, les
complexes q = 2 ont généralement des vitesse d’échanges supérieures aux complexes q = 1.
Ici, notre valeur de ke ™ est égale & la valeur du complexe mono aqua [Gd(DTPA-
BMA)(H,0)] (kex*™® = 0.48 x10° s ) Y"ce qui explique la valeur modeste de la relaxivité de
notre complexe. En comparaison, les complexes de picolinate bis hydratés présentent des
vitesse d’échanges 25 fois plus élevées pour le [Gd(dpaba)(H20),] (ke = 12.2 x10° s™). Le
complexe [Gd(thgN-SO3)(H,0),] représente donc un exemple inhabituel de complexe bis
aqua ayant une vitesse d’échange particuliérement lente. Les valeurs théoriques de relaxivité
sont calculées a partir des équations 3.12 a 3.19 précédemment utilisées pour le [Gd(dhgtcn-
S03)(H,0)]* et des paramétres reportés dans le tableau 3.14. La valeur de la relaxivité
théorique est un peu plus élevée que la valeur de la relaxivité mesurée experimentalement

mais les valeurs restent dans le méme ordre de grandeur.
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Champ

H,O 200 MHz
r." théo 5.28
r%° théo 1.54
r, théo 6.82
I exp 5.16

Tableau 3.15 relaxivité longitudinale théorique calculée et relaxivité expérimentale a
200MHz

De la méme fagon que pour le complexe bis aqua, la vitesse d’échange des molécules d’eau
en premiére sphére a été déterminé pas des mesures de vitesses de relaxations du noyau 'O
de I’eau pour le [Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]*.

Pour ce complexe, la vitesse d’échange (ke® = 4.2 x10° s™) est plus rapide que pour
I’analogue bis aquo (Ke>® = 0.48 x10° s™). La valeur obtenue est comparable & celle du
[GA(DO3A)(H20),] (ke = 6.25 x10° s™) et n’est probablement pas limitante & 200MHz,
mais en comparaison, cette valeur est inférieure d’un facteur 4 a celle du complexe tris aqua

basés sur les picolinates [Gd(dpaa)(H.0)s] , (Ke™® = 29x10° s, et est également inférieur &

celle du complexe bis aqua analogue [Gd(dpaba)(H20),] (ke’™® = 12.2x10° s™). Ces deux
complexes dérivés d’hydroxyquinoléines présentent donc des vitesses d’échange relativement
basses si 1’on considére leur nombre respectif de molécules d’eau. La détermination du
mécanisme d’échange pourrait fournir de plus amples informations sur ces valeurs,
notamment pour le complexe bis-aqua. En effet, si les complexes q = 2 étudiés jusqu’ici dans
la littérature ont un mécanisme de type associatif, présentant une barriere énergétique plus
basse que le mécanisme dissociatif, il serait possible que I’échange des molécules d’eau pour
notre complexe passe par ce dernier mécanisme, expliquant ainsi la valeurs plus limitée de la

vitesse d’échange.
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Figure 3.38 Profils NMRD du [Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]* dans I’eau a pH 7.4, 25°C

Si la relaxivité du [Gd(thgN-SO3)(H,0),] est limitée par la vitesse d’échange, celle du
complexe tris aqua est conforme aux valeurs attendues. La relaxivité théorique du complexe
est calculée a partir des équations 3.12 a 3.19 et des parametres reportés dans la tableau 3.14.
Notons que la valeur du g utilisée est differente de celle obtenu par les mesures RMN de
I’0. En effet, si 'on considére que la masse du complexe [Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]* est un
peu plus faible que celle du [Gd(thgN-SOs)(H.0)s]*, le temps de corrélation rotationnel du
[Gd(dhgN-SO3)(H,0)3]* doit étre plus court. Or, les valeurs reportées dans le tableau 3.13
montre un temps de corrélation rotationnel de 217 ps supérieur aux 150 ps du [Gd(thgN-
S03)(H,0)3]*. Une incertitude existant sur la valeur du tgr déterminée expérimentalement,
nous avons décidé de réévaluer cette valeur par rapport a celle, plus cohérente avec la taille
des complexe, du [Gd(thgN-SOs)(H.0)3]*", et le rapport des masse entre ces deux complexes.
La valeur de 1 a ainsi été estimée a 140ps. Nous n’avons pas pu confirmer la valeur estimée
de 1 par des mesures de temps de relaxation des protons comme précédemment (§ 1.3.1.2)
car les spectres RMN des complexes n’étaient pas suffisamment résolus a cause du caractére
fluxionnel de nos complexes. Cette estimation a été confirmée en fittant les relaxivités
mesurées a 45, 90 et 200 MHz en utilisant la valeur de vitesse d’échange déja déterminée
(4.02 x 10° s, et une distance Gd-H de 3.2 A. Les valeurs de relaxivités obtenues par calcul
en utilisant ces différents parametres sont tout a fait un accord avec les relaxivités
experimentales et ces résultats sont présentés dans le tableau 3.15. Pour appuyer cette

estimation, Vander Elst et al.®’

ont montré dans des travaux qu’il y avait une trés bonne
corrélation entre les valeurs de tr estimées a partir des données relaxométriques et les tgr

mesurés par des méthodes de coefficient de diffusion. Ceci nous permet donc de proposer des
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valeurs de tr raisonnables en l’absence de mesure directe. La comparaison entre les
relaxivités theoriques obtenues et les valeurs expérimentales nous permet ensuite de valider le
choix de ces valeurs de 1r.

La relaxivité du complexe & 20 MHz est de 10.75 mM™.s™. Il existe peu de complexes tris
hydratés étudiés en détail dans la littérature, notamment du fait que la réduction de denticité
du ligand entraine une chute de la stabilité de ces complexes. Cependant, la valeur obtenue a
20MHz peut étre comparée avec les complexes q = 3 de types HOPO™®, dont les relaxivités
sont comprises entre 13.45 et 11.10 mM™.s™. La relaxivité de notre complexe est un peu
inférieure, la vitesse d’échange des complexes HOPO étant bien supérieure a celle de notre
complexe (4.02 x 10° s, contre 160 x 10%™). Cependant cette valeur de relaxivité reste trés
bonne si on la compare au [GA(EDTA)(H,0)s] (7.15 mM™s™, 20 MHz, 40°C), et est
également supérieure & la valeur obtenue pour le [Gd(dpaa)(H20)s] (9.3 mM™.s™, 20 MHz).
Cela s’explique par le temps de corrélation rotationnelle nettement plus long pour notre
complexe (140 ps contre 79 ps pour le [Gd(dpaa)(H,0)s]). Cette valeur €levée de tr est
d’ailleurs en accord avec 1’allure général du profil qui montre une Iégere bosse entre 10 et 100

MHz, caractéristique d’une rotation assez lente (figure 3.38).

Champ
45MHz 90 MHz 200 MHz
r," théo 10.42 10.37 10.13
n>théo  1.66 1.62 1.55
r, théo 12.08 11.99 11.68
Iy exp 12.54 12.22 10.65

Tableau 3.16 relaxivité longitudinale théorique calculée et relaxivité expérimentale du
complexe [Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]*a 45, 90, et 200MHz

Dépendance au pH

Le complexe de [Gd(thgN-SOs)(H,0),]* présente une variation de relaxivité en fonction du
pH, qui fait passer sa relaxivité de 7.50 mM™.s™® & pH = 4.5, & 4.40 & pH = 8. Comme nous
I’avons noté précédemment, la plupart des études sur les sondes d’imagerie sensibles au pH se
concentrent sur une gamme de pH comprise entre 6 et 8. Dans notre cas, la variation de
relaxivité est assez faible dans cette gamme (Ar; = 0.82 mM™s™). Cependant, la forte
variation a des pH plus bas peut avoir un intérét et notamment mesurer les pH au sein des

cellules (pH = 5.5-6 dans les endosomes, 4-5 dans les lysosomes)®®"™

. Le complexe
[Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]* ne présente, lui, aucune variation en fonction du pH. Ce résultat peut

s’expliquer par la différence de basicité des oxygenes de ce ligand comparé a ’ensemble des
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ligands étudiés précédemment. En effet, si cette variation de pH est associée a 1’augmentation
de la seconde sphére due a la formation de liaison hydrogéne, le caractere plus acide des
phénols joue un réle important dans ce phénoméne. Dans le cas du complexe [Gd(dhgN-
S03)(H,0)s]* la moyenne des trois pKa associés a la protonation des oxygénes est de 9.22,
alors que dans le cas des autres complexes qui présentent des variation de relaxivité en
fonction du pH ([Gd(thgN-SOs)(H,0),]*, [Gd(thatcn-SOs)]*, [Gd(dhqgtcn-SO3)(H,0)]%,
[Gd(hqtcn-SO3)(H20)-]*) la moyenne de ces trois pKa est comprise entre 8.5 et 8.8. Cette
différence notable d’acidité favorise la formation de liaisons hydrogénes et explique la
variation de relaxivité en fonction du pH. On peut donc en conclure que le phénoméne de
seconde sphére observé pour les autres complexes n’a que trés peu d’influence dans le cas du

complexe tris hydrate.
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Figure 3.39 Variation de la relaxivité des complexes [Gd(thgN-SO3)(H20):]* (m) et
[Gd(dhgN-SO3)(H-0)s]* (¢) en fonction du pH (25°C, 200MH?z)
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2.3.2. Influence des anions endogeénes sur la relaxivité

De la méme fagon que précédemment (8 1.3.2), I’influence des principaux anions endogénes
sur la relaxivité des complexes a été étudiée. Les mesures ont été realisées a 200 MHz avec

200 équivalents d’anions.

[Gd(thaN-SO3)(H20),]* [Gd(dhgN-S03)(Hz0)s]*
n(mMts?  AnmMish)  n(mMtsY) A (mMtsh

H,O 5.16 - 10.65 -
Acétates 4.09 -1.07 - -

Citrates 4.66 -0.50 10.79 +0.14

Carbonates 3.76 -0.29 5.62 -5.03

Oxalates 3.72 -1.45 4.56 -6.09
Phosphates 4.87 -1.40 - -

Tableau 3.17 relaxivité longitudinale des complexes a 200MHz en présence d’anions
endogénes (200 eq)

Gd(thC]N-SOg)(HzO)Q

Ce complexe est peu sensible a la coordination des anions endogénes et la diminution
maximale de relaxivité est de 1.45 mM™.s™. Les anions phosphates et oxalates semblent étre
ceux qui présentent le plus d’affinité pour ce complexe. Ces résultats peuvent étre rapprochés
de ceux obtenus pour les complexes de [Gd-TREN-bisHOPO-TAM] fonctionnalisés™®, qui
présentaient une affinité notable pour ces deux méme anions et une absence d’interaction avec
les carbonates. Cependant, la faible diminution de relaxivité de ce complexe en présence
d’anions représente une amélioration comparée au complexe de [Gd(DO3A)(H,0),] dans
lequel & la fois les phosphates et les carbonates déplacent au moins une molécule d’eau’
Pour les phosphates et les oxalates, la constante apparente de formation des complexes
ternaires peut étre déduite de la variation de la relaxivité moyenne des especes en solution en
fonction de la concentration en anions. Si I’équilibre est défini par GAL + A = GDLA, la

relaxivité moyenne peut étre définie par :

177



avec Cgq, la concentration totale en ions Gd(lI1), [GdL]eq la concentration de complexe a

Iéquilibre, 1,7 la relaxivité du complexe libre et r,® la relaxivité de I’adduit.
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Figure 3.40 Courbes de titration de la relaxivité en fonction du nombre d’équivalent

d’anions ajoutés (gauche : oxalates, droite : phosphates)

L’ajustement des courbes de titration du complexe permettent de définir les valeurs de ces
constantes (log K = 1.9 pour les oxalates et 1.7 pour les phosphates). En comparaison les
constantes d’affinité pour ces deux mémes anions pour les complexes de [Gd-TREN-

bisHOPO-TAM] fonctionnalisés sont comprises entre 1.0 et 2.9,

‘-h—..

NHO NH

. HN&O
C _Gd NHQ\ NH, [K/Oi\H

Figure 3.41 Complexes de [Gd-TREN-bisHOPO-TAM] fonctionnalisés

La constante du [Gd(DO3A)(H,0),] avec les carbonates, avec lesquels 1’interaction est assez
forte présente une constante log K = 4.8. Les agents commerciaux classiques,
[GA(DOTA)(H20)]. et [Gd(DTPA)(H,0)]* présentent des constantes avec les carbonates
respectivement de 1.9 et 1.4%. La relaxivité de notre complexe est donc relativement peu
sensible a la complexation des anions endogénes. Le fait que notre complexe présente une

charge négative importante (-3) pourrait en partie expliquer cet effet. Botta et al. ont montré
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que dans la famille des complexes dérivés du DO3A, I’affinité du complexe pour les anions
décroit & mesure que sa charge négative augmente’®. Le méme effet est constaté entre deux

complexes [Gd-TREN-bisHOPO-TAM], I’un chargé positivement, I’autre négativement.

[Gd(dhgN-SO3)(H.0)s]*

Contrairement a 1’analogue bis-aquo, les interactions des complexes de [Gd(dhgN-
S03)(H20)3] sont beaucoup plus sensibles a la coordination des anions. Le citrate, qui
présente un mode de coordination tridentate, n’interagit pas du tout avec le complexe. Ceci est
probablement dii a la taille de I’anion, qui est trop gros pour se complexer au centre
métallique et remplacer les molécules d’eau. Par contre, les anions bidentates comme les
oxalates et les carbonates interagissent fortement avec le complexe, entrainant une chute de
relaxivité de -5.03 mM™.s™ et de -6.09 mM™.s™ respectivement. Ces résultats sont en accord
avec le remplacement de deux des trois molécules d’eau du complexe, et la relaxivité des
complexes ternaires obtenus (5.62 mM™.s™ pour les carbonates et 4.56 mM™.s* pour les
oxalates) correspondent a des valeurs de relaxivités de complexes mono-hydratés. Ces valeurs
sont cohérentes avec les relaxivités obtenues dans les mémes conditions pour les complexes
de [Gd(dpaa)(H20)s] (5.08 mM™.s? pour les carbonates et 4.95 mM™.s™ pour les oxalates)
pour lesquels deux molécules d’eau étaient également déplacées. Cependant, le
[Gd(dpaa)(H,0)3] interagissait également avec le citrate qui déplacait les trois molécules
d’eau du complexe. Dans notre cas, le citrate n’a aucune influence sur la relaxivité, le centre

métallique étant probablement moins accessible.
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2.3.3. Relaxivité dans I’albumine

[Gd(thaN-SO3)(H,0).]*
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Figure 3.42 Profil NMRD de solution de complexes (C°gqL=0.2mM) [Gd(thgN-
SO3)(H20), T & 25°C et pH 7.4 en absence (m) et en présence (¢) de BSA (C°gsa =

0.68mM)

Le profil du complexe en présence de BSA montre une nette augmentation de la relaxivité par

rapport au profil mesuré dans 1’eau. Cependant, une diminution de relaxivité est observée aux

champs compris entre 10 et 35 MHz. La vitesse d’échange plutot faible de ce complexe a un

impact sur la relaxivité de I’adduit. En effet, les valeurs de 1, optimales calculées pour des

complexes macromoléculaires se situent entre 10 et 30 ns® quand notre complexe posséde

une valeur de T, de 2,1 ps.
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Profil NMRD de solution de complexes (C°gq=0.2mM) [Gd(dhgN-

S03)(H,0)s]* & 25°C et pH 7.4 en absence (m) et en présence (¢) de BSA (C°gsa =

0.68mM)
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Le profil du complexe tris aquo présente une large augmentation de relaxivité. La valeur de ry
passe ainsi de 10.7 mM™.s? dans I’cau 4 26.7 mM™.s? en présence de BSA. Si I’on considére
I’affinité de ce complexe pour les anions endogenes, on aurait pu craindre que les
groupements carboxylates des chaines latérales des acides aminés de la protéine déplace les
molécules d’eau en premicre sphere de coordination, comme cela a été observé pour les
complexes de [Gd(dpaa)(H.0);] " La valeur de la relaxivit¢ du complexe de
[Gd(dpaa)(H,0)3] en présence de BSA ne présente donc pas une augmentation importante de
relaxivité, et est limitée & 13,2 mM™.s™. Notre complexe en comparaison, présente une valeur
deux fois supérieure, signe que les molécules d’eau de premiére sphére ne sont pas toutes
complétement déplacées. Le profil de notre complexe présente 1’allure d’un complexe
tournant trés lentement, avec un maximum de relaxivité a 35MHz de 1’ordre de 32 mM7tst
La vitesse d’¢change de notre complexe est cependant plus lente que celle du

[Gd(dpaa)(H,0)s] (4x10° contre 29.10° s*) et limite la relaxivité de ’adduit.

2.3.4. Relaxivité dans avec le sérum
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Figure 3.44 Profil NMRD de solution de complexes (C°gq.=0.2mM) [Gd(thgN-
SO3)(H,0),]* & 25°C a pH 7.4 dans H,O (¢), en présence (m) de BSA (C°gssa = 0.68mM),

et dans le sérum (A).

Le profil de relaxivité obtenu dans le sérum est assez surprenant. En effet, les résultats
précédemment obtenus avec les anions tendent & montrer que leur influence sur la relaxivité,

bien qu’existante, est relativement faible. Le profil attendu dans le serum devrait ressembler a
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celui en présence de BSA, avec une éventuelle 1égere diminution due a 1’effet des anions. Si a
bas champ, le relaxivité du complexe est inférieure a celle obtenu avec la BSA, au dessus de 7
MHz, la relaxivité du complexe est supérieur dans le sérum et atteint une valeur maximale de
21 mM™ s a 30MHz,

Anions r,mM*ts?t ArpmM™ts?

BSA 9.8 -
BSA + tampon TRIS 11.3 1,6
BSA+ tampon PBS 11.3 1,5
BSA+ anions 6.0 -3,7
BSA+ NaCl 9.3 -0,5
Sérum 20.4 10,7

Tableau 3.18 relaxivités longitudinales du [Gd(thgN-SO3)(H,0),]* & 25°C et 35MHz

dans différentes conditions.

Pour essayer de comprendre d’ou pouvait venir cette augmentation de relaxivité entre 10 et 35
MHz, des mesures ont été effectuées dans diverses conditions en présence de BSA, pour
simuler les conditions du sérum. Les valeurs obtenues sont résumées dans le tableau 3.18. Si
la présence de tampon (PBS ou TRIS-HCI) semble améliorer la relaxivité du complexe en
présence de BSA, la valeur obtenue n’en reste pas moins largement inférieure a celle obtenue
dans le sérum. En présence d’un mélange d’anions de concentrations similaire a celle du
sérum (voir tableau 3.10), la relaxivité est diminuée et se rapproche de la valeur obtenue dans
I’eau. Les anions semblent plutdt avoir une influence négative sur la relaxivité en présence de
BSA. La valeur obtenue dans une solution saline isotonique au sérum (9 g.L™* de NaCl), est
quasiment similaire a celle obtenue avec la BSA seule. Aucune expérience n’a permis
d’atteindre les valeurs obtenues dans le sérum. Une étude plus approfondie du complexe dans
la BSA et le sérum (mesure du nombre de molécules d’cau et de la vitesse d’échange) serait
nécessaire pour comprendre la nature du phénomene qui induit cette augmentation de
relaxivité. Le sérum est un milieu complexe et ces différents constituants peuvent avoir des

conséquences surprenantes sur la relaxivité.
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Figure 3.45 Profil NMRD de solution de complexes (C°gq.=0.2mM) [Gd(dhgN-
SO3)(H,0)3]* & 25°C a pH 7.4 dans H,O (¢), en présence (m) de BSA (C°gssa = 0.68mM),

et dans le sérum (A).

Le complexe de [Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]* présente un profil plus attendu dans le sérum,
similaire a celui de la BSA avec simplement une légére diminution de relaxivité probablement
due a I’interaction avec les anions. Malgré une forte affinité pour les anions, la relaxivité de
ce complexe reste importante en milieu biologique et atteint une valeur de 28,8 mM™.s™. En
comparaison avec un autre complexe tris aqua, cette valeur est 60% supérieure a celle du
[Gd(dpaa)(H20)s].

2.3.5. Images IRM

Ces images ont été réalisées en collaboration avec 1’équipe de Miche De Waard a I’institut des
neurosciences de Grenoble. Pour comparer la rétention de nos complexes [Gd(thgN-
S03)(H20); I et [Gd(dhgN-S03)(H,0)s]* au sein des tissus cérébraux, des solutions de 10
pL de solution de concentration 1 mM en complexe ont été injectées directement dans le
striatum de rats agés de sept semaines (figure 3.46). De la méme facon, une solution de
Dotarem (10 pL a 1 mM) a eté injectée pour servir de réference. Comme le montre la
figure 3.46, les trois complexes permettent 1’obtention d’un bon contraste 15 minutes apres
I’injection. Aprés environ 4 heures, le signal du Dotarem a quasiment disparu, alors que
I’intensité du signal est toujours mesurable pour nos deux complexes [Gd(thgN-SO3)(H,0),

¥ et [Gd(dhgN-SO3)(H,0)]*. Plusieurs images ont été réalisées a intervalles réguliers et
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I’analyse des données permet d’obtenir I’intensit¢é du signal en fonction du temps
(figure 3.46). Ces courbes montrent que, d’une part, la décroissance du signal est plus rapide
dans le cas du Dotarem que dans le cas de nos complexes, qui présentent une rétention plus
importante au sein des tissus cérébraux. D’autre part, I’intensité du signal pour nos complexes
est bien plus élevée que le Dotarem, confirmant la relaxivité plus élevé de nos complexes bis

et tris hydraté en comparaison d’un agent de contraste commercial comme le Dotarem.
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Figure 3.46 Images IRM pondérées T, de cerveaux de rat a 7 T (1 mM, 10 pL) de
[Gd(thgN-SO3)(H20),]* & 15 minutes et 250 minutes (A), de [Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]* a
15 minutes et 250 minutes (B) et de Dotarem a 15 minutes et 250 minutes (C). A droite,
graphique de D’intensité du signal en fonction du temps pour le Dotarem(s), le
[Gd(thgN-SO3)(H20),]> (m)et le [Gd(dhgN-SO3)(H20)s]* (A)
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3. Complexes de HzdhgN-gly et HydhgN-asp

Les ligands HzdhgN-gly et HsdhgN-asp ont été synthétisés comme analogue du HsthgN, en
partant respectivement de la glycine et de I’acide aspartique. Le but de cette modification était
d’obtenir une augmentation de solubilité des complexes de lanthanides correspondant, par la
présence de bras carboxylates, pour obtenir des complexes hydrosolubles sans sulfonates. Les
ligands obtenus présentent une solubilité dans 1’eau bien meilleure que le HathgN, qui n’était
que tres peu soluble a pH 7.4. Mais lors de la synthése des complexes de lanthanides en
milieu aqueux, les complexes formés [Gd(dhgN-gly)(H.0)s] et [Gd(dhgN-asp)(H20).]
précipitent instantanément, 1’absence de charge pour I’un et la présence d’une seule charge
négative pour l’autre ne permettent pas de solubiliser suffisamment ces especes, qui

comportent chacune deux unités hydroxyquinoléines plutdt hydrophobes.

Des études en RMN et en relaxivité ont cependant été menées pour ces deux Composés.

3.1. Etude structurales en solutions
3.1.1. Etude RMN
3.1.1.1. Ligand HzdhgN-gly

,»\Jk A

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

ppm (f1)
Figure 3.47 Spectre RMN *H du complexe de [Nd(dhgN-gly)] dans MeOD & 25°C

Le complexe est synthétisé in situ dans le métanol deutéré en ajoutant un équivalent de

Nd(OTf)3 a un équivalent de ligand et en les faisant réagir avec 3 équivalents d’une solution

de KOD dans le méthanol deutéré. Sur ce spectre il est possible d’observer les résonnances
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des protons correspondant a I’hydroxyquinoléine (9.50, 8.77, 8.65, 7.91, 7.67). Les signaux
plus « larges » correspondent aux protons ethyléniques des bras quinoléines et carboxylates,
mais la largeur de ces signaux semble indiquer que le compose est relativement fluxionnel a
température ambiante. Ce comportement est en accord avec ce qui a été observé
précédemment en solution pour les complexes présentant une structure avec un azote central,

qui présentent toujours une certaine flexibilité a température ambiante.

3.1.1.2. Ligand HsdhgN-asp

ppm(f’?}1'0 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 00 -0

Figure 3.48 Spectre RMN *H du complexe de [Nd(dhgN-asp)] dans MeOD & 40°C

Le complexe de [Nd(dhgN-asp)] est synthétiseé in situ comme décrit précédemment, en ajout 4
équivalent de KOD. Le spectre RMN obtenu présente un composé fluxionnel et aucun pic ne
peut étre facilement attribué. Une étude en température sur la gamme 70°C-5°C ne permet pas

d’obtenir des spectres plus figés en vue d’une éventuelle attribution.
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3.2. Etude de larelaxivité des complexes

3.2.1. Relaxivité des complexes
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Figure 3.49 Profil NMRD de solution de complexes a 25°C a pH 7.4 dans H,0O + 25%
DMSO de [Gd(dhgN-gly)(H20)s] (#), [Gd(dhgN-asp)(H20)] ()

Les profils NMRD des complexes sont mesurés dans I’eau avec 25% de DMSO afin de
pouvoir les solubiliser. Les relaxivité sont corrigées en fonction de la viscosité du DMSO
(1996 Pa.s). Notons qu’une partie du signal est due a la relaxation des protons du DMSO, ce
qui rend Dinterprétation difficile. Le profil obtenu pour le complexe de [Gd(dhgN-
asp)(H,0),] est en accord avec un profil classique pour un complexe g = 2 et ressemble en
particulier au profil obtenu pour le complexe analogue dérivés de picolinate
[Gd(dpaba)(H20).]. La modification d’un des bras hydroxyquinoléine semble favoriser une
vitesse d’échange des molécules d’eau plus rapide que I’analogue bis aquo [Gd(thqN-
S03)(H,0),]* dont la relaxivité était limitée par une vitesse d’échange lente. La relaxivité a
20 MHz du complexe atteint 7.7 mM™s™, et est en accord avec la présence de deux molécules
d’eau en premiere sphére de coordination. L’introduction des carboxylates semble modifier
I’allure générale du profil et avoir une influence sur la relaxation électronique a bas champ,

I’écart entre les valeurs de relaxivité a 20 MHz et a bas champs est plus important que dans le
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profil du [Gd(thgN-SO3)(H,0),]*. Concernant le [Gd(dhgN-gly)(H.0)s], le profil n’atteint
pas les valeurs attendue pour un complexe q = 3. L’écart en les valeurs a bas champs et a 20
MHz semble plus proche du profil obtenu pour le [Gd(thgN-SOs)(H,0),]*. L’absence de
charge sur ce complexe conduit a une solubilité faible pour ce complexe et I’ajout de 25% de
DMSO permet a peine d’obtenir la solubilit¢ du produit dans I’eau. Cependant, le profil
montre une inflexion entre 20 et 30 MHz, caractéristique d’une rotation lente. La relaxivité
passe ainsi de 6.1 mM™s™ 4 20MHz 4 8.2 mM™s™ & 30MHz. Cependant, la faible solubilité de
ce complexe, notamment due a I’absence de charge négative, empéche d’interpréter plus en

détail ce profil.

4. Complexes dérivés de ’homosérine

Nous avons vu précédemment qu’un des parameétres pour améliorer la relaxivité consiste a
augmenter le temps de corrélation rotationnel tg. L’optimisation de ce parameétre conduit a se
diriger vers des complexes plus gros. Cette augmentation de la taille des complexes est
souvent, comme nous I’avons précédemment, obtenue par la formation d’adduit en solution

entre le complexe et une macromolécule, comme par exemple la BSA.

Une étude a été menée pour produire des complexes plus lourds, en synthétisant un derivé du
[Gd(dpaa)] et en y greffant différents acides nucléiques, avec a terme, la possibilité
d’effectuer le méme type de greffages avec des brins d’ADN regroupant 10 a 15 bases azotés,
et qui pourraient permettre d’étudier I’influence de la longueur de la chaine sur 1’allongement
du tr . Ce projet a été mené en collaboration avec Christelle Gateau pour la synthése des

complexes et I’équipe de Didier Gasparutto pour la synthése d’oligomeres.
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GdL4

GdL3

Figure 3.50 Complexes dérivés du [Gd(dpaa)(H,0)s]

Le choix du complexe de départ s’est porté sur le [Gd(dpaa)(H,0)3] pour différentes raisons.
Ce complexe posséde trois molécules d’eau et une haute relaxivité”* (9.62 mM™s™, & 200
MHz), ainsi qu’une vitesse d’échange ke = 10 x 10%s™ suffisamment rapide pour ne pas étre
limitante dans le cas d’un gros complexe. En effet, si le temps de résidence d’une molécule
d’eau est suffisamment court, c’est le temps de relaxation intrinséque T1y, qui va déterminer la
relaxivité. Or Ty, dépend a la fois de la vitesse d’échange des molécules d’eau et d’autres
parameétres du complexe, lié & la rotation et a la relaxation électronique du complexe. En plus
de présenter des bonnes propriétés de relaxivité, le dpaa est capable de sensibiliser le Th(lll)
et ’Eu(IIl) avec des rendements quantiques relativement bons si I’on considére la présence de
trois molécules d’eau en premiére sphére (respectivement 22% et 1.5 %)’*. Enfin, la synthése
d’analogue de ce complexe présentant un bras autorisant le greffage sur une autre molécule
est rendu possible en remplacant la glycine par I’homosérine, ce qui permet de conserver la

sphére de coordination du complexe inchangée et de préserver les propriétés de relaxivités.
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Les complexes ont été préparés en faisant réagir un équivalent de GdCl; avec un équivalent de
ligand dans une solution de formiate d’ammonium. Les complexes sont ensuite purifiés par
HPLC préparatrice puis lyophilisés. Une préparation alternative des complexes a été réalisee
en déprotonnant le ligand dans une solution de KOH aqueuse puis en ajoutant le lanthanide, la
purification étant effectuer par HPLC préparatrice dans une mélange acétonitrile / eau. Des
mesures de relaxivités ont été effectuées sur des complexes de Gd(I11) utilisant ces deux types
de préparations et les relaxivités obtenues ont montré 1’absence d’effet du formiate
d’ammonium sur le complexe. Cette préparation a ensuite été appliquée pour I’ensemble des

complexes synthétisés.

Complexe condition rn (mMts?)
GdL1 H,O/KOH 10.78
Formiate d’amonium 10.81
GdL2 H,O/KOH 16.40
Formiate d’amonium 16.09

Tableau 3.19 Relaxivité des complexes GdL1 et GdL2 en fonction de leur mode

préparation.

Differents ligands derives du ligand L1 ont été syntheétisés par le Dr. Christelle Gateau par
chimie « click » en utilisant des dérivés du D-uracile. Le nucléoside a été attaché au ligand de
deux fagons différentes, soit en étant reli¢ a la position 2” du D-ribose, soit en étant relié a la
position 5 de 1’'uracile (respectivement L2 et L4). Une variante avec un bras plus long
comportant un oxygene de la liaison en position 5 de 1’uracile conduit au dérivé L3. Ces
modifications ont pour but de voir I’influence, a la fois de la position de greffage sur le
nucléoside ainsi que de la longueur de la chaine, sur la rotation du complexe et donc la valeur

de TR.
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Figure 3.51 Numérotation des positions de I’uracile et du ribose.

Complexes MW rp (mMts™)
GdL1 622 10.81
GdL2 904 16.09
GdL3 874 15.94
GdL4 904 16.08

Tableau 3.20 Relaxivités des complexes GdL1 a GdL4 a 200MHz, 25°C, et leurs masses

moléculaires associées

La relaxivité obtenu pour le GdL1, est relativement proche de celle obtenu pour le
[Gd(dpaa)(H,0)3] (i = 9.62 mM™s™) et confirme que la modification du bras n’as pas
entrainé de changement dans la sphere de coordination. La relaxivité des différents complexes
comprenant un nucléoside est nettement augmentée par rapport au complexe non greffé. Les
trois complexes atteignent une valeur de relaxivité autour de 16 mM™s™. Cependant la
position de greffage du nucléoside ne semble pas avoir d’influence sur la relaxivité et aucune
des variantes envisagées ne semble apporter un surcroit de rigidité au complexe. Les valeurs
de relaxivité obtenues pour ces complexes sont particulierement élevées et peuvent étre
comparées a celle obtenues dans la littérature pour des complexes présentant trois molécules
d’eau en premicre sphére de coordination. Raymond et al. ont publié¢ plusieurs complexes
dérivés du Gd-TREN-bisHOPO-TAM présentant trois molécules d’eau en premiére sphere de
coordination. Pour les quatre complexes présentés en figure 3.50, les relaxivités a 20MHz
sont comprises entre 11.10 mM™s™ et 13.45 mM™s™. Méme si ces valeurs ont été obtenues &
un champ plus bas que celui utilis¢ pour nos mesures, ’effet du temps de corrélation
rotationnel étant maximal autour de 30 MHz et s’estompe a mesure que le champ augmente,

les valeurs de relaxivités obtenues a haut champ sont particulierement remarquables.

192



X f,_JH L
EH 1 L
0~ TOH HO” O
R= . ,
B J'I:'n
HN”L\*C- HNT 0
) R
OH NH;

Figure 3.52 Complexe de Gd-TREN-bisHOPO-TAM fonctionnalisés comportant trois

molécules d’eau en premiére sphére de coordination

Les résultats obtenus avec le greffage d’un nucléoside étant particuliérement encourageant, un
protocole de greffage sur support a donc été développé. La synthése des oligonucléides sur
support a été mise au point au sein de laboratoire de Iésions des acides nucléiques (LAN) et
est couramment utilisé pour la synthése de brin d’ADN et 1’étude des dommages et des
réparations de celui-ci. L’adaptation de ce protocole a permis la synthése d’un dinucléotide
monophosphate TpU terminé par un groupement aryle permettant de greffer par chimie

« click » le dérivé azide de la dpaa.

HOOC,

7\
> 1) Click —
ToU.— /_: —_— HOOG COQH
3 | PUg 0 2) Lavage EDTA 7/ \ N‘§
3) Déprotection RN
s NG
HO o] o =
\/ 4
N
o OH
Q
HN/(N
J\H o
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Figure 3.53 Representation schématique de la synthese des deérivés dinucléotides du

ligand dpaa

De la méme fagon il a été possible d’obtenir le greffage du ligand dpaa sur un oligomere

comportant 15 bases (figure 3.54).
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Figure 3.54 Ligand dpaa greffé sur un oligomere comportant une séquence de 15 bases.

Les différents produits obtenus ont éte identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF, et
ont ensuite été utilisés pour obtenir les complexes de gadolinium correspondants. Lors des
premiers essais, les analyses MALDI-TOF des complexes ont permis d’identifier le pic de
masse correspondant au complexe (1151 Da pour le dinucléoside, 5540 Da pour le 15-mere).
Malheureusement, les faibles quantités obtenues ne nous ont pas permis de poursuivre les

études de relaxivité sur ces complexes.

La synthése de ces composés ouvre des perspectives vers 1’optimisation de la valeur du temps
de corrélation rotationnel T pour des complexes de Gd(I11) utilisés a haut champ. En effet, si
la valeur optimale de ce parametre est relativement élevée a 30MHz (supérieur a 1ns), la
relaxivité a haut champ est maximale pour des valeurs de tr plus limitées (400-800 ns). Il est
donc plus facile de se rapprocher de cette valeur a haut champ et c’est dans ce sens que la
synthése de ces complexes montre un progres, et nous permet d’augmenter la relaxivité de 5
mM st par le greffage d’un seul nucléoside pour des complexes tris aqua. Il sera intéressant
par la suite d’étudier I’influence de la rigidité¢ des systémes obtenus sur I’augmentation de tg

et donc son impact sur la relaxivité.
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Chapitre IV : Luminescence des complexes
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1. Complexes luminescents émettant dans le proche infra-
rouge
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Figure 4.1 Spectres d’émission des lanthanides

Les lanthanides émettant dans le proche infrarouge sont utilisés depuis une quarantaine
d’années pour des dispositifs optiques ou électro-optiques, comme les lasers (Nd-YAG
lasers), les amplificateurs pour les télécommunications (fibre optiques dopées a I’Er) ou
encore les diodes électroluminescentes (OLEDs , organic light-emitting diodes).

Comme nous 1’avons vu en introduction, ces lanthanides présentent un intérét particulier dans
le domaine biomédical. Le développement des sondes luminescentes a été initié dans le milieu
des années 70 avec I’utilisation de polyaminocarboxylates et de B-dicétones pour sensibiliser
I’Eu(III) et le Tb(III) dans le but de réaliser des tests immunologiques grace a la luminescence
en temps résolu. Cette nouvelle technologie a initié 1'intérét porté aux complexes de
lanthanides luminescents’ et & leur greffage sur des substrats biocompatibles
(anticorps, peptides, ...) et au développement de la microscopie pour la luminescence en
temps résolu (TLRM time-resolved microscopy?). Ces avancées ont conduit a I’utilisation de
biosondes luminescentes & base de lanthanides (LLBs lanthanides luminescent bioprobes)®
dans des domaines allant de I’analyse biologique® & ’analyse médicale, y compris au sein de
tissus ou de cellules, jusqu’au suivi de la biodistribution de médicaments®.

En effet, les sondes luminescentes basées sur des complexes de lanthanides présentent
plusieurs avantages en comparaison des fluorophores organiques®*2. Ils présentent des temps
de vie relativement longs qui permettent de s’affranchir de 1’autofluorescence des tissus

biologiques (qui sont de I’ordre de la nanoseconde), grace a la microscopie en temps résolu.
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De plus, les lanthanides présentent des spectres d’émission fins a des longueurs d’onde bien
définies. Il est ainsi possible d’observer plusicurs marqueurs simultanément, ce qui est
impossible avec de simples marqueurs organiques. Les lanthanides émettant dans le proche
infra-rouge autorisent une plus grande pénétration dans les tissus biologiques (qui absorbent
peu au-dessus de 700 nm) et la longueur d’absorption de I’eau se situe au-dessus de 1000
nm™3. Mais leur faible coefficient d’absorption molaire empéche leur excitation directe par
une source lumineuse a faible énergie. Le peuplement de 1’état excité du lanthanide doit étre
facilité par un ligand organique qui va permettre le transfert d’énergic entre la source
lumineuse et I’ion lanthanide (effet d’antenne)**®. Pour que ce transfert soit suffisamment
efficace, il est nécessaire que 1’état triplet du ligand soit suffisamment proche en énergie de
I’état excité. En effet, plus I’écart entre les deux niveaux est grand, plus les phénomenes de
désexcitations non radiatifs sont favorisés. D’autres conditions sont nécessaires pour la
conception de sondes luminescentes efficaces. De la méme fagon que ce qui a été décrit pour
les complexes de Gd(III) utilisés pour I'IRM, les complexes de lanthanides luminescents
doivent présenter une bonne stabilité aussi bien thermodynamique que cinétique afin d’éviter
la décomplexation de I’ion lanthanide et sa libération dans le milieu biologique. De plus, le
complexe doit étre photochimiquement stable, aussi bien a 1’état fondamental qu’a I’état
excité. Le fait de soumettre le complexe a certaines longueurs d’onde ne doit pas entrainer de
réactions chimiques qui pourraient altérer la structure de celui-ci. La longueur d’onde
d’excitation doit étre la plus élevée possible, de préférence supérieure a 330 nm. En effet, les
longueurs d’ondes plus courtes sont plus énergétiques et leur impact sur les tissus biologiques
ne permettent pas leur utilisation. Il est donc nécessaire de conserver une longueur d’onde
d’excitation aussi haute que possible pour limiter ces effets. Enfin, le ligand utilis¢ doit avoir
un fort coefficient d’excitation a la longueur d’onde utilisée et sa capacité de transfert
d’énergie au métal doit €tre suffisamment élevée pour qu’il puisse le sensibiliser de maniere
efficace. La présence de molécules d’eau dans la sphére de coordination du métal pose
également un probléme car la vibration des liaisons O-H entraine des phénomenes de
désexcitation non radiatifs, qui vont limiter la luminescence. De ce fait, il existe peu de
systétmes qui soient adaptés a la fois a la luminescence et a 1’imagerie IRM*",
L’optimisation de systéme pouvant concilier les deux aspects reste un défi qui nécessite

d’optimiser au mieux les parameétres du ligand pour I’ion lanthanide utilisé.
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2. Complexes basés sur le chromophore 8-hydroxyquinoléine

Depuis que le complexe d’Er(IIl) tris(8-hydroxyquinoléine) a démontré des propriétés de
luminescences particuliérement intéressantes®, la 8-hydroxyquinoléine a été souvent utilisée
dans des complexes pour sensibiliser les lanthanides émettant dans le proche infrarouge. En
effet, son état triplet se situe & une basse énergie (autour de 17 100 cm™) et est donc bien
adapté a la sensibilisation des lanthanides émettant dans le proche infra rouge. La longueur
d’onde d’excitation située entre 340 et 450 nm a ’avantage d’étre peu dommageable pour les

tissus biologiques.

X, ¥ =H
A ﬁ X=H. Y=Br
¥ Nf N ~ X, ¥ =Br
OH o)
Figure 4.2 Structure du ligand 8-CHQ et de ses dérivés.

De nombreux ligands ont été développés a partir de la 8-hydroxyquinoléine pour la
complexation des lanthanides. Albrecht et al. ont développé une hydroxyquinoléine présentant
une coordination étendue via la substitution par un amide de la position 2 afin d’obtenir des
complexes de stoechiométrie 3:1 (figure 4.2) et de protéger le lanthanide de la coordination
d’une molécule de solvant, responsable de désexcitations non radiatives. Ces complexes
présentent de bons rendements quantiques mesurés a 1’état solide et ces rendements sont
améliorés d’un facteur 2.5-3 en fonction de la substitution de 1’hydroxyquinoléine par des
bromes?!. Cet effet est en grande partie dii & la diminution des processus de désactivations non
radiatives. Ces désactivations sont causees par les vibrations des oscillateurs O-H, N-H et C-
H. L’halogénation partielle du ligand, en diminuant le nombre d’oscillateurs C-H, permet une
réduction de ces processus de désactivations non radiatifs. Ces dérivés amide de la 8-
hydroxyquinoléine ont été utilisés pour synthétiser des ligands comportant deux unités 8-
hydroxyquinoléine susceptibles de former des complexes hélicoidaux bimétalliques (Ln/Ln ou
Al/Ln), qui présentent dans le cas de I’Yb(III), une émission dans le proche infrarouge, avec
des rendements quantiques de 1’ordre de 1% a I’état solide?.

D’autres ligands ont été¢ obtenus en substituant la position 2 de 1’hydroxyquinoléine par une
unité benzoxazole, permettant d’avoir une unité chélatante N,N,O portant un chromophore qui

peut étre modifié par le greffage de divers substituants®®. En plus d’une large bande
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d’absorption dans le visible (508-527 nm), les complexes 3:1 issus de ces ligands possédent
une efficacité particuliére pour la sensibilisation de la luminescence du Nd(lIl), avec des
rendements quantiques de 1’ordre de 0.33%. De la méme facon que pour les dérivés amide de
la 8-hydroxyquinoléine, I’halogénation des positions 5 et 7 de I’hydroxyquinoléine améliore

d’un facteur 2 les valeurs de rendements quantiques?*.

AN
N/ \O
OH N
R=H
R =CI R
R=Br

Figure 4.3 Ligand hydroxyquinoléine substitué en position 2 par des benzoxazoles

Cependant, il est parfois difficile de contrdler la stcechiométrie des complexes formés par
auto-assemblage®. Pour y remédier, les unités hydroxyquinoléine ont été insérées sur des
structures tripodales® ou tétrapodales?’ et sulfonées pour permettre une grande solubilité dans
I’eau. Non seulement ces structures permettent de contrdler précisément la stecechiométrie des
complexes (formation de complexes 1: 1) mais améliorent également leur stabilité
thermodynamique (pEu = 14.9 pour le TsoxMe). Cette stabilité permet d’envisager

I’utilisation de ce type de sondes pour des analyses in-vitro.

HOC

OH O o y
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Ri=H,Ry=H Tox
R;=H.R; =S03H Tsox
Ry =Me, R, =S0O3H TsoxMe

T2oxMe

Figure 4.4 Ligands tripodes et tétrapodes basés sur 1’unité 8-hydroxyquinoleine.

204



Cependant, la stabilité de ces composés doit étre améliorée pour pouvoir les utiliser comme
sondes in-vivo et la grande stabilit¢ de nos complexes peut étre un avantage pour la

production de sondes luminescente adaptées au milieu biologique.

2.1 Complexes basés sur le pivot triazacyclononane

2.1.1  [Ln(thgtcn-SO3)]*
L’é¢tude de la luminescence des complexes de Hsthqtcn-SOs a déja fait I’objet d’une étude?®.
Ces mesures ont été menees dans des solutions de tampon TRIS a pH = 7.4. Les spectres

d’émission et d’absorption des différents complexes sont présentés en figure 4.5.

4 4
l13;2 2 hsiz

4l [Er(thgten-805)]% e’ \\._

4 4 4 4
Faz > "laz  "Faz > Tz

N\ A ) '-.Il *Fam > *lan

2 M M ; B,

[Nd(thgten-S03)]*

_ [Yb{thgten-S01)]*
J \ .

800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
A inm

Figure 4.5 Spectres d’émission normalisés (Aex = 370 nm) des complexes [Ln(thgtcn-
S0O3)]*, Ln = Yb, Nd, Er, dans H,0 & pH = 7.4

Le nombre de molécules d’eau en premiére sphere pour ces complexes a été déterminé par des
mesures de temps de vie dans I’eau et dans D,0. Les résultats obtenus confirment 1’absence
de molécules d’eau, en accord avec un complexe présentant un nombre de coordination de
neuf. Les valeurs résiduelles (0.17 et 0.1) du nombre de molécules d’eau sont liées a la fois a
I’incertitude de la méthode ainsi qu’a la probable contribution de molécules d’eau de seconde
sphére ou a la présence d’oscillateurs C-H & proximité du centre métallique®.

Ces complexes montrent des valeurs de rendements quantiques particulierement élevées pour
les ions Yb(III) et Nd(I11) en solution aqueuse. Ces valeurs sont comparables a celle obtenues
pour le fluorexon®, ou avec le tétrapode TSoxMe, mais sont cependant deux fois plus faibles

que celle publiées pour le T20xMe™".
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Figure 4.6 Complexes de Nd(I11) et Yb(III) de fluorexon et leurs rendements quantiques

en solution.
Aex! hem Dyt H,O Ot DO TH20 TD20 q
(nm) (%) (%) (Hs) (Hs)
[Yb(thgten-SO3)]* 370/978 0.14(1) 055(5) 2.05(4) 8.63(4) 0.17
[Nd(thgten-SO3)]* 370/1065 0.016(1) 0.047(7) 0.16(3) 0.41(2) 0.1
[Er(thqtcn-SO9)]* 370/1509 <210%  5710° - 0.64(4) -

Tableau 4.1 Temps de vie de luminescence et rendements quantiques des complexes
[Ln(thgtcn-SO5)]*, Ln = Yb, Nd, Er, dans H,O et D,O & pH = 7.4

2.1.2 [Ln(dhqtcn-SO3)(H,0)]*

Les valeurs de rendements quantiques étant relativement bonnes pour les complexes q = 0, les
mémes mesures ont été effectuées pour les complexes de [Yb(dhqtcn-SOs)(H,0)]* et de
[Yb(dhqtcn-SOs)(H20)]%. Le nombre de molécules d’eau a été obtenu par excitation directe
du métal sur une solution de complexe d’Eu(I1I)(12.10° M). Les temps de vie des états excités
du niveau Eu(’Dy) ont été mesurés dans H,O et dans D,O et utilisés pour calculer le nombre
de molécules d’eau q directement liées au centre métallique. Cette valeur a été déterminée

selon 1’équation proposé par Beeby et al.?:
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g =1.2(Ak,,,—0.25-0.075q")

OU Kops = 1/tops, AKobs = Kobs(H20) - Kops(D20), kops €t donné en ms™ et g™ est le nombre
d’oscillateurs N-H quand des groupement amides sont coordonnées au centre métallique. La
détermination des temps de vie dans H,0 et D,0 sont topsh2o0 = 0.44 + 0.03 et topsp20 = 0.79
+0.04 ms. En réinjectant ces valeurs dans 1’équation précédente, on obtient q = 0.9 pour I’
Eu*, confirmant la présence d’une seule molécule d’eau en premicre sphere de coordination

pour ces complexes.

Excitation r .2 Emission
5/2 7/2

‘ VY
T T T T T T T/ /T 1T T T T 1

T T ™
36 34 32 30 28 26 24 2210.810.610.410.210.09.8 9.6 94 9.2 9.0
v/ 10 cm?

Excitation 4= 4| Emission
3/2 11/2
B

ya
L L L L L L ’ I ’ I

36 34 32 30 28 26 24 2212 11 10 9 8 7
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Figure 4.7 : Spectres normalisés d’excitation et d’émission dans la région proche infra
rouge des complexes de [Yb(dhqtcn-SO3)(H,0)]* (A) et de [Nd(dhgtcn-SO3)(H?0)]* (B)
a température ambiante dans le D,O (trait plein) et ’eau (pointillés), a pH = 7.4
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Comme attendu, les rendements quantiques sont plus faibles que pour 1’espéce q = 0.
Cependant, la diminution de rendement quantique est nettement supérieure dans le cas des
complexes de Nd(III) comparés aux complexes d’Yb(III). Ceci est di au fait que le niveau
de I’état excité du Nd(III) est plus éloigné en énergie du niveau de 1’état triplet du ligand,
et que de ce fait, les phénomenes de désexcitations non radiatifs sont beaucoup plus

importants.

Composé Aex! Aem (NM) @ H,0 ®: DO 9
(%) (%)

[Yb(dhgtcn-SOs)(H.0)]* 375/979 1.8:102(5) 52107 (2)
[Nd(dhgtcn-SOs)(H,0)]* 375/1066 9.10” 70-107

[Eu(dhgtcn-SOs)(H,0)]* 0.9

Tableau 4.2 Rendements quantiques absolus (%) des complexes [Yb(dhgtcn-
SOs3)(H,0)]* et de [Nd(dhqtcn-SO3)(H,0)]* & température ambiante dans le D,O et
PeauapH=74
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21.3 [Ln(hqtcn-SO3)(H,0),]*
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Figure 4.8 : Spectres normalisés d’excitation et d’émission dans la région proche infra
rouge des complexes de [Yb(hqgtcn-SO3)(H20),] (A) et de [Nd(hqgtcn-SO3)(H.0),] (B) a

température ambiante dans le D,O (trait plein) et ’eau (pointillés), a pH = 7.4

De la méme fagon que précédemment, 1’ajout d’une molécule d’eau en premicre sphere fait
chuter les rendements quantiques mesurés dans 1’eau et dans D,0. Les rendements quantiques
mesurés pour I’Yb(III) chutent presque d’un ordre de grandeur alors que les rendements
quantiques mesurés pour le Nd(IIl) sont divisés par deux. Dans le cas du Nd(IlI), les
phénomenes de désexcitations non radiatifs sont d’une trés grande ampleur lorsqu’une
molécule d’eau est ajoutée dans la sphere de coordination. La seconde molécule d’eau
présente dans ce complexe n’amplifie que peu ces phénomenes et cela explique la faible
différence de rendements quantiques des complexes de [Nd(dhqtcn-SOz)(H,O)] et de
[Nd(hgtcn-SO3)(H20).]. Le phénomene étant moins important dans le cas des complexes
Yb(III), chaque nouvelle molécule d’eau apportée dans la sphére de coordination du métal

augmente ce phénomene de quenching de la luminescence.
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CompOSé Aex/Aem ¢t0t HZO ¢t0t DZO

(nm) (%) (%)
[Yb(hgtcn-SOs) )(H,0),]* 375/979 3-10° (1) 79-107 (4)
[Nd(hgtcn-SOs) )(H,0),]* 375/1066 4.10° 30-107

Tableau 4.3 Rendements quantiques absolus (%) des complexes [Yb(hqtcn-SO3)(H.0),]
et de [Nd(hqgtcn-SO3)(H,0),] a température ambiante dans le D,O et I’eau a pH = 7.4

Ces différents complexes mettent en lumiere I’importance du choix du ligand en fonction du
lanthanide utilisé et a quel point la proximité entre le niveau énergétique de 1’état triplet du
complexe et le niveau d’énergie de 1’état excité du métal peut compenser les phénoménes de
désexcitations non radiatifs du a la présence d’oscillateurs O-H a proximité du centre
métallique. Dans le cas du Nd(III), ou le niveau de 1’état triplet du ligand est mal adapte, le
rendement quantique est divisé par un facteur 1000 a la suite de l’introduction de deux
molécules d’eau directement liées au métal. Dans le cas de 1’Yb, la luminescence n’est divisée
que par un facteur 200. La conception des ligands est donc cruciale dans la production de
sondes fluorescentes efficaces et peut permettre de concilier la présence de molécules d’eau

en premiere sphere et la luminescence proche infra rouge.
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2.2 Complexes basés sur le pivot azote central
2.2.1 [Ln(thgN-SO3)(H,0),]*

Les complexes [Ln(thgN-SO3)(H,0),] ont été étudiés en solution dans le tampon Tris a pH =
7.4. Les complexes ont été préparés in situ en mélangeant le ligand et le sel de lanthanide
LnCl; correspondant dans des proportions steechiométriques. Les spectres d’émission sont

présentés en figure 4.9
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Figure 4.9 Spectre d’émission normalisé (Ax = 370 nm) des complexes [Nd(thgN-
S03)(H20)2]* et [Yb(thgN-S03)(H20)2]* , Nd(*Far), Yb(*Fs2) dans H,O (C° =1 mM)

Composés Xex (NM) T /us ®;: H,O T /us ®;: DO q
H,0 (%) D,O (%)
[Nd(thgN-SOs)(H,0),]* 370nm  0.0521 5.310™ 0.350 6.810° 1.7
[Yb(thgN-SO3 )(H,0),]* 370nm 0.00186  1.22 107 0.329 - 2.3

Tableau 4.4 Temps de vie de luminescence et rendements quantiques des complexes de
[Ln(thgN-SO3)(H,0),]* Ln = Yb, Nd, dans H,O et D,O & pH = 7.4

Nous avons mesurés la capacité de notre ligand HsthgN-SO3; a agir comme sensibilisateur

pour la luminescence proche infrarouge de I’Yb(III) et du Nd(III). L’excitation des ligands a

211



une longueur d’onde de 370 nm a permis de mesurer les rendements quantiques des
complexes de I’Yb(III) et du Nd(IIT) dans 1’eau. Malgré la présence de deux molécules d’eau
en premiére sphére de coordination, ces complexes présentent des rendements quantiques de
5.3x10™ % pour le Nd** et 1.2x10°° % pour Yb*". Il existe peu de complexes bis-hydratés

capables de sensibiliser les ions Nd(111) et Yb(III) dans la littérature.

R
| =
e
N
HOOC. N N._.COOH
COOH  COOH
R=H
R=0OCH,

Figure 4.10 Ligand PNM trétracétate

Le ligand (R = H) présenté en figure 4.5 avait déja été étudié pour la sensibilisation de

lanthanides émettant dans le visible3*®

. Il a également montré qu’il était capable de
sensibiliser le Nd(III) de fagon efficace malgré la présence de deux molécules d’eau sur le
métal. Les rendements quantiques obtenus pour le Nd(111) sont de 9.7x107 % et de 7.5x107 %
(respectivement pour R = H et OCH5)™. Nos valeurs de rendements quantiques sont plus
faibles mais il est tout de méme remarquable d’obtenir une sensibilisation des lanthanides
(Nd, Yb) dans le proche infrarouge malgré la présence de deux molécules d’eau en premiére
sphere. De plus, la longueur d’onde utilisée pour sensibiliser notre complexe est située a 370
nm alors que pour le complexe présenté en figure 4.5, la longueur d’onde d’excitation est
située entre 266 et 250 nm, c’est-a-dire aux longueurs d’ondes auxquelles les tissus
biologiques présentent le plus d’absorption. Mis a part I’exemple des complexes basés sur une
structure pyridine, et des TSoxMe, peu de ligands dans la littérature sont capables de
sensibiliser les ions lanthanides pour le proche infrarouge ainsi que de présenter une solubilité

convenable dans 1’eau, qui autoriserait leur utilisation pour des applications biomeédicales.
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222 [Ln(dhgN-SO3)(H,0)s]*

Rares sont les composés présentant un grand nombre de molécules d’eau en premiére sphére a
étre testés pour la luminescence proche infrarouge. Pour le cas des ions lanthanides émettant
dans le visible, les rendements quantiques dans I’eau du [Tb(dpaa)] (21%) et de I’[Eu(dpaa)]
(1.5%)® sont bien inférieurs aux rendements quantiques obtenus pour les complexes ne
présentant pas de molécules d’eau en premicére sphere d’hydratation. Cependant, ces
rendements restent mesurables et pas totalement inintéressants dans 1’optique d’une utilisation

de ces ligands pour des sondes bimodales.
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Figure 4.11 : Spectres normalisés d’excitation (Aan = 10 214 cm™) et d’émission dans le
domaine proche infrarouge (Aex = 26 666 cm™) de complexes [Yb(dhgN-SO3)(H20)s]* et
[Nd(dhgN-SO3)(H,0)s]* & température ambiante dans le D,O (trait plein) et I’eau
(pointilles), apH =7.4

Les rendements quantiques obtenus en solution sont certes faibles mais restent mesurables, ce
qui est assez notable pour un complexe présentant trois molécules d’eau liées au métal.
Comme attendu, le rendement quantique dans 1’eau est plus faible que pour les complexes de

thgN-SOs.
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composé Dy (%) Q (th)

Yb Nd
HZO Dzo Hzo Dzo

dhgN-SO3 6-10%(2) 59-10°(3) 2-10° 18-10” 3

Table 4.5 Rendements quantiques absolus (%) de complexes of [Yb(dhgN-
SO3)(H20)s]™ et [Nd(dhgN-SOz)(H20)a]*

L’étude des ces différents complexes a montré qu’il était possible de sensibiliser les
lanthanides émettant dans le proche infrarouge malgré la présence de molécules d’eau en
premiére sphere de coordination. Méme si les rendements quantiques obtenus restent tres
modestes et nécessitent encore une optimisation, le peu d’exemples de tels complexes dans la
litterature les rend intéressants dans la perspective du développement de systemes adaptes a la
fois a la luminescence proche infrarouge et a I'IRM. De plus [’utilisation de
I’hydroxyquinoléine comme antenne permet d’atteindre une longueur d’excitation autour de
370 nm qui se rapproche des longueurs d’onde du visible et a laquelle les protéines contenues
dans les milieux biologiques absorbent peu®®. L’architecture de ses systémes a une influence
directe sur la luminescence des complexes de lanthanides associés. D’une part,
I’hydroxyquinoléine semble plus adaptée a la sensibilisation de 1’Yb(III) que du Nd(III).
D’autre part, la symétrie et la rigidit¢é des complexes peut avoir une influence sur leur
luminescence mais les résultats sont difficiles a mettre en perspective puisque les complexes

présentés ici possedent tous un nombre différent de molécules d’eau.
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3. Complexes de lanthanides encapsulés dans des billes de silice

Ce projet a été mené en collaboration avec les équipes du CEA LITEN, DTNM/LCSN et du
CEA LETI-Minatec.

Le développement de systéeme nanoparticulaires fait partie des domaines de recherches qui ont
fait 1’objet d’un essor croissant ces dernieres années. Les nanoparticules luminescentes
présentent un intérét dans le développement de sondes luminescentes multicolores. En effet, il
est possible d’inclure au sein de ce type de matrice plusieurs complexes de lanthanides
différents, et d’avoir, en fonction de la longueur d’excitation choisi, I’une ou I’autre des

longueurs d’émission.

Les ligands Hsthqtcn-SO; et Hstpatcn ont montré des propriétés de coordination
particulierement intéressantes pour la sensibilisation des lanthanides pour la luminescence
proche infrarouge et visible, respectivement (Nd, Yb, Er) et (Th, Eu, Nd). Ces deux systéemes

forment des complexes particuliérement stables dans 1’eau et présentent parmi les meilleurs

rendements quantiques pour 1’émission dans le visible et le proche infrarouge34’35.
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Figure 4.12 Ligands Hsthgtcn-SO3 et Hstpaten

La tpatcn présente une bande d’absorption a 271 nm qui peut étre assignée a une transition
n—7*. Soumis a une longueur d’onde d’excitation de 274 nm, le spectre de luminescence du
tpatcn présente 5 bandes entre 570 et 730 nm dont la principale bande est attribuée a la
transition °Dy—'F, présentant un maximum autour de 615 nm. Pour le complexe de
[Tb(tpatcn)], le spectre est caractérisé par 7 bandes entre 450 et 700 nm, la bande principale
(maximum & 545 nm) étant attribuée a la transition °Ds—'Fs.

Pour le ligand thqtcn-SOs3, le complexe d’Yb(III) émet entre 930 et 1080 nm, avec une bande

étroite présentant un maximum a 977 nm correspondant a la transition 2Fey — 2Fqp.
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L’encapsulation de plusieurs chélates de lanthanides dans des nanoparticules de silice
présente un intérét particulier pour le développement de marqueurs multicolores, qui
pourraient avoir de multiples applications dans les matériaux (codes barres, sondes, OLEDs,
lasers) ou dans les tests biologiques. En effet, cette encapsulation présente de nombreux
avantages par rapport a I'utilisation d’autres nanostructures®. Les billes de silice présentent
une bonne biocompatibilité, elles sont facilement fonctionnalisables et permettent un parfait
isolement de I’unité luminescente. La silice constitue de plus une structure d’accueil adéquate
du fait de sa stabilité et de sa transparence. L’incorporation de complexe de lanthanides dans

3739 pour comprendre 1’influence de

des matrices inorganiques a €té particulierement étudiée
la matrice sur les propriétés photophysiques des complexes luminescents. En fonction de la
structure chimique de ces derniers, de faibles interactions (liaisons hydrogenes, interactions de
Van der Waals électrostatiques) avec la matrice inorganique étaient obtenues et conduisait a
une dispersion hétérogene des complexes au sein de la matrice et méme a la perte de ces
méme complexes. De ce fait, le greffage covalent des espéces luminescentes a été utilisée***
mais demandait des efforts synthétiques supplémentaires pour obtenir la fonctionnalisation

des complexes de lanthanides et pouvait méme altérer leur stabilité.

Dans notre cas, les complexes de lanthanides ont été encapsulés directement dans des nano-
billes de silice par un procedé de microémulsion inverse. La microémulsion est obtenue en
mélangeant du cyclohexane, du 1-hexanol qui agit comme co-surfactant, et du Triton X-100,
un surfactant non ionique auxquels sont ajoutés une solution aqueuse contenant les complexes
de lanthanides et une solution d’hydroxylamine. Une fois la microémulsion stabilisée, le
précurseur de silice (TEOS tétraethyl orthosilicate) est ajouté. Aprés réaction les
nanoparticules sont lavées a I’eau et 1’é¢thanol par centrifugation, puis par dialyse. Apres un
dernier lavage a I’eau par centrifugation, les nanoparticules sont obtenues et 1’eau de lavage
apres dialyse est testée par dosage par colorimétrie pour vérifier I’absence de lanthanides en
solution. Le spectre de luminescence de cette méme solution ne presente pas les bandes
classiques d’émission des ions lanthanides ou des états singulets des ligands libres. Apres
immersion des nanoparticules dans 1’eau pendant un mois, les mémes tests sont effectués sur
la solution aqueuse apres centrifugation des nanoparticules et présentent les mémes résultats,
confirmant la stabilité des nanoparticules dans I’eau et I’absence de relargage des complexes.

La grande stabilité des complexes sur une large gamme de pH (2-9) empéche 1’agrégation et

le relargage des ions lanthanides sous la forme d’hydroxydes insolubles au cours de la
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synthese des nanoparticules. Différentes syntheses sont réalisées : des nanoparticules ne
contenant que le complexe [Yb(thqgtcn-SO3)]* ou contenant un mélange [Eu(tpatcn)] :
[Th(tpatcn)] ou un mélange [Yb(thqtcn-SO3)]* : [Nd(tpatcn)]. En modifiant les conditions de
synthése, il est possible de faire varier la taille des nanoparticules obtenues de 10 a 100 nm.
Les études ont été effectuées sur des particules présentant une taille homogeéne de 50 nm.

Un des principaux inconvénients de ce type d’encapsulation réside dans le manque
d’homogénéité de la répartition des complexes au sein des nanoparticules. L’utilisation de la
microscopie électronique en transmission (TEM) permet de localiser précisément et en 3D la
position des complexes encapsulés. Cette localisation s’avere étre influencée par le caractere
hydrophile des complexes considérés. La présence des lanthanides au sein des nanoparticules

a d’abord été confirmée par [CPMS.
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Figure 4.13 Pourcentage d’encapsulation mesuré par ICPMS (sample 1: NP-NdYD,
sample 2 : NP-NdY btpatcn)

La titration par ICPMS montre que lorsque deux ligands sont présents dans 1’échantillon
([Yb(thgtcn-SO3)]* et [Nd(tpatcn)]), la concentration du complexe d’[Yb(thqtcn-SO3)]* est
trois fois supérieure a la concentration du complexe de[Nd(tpatcn)]. Dans le cas ou un seul
ligand (tpatcn) est utilisé, 1’insertion des deux complexes se fait dans les mémes proportions,
en accord avec les concentrations utilisées pour les deux ions. Afin de préciser la position des
différents complexes dans les nanoparticules, une analyse plus précise de la répartition dans le
volume de la nanoparticule a été obtenue par une technique de HAADF (high angle annular

dark filed) sur un microscope électronique a balayage par transmission (STEM). Cette
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technique d’analyse est particuliérement adaptée a 1’analyse d’échantillon he’térogéne42 et

permet de reconstruire en 3D la répartition des chélates dans les nanoparticules de silices.

Figure 4.14 NP-NdYb :(A) Image HAADF - simple projection. 141 images similaires
sont prises. (B) Reconstruction tomographique en 3D des billes de silice. L’image ne
représente pas une projection mais une coupe planaire des intensités. NP-EuTb :(C)
Image HAADF — simple projection. (D) Reconstruction tomographique en 3D des billes

de silice.

Les images obtenues a partir des particules Tb/Eu tpatcn (figure 4.14) montrent que les
complexes sont localisés au bord de la matrice inorganique. Sur les reconstructions
tomographiques effectuées sur les particules NP-Yb et NP-NdYb, les complexes d”Yb(III)
sont clairement localisés au centre des nanoparticules (figure 4.14). Sur les particules NP-
NdYb, les complexes de [Nd(tpatcn)] ne sont pas visibles, ceci étant probablement & un
probléme de contraste sur les images. La différence de répartition observée entre les deux

ligands est probablement due a un caractére hydrophile plus marqué dans le cas des
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complexes de thgtcn-SOs. Cette conclusion est confirmée par les concentrations obtenues en
ICPMS, qui montrent que ’incorporation des complexes d’[Yb(thqten-SO3)]* se fait dans des
proportions plus importantes que pour le [Nd(tpatcn)]. Le caractére hydrophile du ligand qui
semble crucial dans I’incorporation des complexes de lanthanides au sein de la matrice de
silice pourrait étre utilisé pour optimiser I’intensité de la luminescence et la stabilité de

nanoparticules intégrant des complexes de lanthanides.

Les propriétés de luminescences de ces particules ont été étudiées. Les particules NP-EuTb
contenant deux lanthanides émettant dans le visible, montre une double émission avec deux
bandes fines a 613 nm et 545 nm correspondant respectivement a 1’émission de I’Eu(III) et du
Tb(III), lorsqu’elles sont soumises a une longueur d’onde d’excitation de 279 nm. Ces deux
bandes d’émission correspondent respectivement aux transitions 5Do—>7F2 et 5D4—>7F5. Les

, .. . . . .43
spectres d’émission sont identiques a ceux des complexes en solution™.
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Figure 4.15 Spectres d’émission des nanoparticules NP-Eu, NP-EuTb et NP-Tb (A =
279 nm)

Pour les particules NP-NdYb et NP-Yb, 1’émission des ions Yb(IIl) se caractérise par une

bande entre 895 et 1120 nm avec un maximum a 978 nm, correspondant au niveau *Fs,. L’ion
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Nd(III) présente trois bandes d’émission entre 830 nm et 1420 nm, correspondant aux
transitions du niveau “Fs, vers les niveaux *lgs, *li1s2 €t *lizp. Les spectres d’émission du
complexe [Yb(thgtcn-SO3)] libre et de la nanoparticule NP-Yb sont parfaitement
superposables, montrant que la symétrie du complexe est préservée et qu’il n’y a aucune
interaction entre le lanthanide et la matrice de silice. Concernant les particules contenant du
Nd(III) et de I’Yb(III), I’émission peut étre modifiée en fonction de la longueur d’onde
d’excitation. En excitant les particules a 272 nm, les signaux a la fois du Nd(III) et de

1’Yb(I11) sont observables.
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Figure 4.16 (A) Spectres normalisés d’excitation du complexe [Yb(thqtcn-803)]3' (g) et
de NP-NdYb (Aem = 1060 nm (i), Aemy = 982 nm (h)). (B) Spectres d’absorption du
[Nd(tpatcn)] (a), [Yb(thqtcn-SO3)]* (b). (C) Spectres normalisés d’émission de NP-
NAYb (hex =272 nm (c), Aex = 375 nm (d)), du complexe [Yb(thqten-SO3)]* (Aex = 375 nm)
(e) et de NP-Yb (Aex = 375 nm) (). Toutes les solutions sont a pH = 7.4

La mesure des temps de vie pour les particules NP-NdYb (4.01(5) us) et NP-Yb (4.17(1) ps)
présente des temps de vie relativement plus longs que ceux des complexes isolés. De la méme
facon, les temps de vie des complexes encapsulés émettant dans le visible sont plus longs
(entre 11% et 29%) que ceux des complexes isolés. Ces résultats suggérent que la matrice de
silice agit comme une protection autour des complexes et empéche les phénomenes de dé-

excitations non radiatives. Les rendements quantiques obtenus pour ces espéces ont été
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mesurés en solution a pH = 7.4 et a I’état solide. Des rendements quantiques similaires a ceux

mesurés pour les complexes libres ont été obtenus (tableau 4.6).

T @ (%)
(ms) H,0 Phase solide
[Nd(tpatcn)] 0.045(3) 10
[Yb(thqtcn-SO3)] 2.05(1) 107 0.14 0.11
NP-[Yb(thqtcn-SO3)] 4.17(1) 107
NP-NdYb 0.058(4) 10 (Nd) 0.13 (Yb A= 375 nm)

4.01(5) 10° (Yh) 0.095 (Yb A= 272 nm)
0.018 (Nd A= 272 nm)

[Eu(tpatcn)] 1.08(1)
NP-[Eu(tpatcn)] 1.23(2)
[Th(tpatcn)] 2.00(1)
NP-[Th(tpatcn)] 2.06(2)

Tableau 4.6 Temps de vie de luminescence et rendements quantiques des complexes

libres et au sein des nanoparticules.

La synthése de ces systémes a donc permis d’allier deux complexes de lanthanides différents
et d’avoir un nano objet émettant a la fois dans le visible et le proche infrarouge. L utilisation
de ces systémes présente de nombreux avantages. Les nanoparticules s’averent trés stables
dans le temps en solution et le fait d’avoir les complexes de lanthanides a I’intérieur de la
matrice évite tout risque d’altération de ces complexes, contrairement a un greffage en
surface. De plus la méthode de synthése de ces billes permet d’internaliser les complexes sans
modification de la structure du ligand. Ainsi inclus dans la nanoparticule, les complexes sont
également protégés des phénomeénes de désexcitations non radiatifs dus au solvant qui
peuvent diminuer la luminescence. Les temps de vie de luminescence des différents objets
sont ainsi identiques voire meilleurs que ceux des complexes en solution. La biocompatibilité
des ces objets peut en faire des marqueurs efficaces au niveau biologique, aussi bien pour du
marquage in vitro que pour du suivi in vivo, ou étre utilisés comme code barre sur différents

matériaux.
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Conclusions et perspectives

Dans ce travail de thése nous avons développé la synthése de ligands dérives de
I’hydroxyquinoléine, en s’appuyant sur deux types d’architectures : un pivot azote central et
la plateforme macrocyclique 1,4,7 triazacyclononane. Nous avons étudié la complexation des
ions Ln(III) avec ces différents ligands. L’objectif de ce travail a été d’étudier I’influence des
différentes structures sur la relaxivité des complexes de Gd(ll), ainsi que sur leur stabilité
thermodynamique et sur Defficacit¢ des complexes de NdA(III) et d’Yb(IIl) pour la

luminescence dans le proche infrarouge.

Dans le cas des complexes s’appuyant sur la plateforme 1,4,7 triazacycononane, une famille
de complexe présentant respectivement 0, 1 et 2 molécules d’eau en premicre sphere de
coordination ont été synthétisés. Le complexe de [Gd(thgtcn-SO3)]* a montré une relaxivité
particuliérement élevée (5.1 mM™s™ & 20 MHz) pour un complexe q = 0. Les études sur ce
complexe ont montré qu’une rotation lente associée a un phénomeéne de seconde sphére
inhabituel pouvait expliquer cette valeur de la relaxivité. Le complexe [Gd(dhgtcn-
S03)(H,0)]* a montré, de la méme facon que le [Gd(thgtcn-SO3)]* une structure rigide de
ces complexes en solution, et présente une valeur de relaxivité bien supérieure (9.1 mM™s* &
20 MHz) aux relaxivités classiqguement observées pour les complexes mono aqua. Par la

17 . ,
I’*'O de la molécule d’eau coordonnée au

mesure des vitesses de relaxation transversales de
complexe, nous avons pu déterminer la valeur de la vitesse d’échange de I’eau (kex = 10-50 x
10°%s™), qui est rapide mais ne suffit pas & expliquer les bonnes performances du complexe de
Gd(II). Le temps de corrélation rotationnel t, a été mesuré par des mesures de temps de
relaxation des protons aromatiques du ligand dans un complexe d’Y(III). Ce temps de
correlation rotationnel s’est révélé particulierement long (258 ps) et nous a permis d’expliquer
la valeur particuliérement haute de la relaxivité du complexe. L’analogue bis aqua, le
[Gd(hqtcn-SO3)(H,0),]* a lui montré des performances en accord avec son nombre de
molécules d’cau. Sa relaxivité & 20 MHz s’¢léve a 7.3 mM™s™, une valeur comparable &
celles des complexes bis aqua rapportés dans la littérature mais qui reste inférieure au
complexe mono aqua [Gd(dhgtcn-SO3)(H,0)]*. La présence d’une seule hydroxyquinoléine
dans la structure a provoqué une perte de rigidité du complexe, comme le montrent les
expériences menées en RMN. Cette perte de rigidité du complexe explique qu’il ne possede

pas une relaxivité plus élevée qu’attendue, méme si cette valeur reste supérieure aux
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relaxivités des agents commerciaux, grace a la présence de deux molécules d’eau en premicre

sphére de coordination.

Dans le cas des complexes basés sur une architecture a azote central, le complexe bis aquo
[Gd(thgN-SO3)(H.0)-]> a montré une valeur de relaxivité intéressante (5.7 mM™s™ & 20
MHz) supérieure a celle des agents commerciaux. Cependant, la valeur de relaxivité est un
peu inférieure a celle attendue pour un complexe bis-aquo. Nous avons cherché a comprendre
d’ou venait cette limitation et la vitesse d’échange obtenue par la mesure des vitesses de
relaxation transversale de I’*’O de 1’eau nous a apporté un éclairage sur ce point. En effet,
cette valeur s’est avérée particulierement basse pour un complexe bis aquo (kex = 0.48 X 10°%s”
1) et explique la relaxivité limitée pour ce complexe. La synthése de 1’analogue tris aqua
[Gd(dhgN-SO3)(H,0)3]* a permis d’accéder a une vitesse d’échange plus rapide (kex = 4.02 X
10°s™Y) et la valeur de la relaxivité de ce complexe est parfaitement en accord avec les valeurs
prédites par la théorie pour des complexes possédant trois molécules d’eau en premiere sphere
de coordination. La valeur de la relaxivité a 20 MHz pour ce complexe atteint donc 10.8 mM~
s, Ces deux complexes présentent un intérét particulier pour leur relaxivité & haut champ,
car leur nombre de molécules d’eau directement liées au Gd(III), respectivement 2 et 3, leur
permet de maintenir a des champs élevés, la valeur de la relaxivité quand celle des complexes
mono aqua chute rapidement. Ainsi, la relaxivité du [Gd(thgN-SOs3)(H,0),]> & 200 MHz est
de 5.1 mMs™ et celle du [Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]* atteint 10.7 mM™s™ Ces deux complexes
s’aveérent donc particulierement adaptés pour le développement d’agents de contraste IRM a
haut champ. Les images IRM de cerveaux de rats obtenues avec ces deux composés laissent

entrevoir des perspectives intéressantes.

Le motif hydroxyquinoléine a montré a travers tous ces complexes, son apport en termes de
stabilité. En effet, ’ensemble de nos complexe présente des pM supérieurs a 19, et cette
stabilité peut étre comparée a celle du [Gd(DTPA)(H,0)]* et montre une amélioration notable
par rapport aux résultat obtenus avec les complexes basés sur des unités picolinates. Si la
stabilité thermodynamique est apportée par le motif hydroxyquinoléine, la plateforme 1,4,7
triazacyclononane a une influence sur la stabilité cinétique des complexe et semble également
favoriser la formation d’espéces rigides en solution, alors que les complexes basés sur le pivot

azote central ont montré un comportement plus fluxionnel.
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Dans I’ensemble, nos complexes ont montré qu’ils interagissaient avec 1’albumine sérique
pour donner des adduits avec une relaxivité plus important que dans I’eau. L’influence des
anions endogenes sur nos complexes est faible, méme si leur impact est notable sur le
[Gd(dhgN-SO3)(H,0)s]* et le [Gd(hgtcn-SOs)(H20),]*. Cependant, les mesures en présence
d’anions se font dans des conditions (200 équivalents d’anions) qui ne traduisent pas la réalité
du milieu biologique mais sont utilisées pour comparer les valeurs avec celles de la littérature.
Les mesures de relaxivité de nos complexes dans le sérum ont d’ailleurs confirmé le bon
comportement en milieu biologique de nos complexes, aussi bien par leur capacité

d’association avec les protéines que par leur faible sensibilité aux anions endogenes.

Si le nombre de molécules d’eau des complexes de Gd(III) est crucial pour obtenir une bonne
relaxivité a haut champ, il n’est pas moins essentiel d’optimiser les autres paramétres
dynamiques qui influent sur la relaxivité. De ce fait, les études realisées sur les dérivées de la
dpaa ont montré qu’une augmentation importante de relaxivité a haut champ pouvait étre
obtenue en greffant de fagcon covalente sur un complexe tris agua, une macromolécule de type
nucléoside. L’augmentation de relaxivité obtenue a 200MHz est de 1’ordre de 5 a 6 mM st
entre le complexe simple et le complexe greffé. L’étude menée sur ces différents dérivés n’a
pas montré d’influence du type ou de la position de la liaison formée avec le nucléoside, et
I’ensemble des complexes de Gd(III) synthétisés atteignent des valeurs de relaxivité a 200
MHz comprises entre 15 et 16 mM™s™ particuliérement élevées pour des valeurs & haut
champ. Ces études ouvrent des perspectives particuliérement intéressantes pour 1’optimisation
de la valeur de t, a haut champ et le greffage d’unité plus grosse pourrait permettre de
déterminer 1’influence de la flexibilité du groupement greffé sur I’allongement du 1, et donc

sur la relaxivité.

En ce qui concerne la luminescence des complexes de Nd(III) et Yb(III), I’hydroxyquinoléine
a montré sa capacité a sensibiliser efficacement ces ions lanthanides pour la luminescence
dans le proche infrarouge. Cependant, la présence de molécules d’eau sur la plupart des
complexes a pour conséquence de faire chuter les rendements quantiques, mais ces résultats
restent remarquables car il existe peu de complexes montrant un rendement quantique
mesurable pour la luminescence proche infrarouge malgré la présence de molécules d’eau en
premiére sphére de coordination. Le [Nd(thqtcn-SO3)]* et le [Yb(thqtcn-SO3)]* restent
cependant les complexes les plus intéressants pour la luminescence proche infra rouge. Un
travail en collaboration avec deux equipes (CEA LITEN, DTNM/LCSN et CEA LETI-
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Minatec) ont permis d’exploiter ces propriétés de luminescence ainsi que celles des
complexes de [Nd(tpatcn)] et [Th(tpatcn)] déja etudiées au sein de notre laboratoire pour la
réalisation de nanobilles de silice présentant deux longueurs d’onde d’émissions différentes.
La forte stabilité de nos complexes associés a leurs performances pour la luminescence en
font de bons candidats pour étre insérés au sein de ce type d’objet. En effet, nos complexes
restent stables sur une large gamme de pH et peuvent ainsi endurer les conditions nécessaires
a la synthese des billes de silice sans subir de dégradation. Les images STEM des nanobilles
soulignent 1’influence de la solubilité de nos complexes en phase aqueuse sur leur localisation
dans les nanoparticules et la perspective d’un travail sur la solubilité¢ des complexes pourrait

permettre de contrdler la répartition de ces derniers au sein de ces nanobilles de silices.

Les résultats particulierement intéressants obtenus avec ces complexes montrent que le motif
8-hydroxyquinoléine permet de synthétiser des complexes particuliérement stables et
présentant des propriétés remarquables tant du point de vue de la relaxivité que de celui de la
luminescence proche infrarouge. De ce fait, le développement d’autres complexes basés sur
ce méme motif ouvrirait des perspectives, a la fois au niveau de la compréhension de
I’influence de la structure des complexes sur leurs propriétés qu’au niveau de I’optimisation
de ces propriétés dans le but d’obtenir des complexes plus performants. Dans cette optique, le
remplacement des groupements solubilisants sulfonates par d’autres substituants capables
d’assurer la solubilité¢ des complexes (chaines PEG par exemple), permettrait d’accéder a des
analogues des complexes déja étudiés, et autoriserait la synthése de nouveaux composés,
inaccessibles car leur structure ne supporte pas la sulfonation (par exemple, les analogues
solubles des complexes [Ln(dhgN-gly)(H.0)s] et [Ln(dhgN-asp)(H.0).]). De plus, la
synthése de complexes portant des groupements plus encombrants permettraient d’étudier
I’influence de 1’encombrement stérique sur la dynamique de rotation des complexes, sur les

interactions avec les anions et avec I’albumine, et sur la luminescence proche infrarouge.
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1. Généralités
1.1. Réactifs et solvant

Les solvants et les réactifs de départs proviennent de chez Aldrich, Flucka, Acros et Alfa. Ils
ont été utilisés sans purification particuliére sauf si spécifié. Les solvant anhydres proviennent
de chez Aldrich et ont été utilisés sans purification supplémentaire. L’eau utilisée correspond
a une eau de grande pureté présentant une valeur de résistivité de 18 MQ.cm, obtenue a partir
d’un systeme de purification «Millipore/MilliQ». Les sels de lanthanides proviennent de chez

Aldrich. Ceux-ci ont été doseés par titration par colorimétrie avant utilisation.

1.2. Chromatographies

1.2.1. CCM et colonnes

Les chromatographies sur couche mince ont été réalisées sur des plaques de gel de silice 60
Fos4 Merck, des plaques de gel de silice 60 RP18 F,5,S Merck ou des plaques d’oxyde
d’aluminium F,s4 neutre Merck.

Les chromatographies sur silice ont été réalises sur gel de silice 60 Fys4 (40-53 um), 60 RP18

F254S, ou sur oxyde d’aluminium 90 activité III (4.9% d’eau, 63-200 pum).
1.2.2.HPLC

HPLC analytique
Colonne :
- Purosphere RP18

- p=5um

- L=250mm

- @=5mm

- d=1mL/min
Deétection (UV) : 1 =270 nm
Eluant :

- A: CH3CN/H,O/TFA :90/10/0.01

- B :H20/TFA :99.925/0.075
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Méthode : Au départ, la colonne est conditionnée dans 1’éluant B (100 %). Trois gradients
linéaires sont successivement appliqués pour éluer le composé a analyser (jusqu’a atteindre
une concentration en A de 100%). Pour finir, un dernier gradient est appliqué jusqu’a
atteindre a nouveau une concentration en B de 100 %.

HPLC préparative
Colonne :
- Purosphere RP18

- p=5um

- L=250mm
- @=50mm

- d=1mL/min

Deétection (UV) : 1 =270 nm
Eluant :
- A CH3CN/H,O/TFA :90/10/0.01

- B :H20/TFA :99.925/0.075

1.3. Caractérisation

Les spectres RMN *H ont été enregistrés sur des spectrométres Brucker Avance DMX 200,
Varian Mercury et Varian Unity 400, et Brucker Avance DMX 500. Les déplacements
chimiques sont donnés en ppm en utilisant le solvant comme référence interne. Les
abréviations suivantes sont utilisées pour décrire la multiplicité des signaux : s (singulet), d
(doublet), t (triplet), dd (doublet de doublets), m (multiplet).

Les spectres de masse d’ionisation par électrospray (ES-MS) ont été enregistrés sur un
spectrometre Finigan LCQ a trappe d’ions.

Les analyses élémentaires ont été réalisées au Service Central d’Analyse du CNRS a

Vernaison.
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2. Synthese des ligands

SOH
o

2.1. Synthése du ligand Hshqgtcn-SO;

1,4-bis(2-(benzyloxy)benzyl)-1,4,7-triazonane: to a solution of, 1,4,7-triazacyclononane

H
4 N\
@u !
OBn BnO

C34H39N30,
MW = 521,69

tris-HCI (19, 4.19mmol) in 1,2 anhydrous dichloroethane
(200mL) under argon, diisopropylethylamine (2.1 mL, 8.38
mmol)is added. After 15 minutes of stirring, sodium
triacetoxyborohydride  (2.218g, 10.48mmol) and  2-
benzyloxybenzaldehyde commercial (1.78g, 8.38 mmol) are
added to the reaction mixture. The mixture is stirred overnight
at room temperature. The reaction is stopped by addition of

75mL of water. The aqueous phase is extracted with

dichloromethane (3x50mL). The organic phases are gathered, dried over Na,SO, and

evaporated under reduced pressure. The crude orange oil (2.945g) is purified by column
chromatography on silica gel (400mL, CH,Cl,/EtOH gradient from 100/0 to 80/20). The

compound is obtained as a pale yellow solid (460mg)

Yield : 21%

'H NMR (CDCls, 200MHz) & (ppm): 7.42 (m, 10H, benzyl), 7.24 (d, 6.6Hz, 2H, H5), 6.96
(m, 6H, H phenol), 5.16 (s, 4H, CH,-benzyl), 3.66 (s, 4H, CH2 phenol), 2.86 (d, 4.8Hz, 4H,
CH, triazacyclononane H5 H9), 2.78 (d, 4.8Hz, 4H, CH; triazacyclononane H6 H8), 2.45 (s,
4H, CH; triazacyclononane H2 H3)

ES-MS (m/z) : [M+H]" : 522.6
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8-(benzyloxy)-2-((4,7-bis(2-(benzyloxy)benzyl)-1,4,7-triazonan-1-yl)methyl)quinoline : to
a solution of 1,4-bis(2-(benzyloxy)benzyl)-1,4,7-triazonane (460

p mg, 0.88mmol) in anhydrous 1,2-dichloroethane (10mL) under
N. OB argon, sodium triacetoxyborohydride (234 mg, 1.10mmol) and 8-
&

N N

(benzyloxy)quinoline-2-carbaldehyde (290 mg, 1.10mmol) are
Q\/ successively added to the reaction mixture. The mixture is stirred
N

OBn overnight at room temperature. The reaction is stopped by adding
’

BnO N || of 5 mL of water, the aqueous phase is extracted with CH,Cl,
n NN

(3x50mL). The organic phases are gathered, dried over Na,SO,

and evaporated under reduced pressure. The crude orange oil

I\/CI;V5V1|:|5726N§(33 (850 mg) is purified by column chromatography on silica gel

(100mL, CH,CI,/EtOH gradient from 100/0 to 90/10) to give the
product as an orange oil (300mg).
Yield : 46%
'H NMR (CDCls, 200MHz) & (ppm): 7.97 (d, 9.8Hz, 1H, H4 quinoline), 7.26 (m, 19H, H
aromatic), 7.24 (d, 6.6Hz, 2H, H5), 7.00( dd , 6.6Hz, 2.5Hz, 1H, H quinoline), 6.85( m, H
aromatic), 5.22 (s, 2H, quinoline-CH,-benzyl), 4.92 (s, 4H, phenol-CH,-benzyl), 3.86 (s, 2H,
CH; quinoline), 3.81 (s, 4H, CH; phenol), 3.03 (s, 4H, CH, triazacyclononane), 2.77 (s, 8H,
CHj, triazacyclononane)
ES-MS (m/z) : [M+H]" : 769.7
2,2'-(7-((8-hydroxyquinolin-2-yl)methyl)-1,4,7-triazonane-1,4-
diyl)bis(methylene)diphenol :
to a solution of 8-(benzyloxy)-2-((4,7-bis(2-(benzyloxy)benzyl)-
Q 1,4,7-triazonan-1-yl)methyl)quinoline (300 mg, 0.41mmol) in

N\OH anhydrous dichloromethane (5 mL) under argon at 0°C, a molar
N solution of boron tribromide in anhydrous dichloromethane

sl

(2.36mL, 7.38mmol)is slowly added .A precipitate is formed

HO N\/ | immediately in the reaction mixture. After 1h of stirring, the
reaction was stopped by slow addition of methanol at 0°C.
CaoHasN;Os Evaporate under reduced pressure, then add methanol and evaporate
MW = 498,62 again. This operation is repeated many times. The crude orange oil
is purified by HPLC.

Yield : 41%
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'H NMR (CD;0D, 200MHz) & (ppm): 8.36 (d, 8.4Hz, 1H, H4), 7.43 (m, 3H, Hquinoline H3,
2H phenol H6%), 7.24 (d, 8.7Hz, 1H, H7), 7.11 (dd, 6.5Hz, 2.2 Hz, 1H, H6), 7.01 (t, 7.7Hz,
H5%), 6.79 (d, 8.0Hz, 2H, H3), 6.66 (m, 3H, H5, H4"), 4.08 (s, 4H, CHoquinoline) , 4.01 (s,
4H, CH; phenol), 3.15 (s, 4H, CH, triazacyclononane), 2.92 (s, 4H, CH; triazacyclononane),
2.79 (s, 4H, CH; triazacyclononane)

ES-MS (m/z) : [M+H]" : 499.5

3,3'-(7-((8-hydroxy-5-sulfoquinolin-2-yl)methyl)-1,4,7-triazonane-1,4-
diyl)bis(methylene)bis(4-hydroxybenzenesulfonic acid): 2,2'-(7-((8-hydroxyquinolin-2-

SO;H yl)methyl)-1,4,7-triazonane-1,4-
diyDbis(methylene)diphenol is  dissolved  (55mg,
0.11mmol) in the minimum amount of oleum (2mL) and

oH NWOH is stirred for 30 minutes at room temperature. The
/@/N N reaction is stopped by adding ice, and the water is
HO;S ~ .
removed under reduced pressure. The product is
HO N~ | dissolved into ethanol (2mL) and precipitated with
diethylic ether (50mL), then filtered off to give a yellow
SOsH - solide.
o e raa et Yield = 50%

'H NMR (D,0, 200MHz) & (ppm): 8.73 (d, 8.8Hz, 1H, H4), 7.77 (d, 8.5Hz, 1H, H6), 7.62(d,
1H, 8.9Hz, H3), 7.57 (d, 2.5Hz, 1H, H6"), 7.38 (dd, 8.6Hz, 2.5Hz, 2H, H3’), 6.57 (d, 8.7Hz,
2H, H7), 6.52(d, 8.7Hz, H4"), 3.85(s, 2H,CH; quinoline), 3.73(s, 4H,CH, phenol), 2.79 (s, 4H,
CHatriazacyclononane), 2.68 (s, 8H, CH; triazacyclononane)

ES-MS (m/z) : [M-H] : 737.0

Elemental Anal. (%) Calcd. for hqdphtcnSO3-4.1H,S0,4-1.0MeOH: C 31.66, H 4.22, N 4.76,
found C 31.74, H 4.49, N 4.81
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2.2. Synthese du ligand Hzdhqtcn-SO;

1,4-bis((8-(benzyloxy)quinolin-2-yl)methyl)-1,4,7-triazonane : to a solution of, 1,4,7-

OBn H
N
S NER
l
N N N

C40H41N502
MW = 623,79

triazacyclononane tris-HCI (1g, 4.19mmol) in anhydrous 1,2
dichloroethane (200mL) under argon, diisopropylethylamine
(2.1 mL, 8.38 mmol)is added. After 15 minutes of stirring,
sodium triacetoxyborohydride (2.218g, 10.48mmol) and 8-
(benzyloxy)quinoline-2-carbaldehyde (2.207g, 8.38 mmol)
are added successively to the reaction mixture. The mixture
is stirred overnight at room temperature. The reaction is
stopped by addition of 75mL of water, the aqueous phase is
extracted with CH,Cl, (3x50mL). The organic phases are
gathered, dried over Na,SO, and evaporated under reduced

pressure. The crude orange oil is purified by column chromatography on alumina activity 11l
(400mL, CH,CI,/EtOH gradient from 100/0 to 80/20). The product is obtained as an orange

solid.
Yield : 77%

'H NMR (CDCls, 200MHz) & (ppm): 7.94 (d, 8.5Hz, 2H, H quinoline), 7.32 (m, 16H, H
aromatique), 7.07 (d, 3.1Hz, 1H, H phenol), 7.04 (d, 3.1Hz, 1H, H phenol), 5.56 (s, 4H, CH,
benzyl), 4.10 (s, 4H, CH, quinoline), 3.29 (s, 4H, CH, triazacyclononane), 3.02 (s, 4H, CH;
triazacyclononane), 2.76 (s, 4H, CH; triazacyclononane)

ES-MS (m/z) : [M+H]" : 624.6

2,2"-(7-(2-(benzyloxy)benzyl)-1,4,7-triazonane-1,4-diyl)bis(methylene)bis(8-

-

Bn

N._ OBn
()
\l N N

—S

N/

$

Cs4H53N503
MW = 820,03

(benzyloxy)quinoline) :  To a solution of 1,4-bis((8-
(benzyloxy)quinolin-2-yl)methyl)-1,4,7-triazonane (29, 3.2
mmol) in 1,2 dichloroethane anhydrous (100mL) under argon
atmosphere, add successively sodium triacetoxyborohydride
(0.849 g, 4.0mmol) and 2-benzyloxybenzaldehyde commercial
(0.682 g, 3.2mmol). The mixture is stirred overnight at room
temperature. The reaction is stopped by addition of 50 mL of

water, the aqueous phase is extracted 3x50mL of CH,Cl,. The
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organic phases are gathered, dried over Na,SO, and evaporated under reduced pressure. The
crude orange oil is purified by column chromatography on alumina activity 111 (400mL,
CH,CI,/EtOH gradient from 100/0 to 95/5) to give an orange oil .

Yield : 52%

'H NMR (CDCl;, 200MHz) & (ppm): 7.97 (d, 8.6Hz, 2H, Hquinoline), 7.76 (d, 8.3Hz, 2H,
Hquinoline), 7.46 (m, 5H, H aromatic), 7.31 (m, 16H, H aromatic), 6.96 (t, 3.1Hz, 1H, H
phenol), 6.90 (m, 2H, H phenol), 5.41 (s, 4H, quinoline-CH,-benzyl), 5.03 (s, 2H, quinoline-
CH,-phenol), 4.04 (s, 2H, CH, quinoline), 3.76 (s, 4H, CH, phenol), 2.93 (s, 12H, CH,
triazacyclononane)

ES-MS (m/z) : [M+H]" : 820.7

2-(2-(4-(2-hydroxybenzyl)-7-((8-hydroxyquinolin-2-yl)methyl)-1,4,7-triazonan-1-
yl)ethyl)quinolin-8-ol :  To a solution of 2,2'-(7-(2-

(benzyloxy)benzyl)-1,4,7-triazonane-1,4-

OH H:j diyhbis(methylene)bis(8-(benzyloxy)quinoline) (754 mg,

N OH  0.9mmol) in anhydrous dichloromethane (16 mL) under argon

i ,N N( \N atmosphere and on a ice bath, add slowly boron tribromide
— solution (1.6mL in 16mL anhydrous dichloromethane). A

N~ | precipitate is formed immediately in the reaction mixture. After

HO 1h of stirring, the reaction was stopped by slow addition of
methanol in an ice bath. Evaporate under reduced pressure,
C33H35N504 then add methanol and evaporate again. This operation is
MW = 549,66 repeated many times. The crude orange oil is purified by
HPLC.
Yield : 59%

'H NMR (CD30D, 200MHz) & (ppm): 8.16 (d, 8.5Hz, 2H, H4), 7.42 (m, 8.3Hz, 5H, H3, H7,
H6’), 7.37 (d, 2.5Hz, 1H, H6"), 7.28, (d, 7.2Hz, 2H, H6), 7.20 (t, 7.8Hz, 1H, H5"), 7.11 (d,
7.6Hz, 2H, H5), 6.96 (d, 8.1Hz, 1H, H3"), 6.75 (t, 7.3Hz, 1H, H4"), 4.10 (s, 2H, CH, phenol),
3.92 (s, 4H, CH, quinoline), 3.06 (s, 4H, CH, triazacyclononane), 2.86 (s, 4H, CH,
triazacyclononane), 2.56 (s, 4H, CH; triazacyclononane)

ES-MS (m/z) : [M+H]" : 550.5
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2,2'-(7-(2-hydroxy-5-sulfobenzyl)-1,4,7-triazonane-1,4-diyl)bis(methylene)bis(8-

C33H35N5012S3
MW = 789,85

hydroxyquinoline-5-sulfonic  acid) : 2-(2-(4-(2-
hydroxybenzyl)-7-((8-hydroxyquinolin-2-yl)methyl)-
1,4,7-triazonan-1-yl)ethyl)quinolin-8-ol is dissolved in
the minimum amount of oleum (2mL) and is stirred for
30 minutes at room temperature.The reaction is stopped
by adding ice, and the water is removed under reduced
pressure. The product is dissolved into ethanol (2mL) and
precipitated with diethylic ether (50mL), then filtered off
to give a yellow solide.
Yield = 50%

'H NMR (D,0, 200MHz) & (ppm): 8.76 (d, 8.8Hz, 2H, H4), 7.77 (d, 8.5Hz, 2H, H6), 7.68 (d,
9.2Hz, 2H, H3), 7.63 (s, 1H, H6’), 7.47(d, 8.7Hz, 1H H3’), 6.61 (m, 3H, H7, H4"), 4.03(s,
2H,CH; phenol), 3.85 (s, 4H,CH; quinoline), 2.89 (s, 4H, CH, triazacyclononane), 2.79 (s,
4H, CH,triazacyclononane), 2.49 (s, 4H, CH, triazacyclononane)

ES-MS (m/z) : [M-H] : 788.1
Elemental Anal. (%) Calcd. for dhqtcn-SO3-3.6H,SO4:1.0MeOH: C 35.25, H 4.25, N 6.05,
found C 35.44, H 4.55, N 6.20

2.3.

Synthese du ligand Hsthqtcn-SO;

1,4,7-tris((8-(benzyloxy)quinolin-2-yl)methyl)-1,4,7-triazonane

e

=
AN

evaporated under reduced

=
o
Bn N
N
v
'NN

—

Cs7H54NgO3
MW = 871,08

OBn

to a solution of, 1,4,7-triazacyclononane tris-HCI (400mg,
1.67 mmol) in anhydrous 1,2 dichloroethane (25mL)
under argon, diisopropylethylamine (1.66 mL, 10.0 mmol)
is added. After 15 minutes of stirring, sodium
triacetoxyborohydride (3.20g, 15.0 mmol) and 8-
(benzyloxy)quinoline-2-carbaldehyde (1.98 g, 7.54 mmol)
are added successively to the reaction mixture. The
mixture is stirred overnight at room temperature. The
reaction is stopped by addition of 75mL of water, the
aqueous phase is extracted with CH,Cl, (3x50mL). The

organic phases are gathered, dried over Na,SO, and

pressure. The crude orange oil is purified by column
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chromatography on silica ( CH,CI,/EtOH gradient from 100/0 to 95/5). The product is

obtained as an orange solid.
Yield : 68%

'H NMR (CDCls, 200MHz) & (ppm): 7.94 (d, 8.5Hz, 3H, H quinoline), 7,70(d, 8,5 Hz, 3H, H
quinoline, 7.36 (m, 21H, H aromatique), 7.07 (d, 8,5Hz, 3H quinoline) 5.30 (s, 6H, CH,
benzyl), 4.21 (s, 6H, CH, quinoline), 3.31 (s, 12H, CH, triazacyclononane)

ES-MS (m/z) : [M+H]" : 871.3

2,2',2"-(1,4,7-triazonane-1,4,7-triyl)tris(methylene)triquinolin-8-ol

o

=

o |

N
wOH

N

H
N
L
|
N N
N/
HO ‘
C36H3sN6O3
MW = 600.71

Yield : 38%

To a solution of 1,4,7-tris((8-(benzyloxy)quinolin-2-
yl)methyl)-1,4,7-triazonane  (1.00 g, 1.14 mmol) in
anhydrous dichloromethane (16 mL) under argon
atmosphere and on a ice bath, add slowly boron tribromide
solution (1.6mL in 16mL anhydrous dichloromethane). A
precipitate is formed immediately in the reaction mixture.
After 1h of stirring, the reaction was stopped by slow
addition of methanol in an ice bath. Evaporate under
reduced pressure, then add methanol and evaporate again.
This operation is repeated many times. The crude orange oil
is purified by HPLC.

'H NMR (CD;0D, 200MHz) & (ppm): 7.77 (d, 3H, H4, 8.5Hz), 7.24 (d, 3H, H3, 8.3Hz), 7.07
(t, 3H, H6, 7.8Hz), 6.88 (dd, 3H, H7, 8.0Hz, 1.2Hz), 6.72 (dd, 3H, H5, 8.0Hz, 1.2Hz), 3.68 (s,
2H, CH; quinoline), 2.68 (s, 12H, CH; triazacyclononane)

ES-MS (m/z) : [M+H]" : 601.3
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2,2'2"-(1,4,7-triazonane-1,4,7-triyl)tris(methylene)tris(8-hydroxyquinoline-5-sulfonic
acid)
SOzH 2,2',2"-(1,4,7-triazonane-1,4,7-

= | triyl)tris(methylene)triquinolin-8-ol is dissolved in
OH SN the minimum amount of oleum (2mL) and is stirred

N OH for 30 minutes at room temperature. The reaction is

o N ()
| N N

stopped by adding ice, and the water is removed

N
— under reduced pressure. The product is dissolved into

N~ | ethanol (2mL) and precipitated with diethylic ether
HO N (50mL), then filtered off to give a yellow solide.
SO,H  Yield =50%
Cl\zg\*/'f"‘sfs‘%’gﬁs 'H NMR (D,0, 200MHz) & (ppm): 8.76 (d, 8.8Hz,
3H, H4), 7.84 (d, 8.5Hz, 3H, H6), 7.61 (d, 9.2Hz,
3H, H3), 6.65 (m, 3H, H7), 3.88 (s, 6H,CH, quinoline), 2.17 (s, 8H, CH; triazacyclononane),
2.93 (s, 4H, CH,triazacyclononane)

ES-MS m/z (%):[M + H]" : 641.2
Analyse élémentaire calculée (%) pour thqtcn-SO3.6H,0.0.3H,SO, : C 44.23, H 4.95, N 8.60;

expérimentale : C 44.07, H 4.99, N 8.63%.

2.4. Syntheése du ligand HsdhgN-SO;

8-(benzyloxy)quinoline-2-carbaldehyde: 8-(benzyloxy)-2-methylquinoline (23.1g, 92mmol)

N is added to a suspension of selenium oxide (12.85g, 115 mmol, 1.25eq)
_ in dioxane (500ml) under argon. The mixture was heated at 80 °C during
N || 24h. After cooling at room temperature, the mixture is filtered on celite
OBn and then the filtrate is concentrated under vacuum. Purification of the
MCV1V7E123§3(,)229 resulting crude product (on silica column chromatography with
dichloromethane) afforded the desired aldehyde as a yellow solid.
Yield : 82%

'H NMR (CDCls, 200MHz) § (ppm): 10.32 (s, 1H, CHO), 8.28 (d, 1H, H4 , 8.6Hz ), 8.07 (d,
1H, H3, 8.9Hz), 7.5 (m, 7H, 2H quinoline, 5H benzyloxy), 7.28 (dd, 1H, H5, 8.3Hz, 1.3Hz),
5.50 (s, 2H, CH,0Bn).
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1-(8-(benzyloxy)quinolin-2-yl)-N-((8-(benzyloxy)quinolin-2-yl)methyl)-N-(2-
methoxybenzyl)methanamine : (2-
OBn methoxyphenyl)methanamine (479 mg, 3.5 mmol) and 8-
(benzyloxy)quinoline-2-carbaldehyde (2.76 g, 10.5 mmol) are

N
| mixed in extra dry dichloroethane (30mL) under argon.

X
N NaBH(OACc); (6.33g, 21mmol) is added and the mixture is
stirred at room temperature during 24h. The reaction is

N~ | OMe quenched with NaHCO; (1M, 30mL), extracted with
BnO dichloromethane (2x50mL) and washed with brine (2x30mL).
The organic layer is dried on Na,SO,, filtered and concentrated
CyoH37N30; under vacuum. The product is purified by colomn
MW = 631,76

chromatography on aluminium oxide with DCM. The desired
product is obtained as a white solide.

Yield : 71%

'H NMR (CDCls, 200MHz) & (ppm): 8.09 (d, 2H, 8.6Hz), 7.95 (d, 2H, 8.4Hz), 7.70 (d, 1H,
7.4Hz), 7.57 (d, 4H, 6.6Hz), 7.37 (m, 10H, benzyl), 7.23 (d, 1H, 7.8Hz), 7.05 (dd, 2H, 6.2Hz,
2.6Hz), 6.97 (d, 1H, 7.4Hz), 6.87 (d, 1H, 8.2Hz), 5.48 (s, 4H, CH,-Nquinoline), 4.18 (s, 4H,
CH,-0 quinoline), 3.90 (s, 2H, CH2-N phénol), 3.81 (s, CH30-)

ES-MS: m/z (%): 631.2 [M + H]"

2,2'-(2-hydroxybenzylazanediyl)bis(methylene)diquinolin-8-ol : 1-(8-
OH (benzyloxy)quinolin-2-yl)-N-((8-(benzyloxy)quinolin-2-
yl)methyl)-N-(2-methoxybenzyl)methanamine (680mg,

N

| 1.1mmol) is dissolved in extra dry dichloromethane (20mL)

NN
under argon. A molar solution of BBr; in dichloromethane
N (20mL, 19.4mmol) is added dropwise at 0°C. After the addition,

NZ OH  the reaction is stirred overnight at room temperature. Methanol
HO | (20mL) is added dropwise to the reaction and concentrated
under vacuum. The operation is repeated four times until
bromobenzyl is totally removed. The product is dissolved into a
Ca7H23N30;
MW = 437,49 minimum of methanol (2mL) and precipitated with diethylique

ether (50mL). The yellow powder obtain is filtered off and washed with diethylique ether
(2x10mL). The raw product is then purified on column chromatography (RP18)
(Water/Acetonitrile/TFA 70:30:0.01)
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Yield : 35%

'H NMR (CD;0OD, 200MHz) & (ppm): 8.85(d, 2H, 8.6Hz, H4), 8.13 (d, 2H, 8.6Hz, H3),
7.68(m, 4H, H5, H7), 7.44 (dd, 2H, 7.2Hz, 2.4Hz, H6), 7.29 (dd, 1H, 7.4Hz, 1.6Hz H6), 6.90
(td, 1H, 8Hz, 1.6Hz, H5’), 6.67 (td, 1H, 7.4Hz, 1.2Hz, H4’), 6.50 (dd, 1H, 8.0Hz, 0.8Hz,
H3’), 4.82 (s, 4H, CH,-Nquinoline), 4.23 (s, 2H, CH2-N pheénol).

ES-MS: m/z (%): 438.4 [M + H]"

2,2'-(2-hydroxy-5-sulfonatobenzylazanediyl)bis(methylene)bis(8-hydroxyquinoline-5-

oH sulfonate): 2,2'-(2-
hydroxybenzylazanediyl)bis(methylene)diquinolin-8-ol (80
058 |N SOy’ mg, 0.18mmol) is dissolved in the minimum amount of oleum
N ! (2mL) and is stirred for 30 minutes at room temperature. The
reaction is stopped by adding ice, and the water is removed
o N~ | on under reduced pressure. The product is dissolved into ethanol
(2mL) and precipitated with diethylic ether (50mL), then
SOy filtered off to give a yellow solide.
Co7H20N304,S5% Yield = 50%
MW = 674,66

'H NMR (D,0, 200MHz) & (ppm): 8.68(d, 9.0Hz, 2H, H4), 7.76(d, 8.2Hz, 2H, H6), 7.69(d,
8.8Hz, 2H, H3), 7.62 (s,1H, H6"), 7.28 (d, 8.4Hz, 1H, H3"), 6.60(d, 8.2Hz, 2H, H7), 6.42 (d,
8.4Hz, 1H, H4"), 3.89(s, 2H, CH»-N quinoline), 3.59 (s, 2H, CH2-N phénol)

Elemental Anal. (%) Calcd. for dhgN-SO3-3.6H,S0,-0.7MeOH: C 31.65, H 3.03, N 4.00,
found C 31.54, H 3.62, N 4.01

2.5. Synthese du ligand HsdhqNgly

Ethyl-2-(bis((8-hydroxyquinolin-2-yl)methyl)amino) acetate
OH Ethyl  glycine  ester  (0.5g, 3.58mmol)and 8-
hydroxyquinoline-2-carbaldehyde (1.87g, 10.7mmol) are

| dissolved in anhydrous dichloroethane (30mL) under argon.

| N Diisopropylethylamine (4.55g, 21.5mmol) is added and the

N mixture is stirred an hour at room temperature. Then

HO NaBH(OAC); is added and the reaction mixture is stirred at
C24H23N304

MW = 417,46
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room temperature overnight. The reaction is quenched with NaHCO3 (1M, 30mL), extracted
with dichloromethane (2x50mL) and washed with brine (2x30mL). The organic layer is dried
on Na,SQO,, filtered and concentrated under vacuum. The product is purified by colomn
chromatography on RP18 (RP18) (Water/Acetonitrile/TFA from 90:10:0.01 to 75:25:0,01).
The desired product is obtained as a yellow solide.

Yield : 58%

'H NMR (CDs0D, 200MHz) & (ppm): 8.38 (d, 8.4Hz, 2H), 7.68 (d, 8.4Hz, 2H), 7.48 (t, 2H,
8,4Hz), 7.34 (d, 8.5Hz, 2H), 7.17 (d, 2H, 8,5Hz), 4.65 (s, 4H, CH2quinoline), 4.23 (g, 2H,
7.2Hz, OCH2CH3), 4.09 (s, 2H (CH2gly), 1.26 (t, 3H, 7.2Hz, OCH2CH3)

ES-MS: m/z (%): 440.3 [M + Na]*

2-(bis((8-hydroxyquinolin-2-yl)methyl)amino)acetic acid

OH ethyl 2-(bis((8-hydroxyquinolin-2-yl)methyl)amino)acetate
NS N"cooH (0.87g, 2.1mmol) is dissolved in HCI (6N, 40mL). The mixture
= | A is stirred overnight at 50°C, and then concentrated under

N vacuum to give a yellow solid.
HO
C22H19N304 Yield : 50%
MW = 389,40

'H NMR (CD3;0D, 200MHz) & (ppm): 8.52 (d, H4, 2H, 8.5Hz), 7.72 (d, H3, 2H, 8.5Hz), 7.47
(t, H6, 2H, 8.1Hz), 7.30 (d, H5, 2H, 7.8Hz), 7.15 (d, H7, 2H, 7.7Hz), 4.54 (s, 4H,
CH2quinoline), 4.04 (s, 2H (CH2gly)

ES-MS: m/z (%): 390.1
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2.6. Synthese du ligand HsdhgNasp

diethyl 2-(bis((8-hydroxyquinolin-2-yl)methyl)amino)succinate

Diethyl ~ 2-aminosuccinate  (0.5g, 2.64mmol)and 8-

OH COOEt
N /E hydroxyquinoline-2-carbaldehyde (1.38g, 7.93mmol) are
| h N* "COOEL jissolved in anhydrous dichloroethane (30mL) under argon..
=
N| o NaBH(OAC); is added and the reaction mixture is stirred at
Z

room temperature overnight. The reaction is quenched with
HO NaHCO; (1M, 30mL), extracted with dichloromethane
C28H29N306 (2x50mL) and washed with brine (2x30mL). The organic

MW = 503,55

layer is dried on Na,SO,, filtered and concentrated under
vacuum. The product is purified by colomn chromatography on RP18 (RP18)
(Water/Acetonitrile/TFA from 90:10:0.01 to 80:20:0.01) and then on sephadex LH20
(methanol). The desired product is obtained as a yellow solide.

Yield : 34%

'H NMR (CDCls, 200MHz) & (ppm): 8.62 (d, 8.5Hz, 2H), 7.82 (d, 8.5Hz, 2H), 7.57 (t, 2H,
8,1Hz), 7.44 (d, 7.8Hz, 2H), 7.34 (d, 7.7Hz, 2H), 4.84 (s, 4H, CH2quinoline), 4.50(dd, 1H,
CHAsp), 4.36 (g, 2H, 7.2Hz, OCH2CH3), 4.14 (q, 2H, 7.2Hz, OCH2CH3), 2.90 (ddd, 1H,
(CH,Asp), 1.37 (t, 3H, 7.2Hz, OCH2CH3), 1.16 (t, 3H, 7.2Hz, OCH2CH3)

ES-MS: m/z (%): 504.4 [M + H]"

2-(bis((8-hydroxyquinolin-2-yl)methyl)amino)succinic acid

coon €thyl 2-(bis((8-hydroxyquinolin-2-yl)methyl)amino)acetate
OH
N (0.87g, 2.1mmol) is dissolved in HCI (6N, 40mL). The mixture is
X N” “COOH . .

P stirred overnight at 50°C, and then concentrated under vacuum to

AN

N| give a yellow solid.
HO Yield : 90%

C24H21N30¢
MW = 447,44

'H NMR (CDCls, 200MHz) & (ppm): 8.76 (d, 8.5Hz, 2H), 7.98 (d, 8.5Hz, 2H), 7.58 (t, 2H,
8.1Hz), 7.46 (d, 7.8Hz, 2H), 7.26 (d, 7.7Hz, 2H), 4.68 (s, 2H, CH,quinoline), 4.62 (s, 2H,
CH.quinoline), 4.25 (dd, 1H, CHAsp), 3.00 (ddd, 2H, CH,Asp)
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ES-MS: m/z (%): 448.3 [M + H]"

2.7. Syntheése du ligand HsthgqN-SO;

8-hydroxyquinoline-2-carbaldehyde: = Commercially available  8-hydroxy-2-methyl-

quinoline (5.0g, 31 mol) was added to a suspension of selenium oxide

X
_ (4.35g, 39 mmol, 1.25eq) in dioxane (100ml) under argon. The mixture
N || was heated at 80 °C during 24h. After cooling at room temperature, the
OH O mixture was filtered on celite. The filtrate was concentrated under
C1oH/NO, vacuum. Purification of the resulting crude product (on silica column
MW = 173,17 S )
chromatography with dichloromethane) afforded the desired aldehyde as a
yellow solid.
Yield : 65%

'H NMR (CDCl3, 200MHz) & (ppm): 10.22 (s, 1H, CHO), 8.32 (d, 1H, H4 , 8.6Hz ), 8.05 (d,
1H, H3, 8.9Hz), 7.62 (t, 1H, H6, 8.2Hz), 7.42 (dd, 1H, H7, 8.3Hz, 1.3Hz), 7.28 (dd, 1H, H5,
8.3Hz, 1.3Hz).

2-(aminomethyl)quinolin-8-ol : 8-hydroxyquinoline-2-carbonitrile (1.5g, 8.8 mmol) was
dissolved in acetic acid (60mL). Palladium/C 10% (330mg, 3.1 mmol,
0.35eq) was added. The mixture was placed under dihydrogen (1 bar),

X

=
N and stirred at room temperature for 1 night. The mixture was filtered on

OH NH2  celite. The solution was concentrated under vacuum. The product was
C10H10N20O precipitated in a mixture of CHCls/ Et,0, filtered, and washed with
MW= 174,20 Et,O. The solid obtained was dissolved in CHCI;, washed with

saturated K,COs3, and then extracted with CHCI3 (3x50mL). The organic layer was dried on

Na,SOs, filtered, and concentrated under vacuum to give a light brown solid.

Yield : 52%

'H NMR (CDCls, 200MHz) & (ppm): 8.11 (d, 1H, H4 , 8.4Hz ), 7.43 (s, 1H, H3), 7.39 (s, 1H,

H6), 7.33 (dd, 1H, H7, 8.3Hz, 2Hz), 7.29 (dd, 1H, H5, 8.3Hz, 2Hz), 4.18 (s, 2H, CH2).
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2,2' 2" -nitrilotris(methylene)triquinolin-8-ol : 2-(aminomethyl)quinolin-8-ol (300 myg,

HO 1.7mmol) and 8-hydroxyquinoline-2-carbaldehyde were mixed
in extra dry dichloromethane (25mL) under argon. NaBH(OAC)3
_ N\/ | (2.2g, 10.4mmol) was added and the mixture was stirred at room
o | N temperature during 48h. The reaction was quenched with HCI
OH " PN (IM, 10mL)and then neutralised with a solution of NaOH and
< J_ on extracted with dichloromethane. The organic layer was dried on
Na,SOq, filtered, and concentrated under vacuum. The product
CaoH24N,4O5 was purified on column (Sephadex LH20) in MeOH to give a

MW = 488,54 light brown solid.

Yield : 71%

IH NMR (CDCls, 200MHz) & (ppm): 8.18 (d, 1H, H4, 8.5Hz), 7.43 (d, 1H, H3, 8.3Hz), 7.37
(t, 1H, H6, 7.8Hz), 7.03 (dd, 1H, H7, 8.0Hz, 1.2H2), 6.83 (dd, 1H, H5, 8.0Hz, 1.2Hz), 4.84 (s,
2H, CH2).

ES-MS: m/z (%): 489.3 [M + H]"

2,2',2""-nitrilotris(methylene)tris(8-hydroxyquinoline-5-sulfonic acid)

HO 2,2',2"-nitrilotris(methylene)triquinolin-8-ol (130 mg,
0.26mmol) was dissolved in the minimum amount of
SO3H N~ SO3H . .
| oleum (5mL) and was stirred for one night at room
=
- | N temperature. The mixture was then poured on crushed
OH N iced. The resulting yellow solid was collected, washed
~ |N with cold water (2x10mL), cold ethanol (2x10mL),
™ OH
cold diethylether (2x10mL) and then dried to give a
HO5S brow solid.
C30H24N4012S3 Yield = 99%
MW = 728,73

'H NMR (D,0, 200MHz) & (ppm): 9.23(d, 1H, H4, 8.9Hz), 8.05(d, 1H, H6, 8.2Hz), 7.79(d,
1H, H3, 8.9Hz), 7.20(d, 1H, H7, 8.2Hz), 4.98(s, 2H, CH2)

Elemental Anal. Calcd. for H;thgN-SO3-5.5H,0-1.5H,SOy; (%) C3oH3sN4O235545 (974.93): C
36.96, H 3.93, N 5.75; found: C 36.99, H 3.93, N 4.56.
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N-(tert-butoxycarbonyl)L-homoserine ethyl ester 2

COOEt Adapted from the procedure described by M. Sisido et al.*

2 Di-tert-butyldicarbonate (1.378 g, 6.312 mmol) in 1,4-dioxane
HO 3 1 NHBoc _ ) )
(10 ml) was added dropwise to a stirred solution of L-
2 homoserine 1 (0.627 g, 5.263 mmol) in H,O (10 ml) and 1,4-
C11H21NO5 dioxane (5 ml) at 0°C for 10 minutes. After stirring overnight at
MW = 247,29

room temperature, the solution was evaporated to dryness. The
residue was dissolved in H,O and the aqueous layer was washed with diethyl ether (2 x 10
ml), acidified to pH 2 with 1M aqueous KHSO, solution (= 20 ml) and extracted with ethyl
acetate (4 x 20 ml). The organic layer was dried over Na,SO, and concentrated by three
quarter. Dicyclohexylamine (1.26 ml, 6.312 mmol) was added and the resulting salt was
filtered and dried under reduced pressure. The formed salt (1.732 g, 82 %) was used without
further purification.

The dicyclohexylammonium N-tert-butoxycarbonyl)L-homoserine (1.732 g, 4.320 mmol)
salt was suspended in DMF under argon atmosphere. Ethyl bromide (0.677 ml, 9.078 mmol)
was added at once and the heterogeneous mixture was stirred for 21h at room temperature.
The mixture was poured into H,O (40 ml) and the aqueous suspension was extracted with
ethyl acetate (6 x 20 ml). The organic layer was dried over Na,SO, and evaporated to
dryness. Purification of the crude pale yellow oil (5.496 g) over silica (100 g, ethyl

acetate/cyclohexane 50/50) yielded to the desired product 2 as a pale yellow oil
Yield: 62 %
'H NMR (200 MHz, CDsCN) & (ppm): 1.22 (t, 7.1 Hz, 3H, COOCH,CHs), 1.40 (s, 9H,

NHCOOC(CHs)s), 1.67-1.86 (m, 2H, H2), 2.86 (s broad, 1H, CH,OH), 3.55-3.66 (m, 2H,
H3), 4.12-4.28 (m, 3H, H1, COOCH,CHj), 5.71 (s broad, 1H, NH).
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Ethyl 4-azido-2-(tert-butoxycarbonylamino)butanoate 3
2 COOEt Adapted from the procedure described by M. McLaughlin et al. 2
N3~ 3 1 NHBoc ¢ a solution of N-(tert-butyloxycarbonyl)L-homoserine ethyl
3 ester 2 (0.420 g, 1.698 mmol) in anhydrous dichloromethane (20
C,HyoN,O, mL), freshly distilled triethylamine ( 0.36 mL, 2.548 mmol) was
MW = 272,30 added at room temperature. The reaction mixture was cooled at
0°C and mesyl chloride (0.15 mL, 1.868 mmol) was added
dropwise. After stirring for 30 minutes at 0°C, ethyl acetate (20 mL) was added and the
resulting solution was filtered through a pad of silica and evaporated to dryness. The
resulting white solid (0.595 g) was used without further purification in the next step.
The above crude mesylate (0.595 g) was dissolved in anhydrous dimethylformamide (50
mL) and sodium azide (0.331 g, 5.095 mmol) was added. After stirring for 44 hours at room
temperature, the solvent was removed under vacuum. The resulting product was dissolved in
half-saturated aqueous NaCl solution (20 mL), extracted with ethyl acetate (4 x 20 mL). The
organic layer was dried over Na,SO, and evaporated to dryness. The resulting oil (0.992 g)
was purified by column chromatography on silica gel (60 g, cyclohexane/ethyl acetate:

90/10) to give the compound 3 as a clear oil

Yield : 89 %

'H NMR (200 MHz, CDCls) & (ppm): 1.30 (t, 7.1 Hz, 3H, COOCH,CH3), 1.45 (s, 9H,
NHCOO(CHs)s), 1.85-2.17 (m, 2H, H2), 3.41 (t, 6.8 Hz, 2H, H3), 4.22 (q, 7.1 Hz, 2H,
COOCH,CHj3), 4.40 (s broad, 1H, H1), 5.20 (s broad, 1H, NHCOOC(CHz)3).

Ethyl 2-amino-4-azidobutanoate 4

COOEt To a solution of ethyl 4-azido-2-(tert-

2 butoxycarbonylamino)butanoate 3 (0.410 g, 1.506 mmol) in

N3™3 1 NH2 Gichioromethane (10 mL), trifluoroacetic acid (2.3 mL, 30.12

4 mmol) was added dropwise at 0°C. After stirring for 1 hour and a

CgH1oN4O5 half, the reaction mixture is poured carefully on saturated aqueous
MW =172,19

NaHCOs solution (40 mL) and extracted with dichloromethane (6
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x 50 mL). The organic layer was dried over Na,SO, and evaporation to dryness give the

desired compound 4 as a pale yellow oil.
Yield : 96%

RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 1.29 (t, 7.1 Hz, 3H, COOCH,CHs), 1.57 (s broad, 2H,
CHNH;), 1.76-1.84 (m, 1H, H2), 2.00-2.12 (m, 1H, H2), 3.40-3.60 (m, 3H, H1, H3), 4.197
(@, 7.1 Hz, 2H, COOCH,CHj).

ES-MS: m/z (%): 173.1 [M+H"].
Ethyl 2,2°-[bis((6-(ethoxycarbonyl)pyridin-2-yl)methyl)amino]-4-azidobutanoate 6

Ethyl  6-(chloromethyl)pyridine-2-carboxylate 5

N3/j\2 (0.612 g, 3.066 mmol), diisopropylethylamine (0.51

3
EtOOC._N
N"1"COOEt
U N__COOEt mL, 3.066 mmol) and KI (0.509 g, 3.066 mmol) were

| successively added to a solution of ethyl 2-amino-4-

Z
- azidobutanoate 4 (0.240 g, 1.394 mmol) in anhydrous
C24H30N6Os acetonitrile (20 mL) under argon atmosphere. The
MW = 498,53

reaction mixture was stirred at reflux for 23h. After
filtration and evaporation of the reaction mixture, the resulting crude product (1.536 g) was
purified by column chromatography on silica gel (90 g, cyclohexane/ethyl acetate: 55/45) to

give the desired compound 5 as a pale yellow oil.

Yield : 86 %

'H NMR (CD3CN, 400 MHz) & (ppm): 1.30 (t, 7.0 Hz, 3H, COOCH,CHs3), 1.37 (t, 7.2 Hz,
6H, pyCOOCH,CHj3), 1.96-2.08 (m, 2H, H2), 3.44-3.64 (m, 3H, H3, H1), 4.01 and 4.05
(AB, 19.2 Hz, 4H, N(CHpy).), 4.19 and 4.21 (ABXs, 4.7 Hz, 7.0Hz , 2H, COOCH,CHj3),
4.49 (q, 7.2 Hz, 4H, pyCOOCH,CHg), 7.70 (d, 7.8 Hz, 2H, Hyy), 7.80 (t, 7.6 Hz, 2H, Hpy),

7.89 (d, 7.4 Hz, 2H, H,).

ES-MS: m/z (%): 521.2 [M+Na'].
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2,2’-[bis((6-(carboxy)pyridin-2-yl)methyl)amino]-4-azidobutanoate NsdpaaH;

A 1M aqueous KOH solution (7.0 mL, 7.045 mmol) was

/1 added to a solution of compound 6 (0.585 g, 1.174 mmol)

3
N3 2
HOOC Ny~Nrcoon b
7 N__COOH in ethanol (20 mL). The reaction mixture was refluxed
|

7 overnight. After evaporation to dryness, the resulting oil
NzdpaaH; was dissolved in water (10 mL) and the pH was adjusted
H . .
C15H1sN6Os to 2 by adding a 1M aqueous HCI solution. After
MW =414,37

reducing the volume to ~ 5 ml, the solution was cooled
down to 4°C. The formed white precipitated was filtrated and dried under vacuum to yield the
compound 7 as white solid.
Yield : 79 %
'H NMR (D,0, 400 MHz) & (ppm): 2.18-2.38 (m, 2H, H2), 3.60-3.76 (m, 2H, H3), 3.96 (t,
6.8 Hz, 1H, H1), 4.52 (s, 4H, N(CH,py),), 7.85 (d, 8.0 Hz, 2H, H,,), 8.04 (d, 7.6 Hz, 2H,
Hyy), 7.80 (t, 7.6 Hz, 2H, Hyy).

ES-MS: m/z (%): 415.5 [M+H'], 437.5 [M+Na'], 453.4 [M+K'].

Elemental analysis calcd (%) for C18H18N606.1HCI.3.2 KCI (689.40): C 31.36, H 2.78, N
12.19; found: C 31.22, H 2.64, N 11.94; the salt content was confirmed by NMR titration.

Compound 10

COOEt Adapted from the procedure described by
N J. Hovinen et al®
\ o
EtOOC 2’-propargyl-uridine 7 (10 mg, 35.4 umol)

/JﬁN - and ethyl 2,2°-[bis((6-
" N—¢

N COOEt (ethoxycarbonyl)pyridin-2-

' \\\\;“O\/[N/,N yl)methyl)amino]-4-azidobutanoate 5 (35

mg, 70.8 umol) were dissolved in DMSO

10 (2 mL). The mixture was flushed with
C36H44NgO

MW = 780,78
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argon and a catalytic amount of copper iodide was added. The reaction mixture was stirred
overnight at 60°C in the dark. After concentration, the residue was dissolved in CH,Cl, (4
mL), washed with a 0.1 M solution of Na,EDTA (4 x 2 mL) and evaporated. The crude
product (39.6 mg) was purified by semi-preparative TLC (CH,Cl,/EtOH 95/5) to give the

desired compound 10 as orange oil
Yield : 63 %

'H NMR (CD4CN, 400 MHz): 5 = 1.28 (t, J = 7.3, 3H, COOCH,CHs), 1.32 (t, 7.3Hz, 6H,
pyCOOCH,CHs), 2.08-2.16 (m, 1H, H2”), 2.28-2.46 (m, 2H, H2’, H2"), 3.30 (t, 5.1 Hz, 1H,
H1”), 3.37 (dd, 5.9 Hz, 9.5 Hz, 1H, OHs), 3.54 (d, 1H, 5.1 Hz, OHs), 3.65 and 3.75
(ABXY, 2.9 Hz, 5.1 Hz, 12.4 Hz, 2H, H5"), 3.88-3.94 (m, 1H, H3’or H4"), 3.98 and 4.07
(AB, 14.7 Hz, 4H, CH,py), 4.05-4.13 (m, 1H, H3’or H4), 4.18 (dd, 2.9 Hz, 7.3 Hz, 2H,
COOCH,CHs), 4.32 (4, 7.3 Hz, 4H, pyCOOCH,CHs), 4.59-4.68 (m, 1H, H3”), 4.74 and
4.68 (AB, 12.0 Hz, 2H, CH,tz), 4.79-4.88 (m, 1H, H3"), 5.55 (d, 8.1 Hz, 1H, H5), 5.82 (d,
3.7 Hz, 1H, H1"), 7.54 (d, 8.0 Hz, 2H, Hpy), 7.71 (d, 7.7 Hz, 1H, H6), 7.74 (t, 8.0 Hz, 2H,
Hpy), 7.85 (d, 8.0 Hz, 2H, Hpy), 7.94 (s, 1H, Hr,), 8.96 (s broad, 1H, NH).

ES-MS: m/z (%): 781.4 [M+H'], 803.5 [M+Na']; 779.3 [M-H'T, 815.1 [M+CI].

Compound 11

COOEt 5-propargyl-2’-deoxyuridine 8 (10 mg,
\_N 354 pmmol) and ethyl 2,2°-[bis((6-
/
EtOOC \ (ethoxycarbonyl)pyridin-2-
o 1 N_ ) yl)methyl)amino]-4-azidobutanoate 5 (28
O \/[N\3 COOEt Mg, 56.7 ummol) were dissolved in
/N -
© N DMSO (2 mL). The mixture was flushed
1 with argon and a catalytic amount of
c36H44_1\18012 copper iodide was added. The reaction
MW = 780,78 mixture was stirred overnight at 60°C in

the dark. After concentration, the residue
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was dissolved in CH,Cl, (4 mL), washed with a 0.1 M solution of Na,EDTA (5 x 2 mL) and
evaporated. The crude product (39.8 mg) was purified by semi-preparative TLC
(CH.CI,/EtOH 95/5) to give the desired compound 11 as orange oil

Yield : 94 %

'H NMR (CDsCN, 400 MHz): & = 1.28 (t, 7.1Hz , 3H, COOCH,CHs), 1.30 (t, 7.1 Hz, 6H,
pyCOOCH,CHs), 2.06-2.50 (m, 4H, H2’, H2”), 3.34 (t, 5.2 Hz, 1H, H1”), 3.31-3.38 (m, 1H,
OHy), 3.61-3.77 (m, 2H, H5"), 3.80 (g, 2.9 Hz, 1H, H3’or H4"), 3.85 (t, 5.3 Hz, 1H, OHs"),
3.99 and 4.06 (AB, 14.9 Hz, 4H, CHopy), 4.16 (qd, 1.8 Hz, 7.2 Hz, 2H, COOCH,CHj),
4.29-4.38 (m, 1H, H3’or H4"), 4.33 (q, 7.2 Hz, 4H, pyCOOCH,CHs), 4.63 (ddd, 4.9 Hz, 7.2
Hz, 13.7 Hz, 1H, H3"), 4.86-4.95 (m, 1H, H3"), 4.92 and 4.99 (AB, 12.8 Hz, 2H, CH,t2),
6.14 (t, 6.7 Hz, 1H, H1"), 7.49 (d, 7.8 Hz, 2H, Hpy), 7.52 (s, 1H, Hr,), 7.69 (t, 7.6 Hz, 2H,
Hpy), 7.83 (d, 7.6 Hz, 2H, Hpy), 8.07 (s, 1H, H6), 8.97 (s broad, 1H, NH).

ES-MS: m/z (%): 781.6 [M+H'], 803.6 [M+Na']; 779.3 [M-H']’, 815.2 [M+CI].

Compound 12

COOEt 5-ethynyl-2’-deoxyuridine 9 (10 mg, 39.6
\_ N pmmol) and ethyl 2,2’-[bis((6-
/
EtOOC (ethoxycarbonyl)pyridin-2-yl)methyl)amino]-4-

/_z)TN\_Q azidobutanoate 5 (32 mg, 63.5 ummol) were
3 N

coogt dissolved in DMSO (2 mL). The mixture was
flushed with argon and a catalytic amount of

copper iodide was added. The reaction mixture

12
was stirred overnight at 60°C in the dark. After
C35HypNgO g
MW = 750,75 concentration, the residue was dissolved in

CH,CI; (4 mL), washed with a 0.1 M solution
of Na,EDTA (5 x 2 mL) and evaporated. The
crude product (37.8 mg) was purified by semi-preparative TLC (CH,CI,/EtOH 97/3) to give
the desired compound 12 as orange oil.
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Yield : 59%

'H NMR (CD5CN, 400 MHz): & = 1.08 (t, 7.1 Hz, 3H, COOCH,CHs), 1.32 (t, 7.0 Hz, 6H,
pyCOOCH,CHs), 2.08-2.16 (m, 3H, H2’, H2”), 2.25 (dd, 4.9 Hz, 6.7 Hz, 1H, H2’ or H2”),
3.25 (t, 5.0 Hz, 1H, H1”), 3.39 (dd, 5.5 Hz, 9.8 Hz, 1H, OHs-), 3.41 (d, 4.0 Hz, 1H, OH)),
3.67-3.79 (m, 2H, H5%), 3.91 (q, 3.5 Hz, 1H, H3’or H4"), 3.79 and 4.06 (AB, 14.9 Hz, 4H,
CH,py), 4.19 (qd, 40 Hz, 7.2 Hz, 2H, COOCH,CHs), 4.33 (q, 7.2 Hz, 4H,
pyCOOCH,CHs), 4.30-4.41 (m, 1H, H3’or H4”), 4.63 and 4.74 (ABX,, 6.5 Hz, 13.2 Hz, 2H,
H3”), 6.24 (1, 6.7 Hz, 1H, H1°), 7.59 (d, 7.6 Hz, 2H, Hpy), 7.73 (t, 7.6 Hz, 2H, Hpy), 7.85 (d,
7.6 Hz, 2H, Hpy), 8.13 (s, 1H, Hr,), 8.56 (s, 1H, H6), 9.19 (s broad, 1H, NH).

ES-MS: m/z (%): 751.6 [M+H'], 773.6 [M+Na'], 789.5 [M+K']; 749.4 [M-H'T, 785.3
[M+CIT.

dU2’PdpaaH;

COOH A 1M aqueous solution of potassium
- hydroxide (0.13 mL) was added to a
D o lution of d 10 (17 21.8
HOOC solution of compound 10 (17 mg, 21.
/K H)TNLQ umol) in ethanol (1 mL). The reaction

@] 3" N ; . o .
j N COOH mixture was stirred at 60°C overnight. After
, \\\\‘\\\O N//N cooling at room temperature, the potassium
salt was precipitated by addition of ethanol,
filtrated, washed with ethanol (3 x 2 mL)
dU2'PdpaaH; o
C10H3,N505 and ethyl ether (3 x 2 mL) and dried in
MW = 696,62 vacuum to give the desired compound

dU2’PdpaaK3 as a white solid.

Yield : 84 %

'H NMR (D0, 400 MHz) & (ppm): 2.26-2.42 (m, 2H, H2”), 3.02 (t, 7.3 Hz, 1H, H1”), 3.78
and 3.95 (ABX, 2.9 Hz, 4.4 Hz, 12.5 Hz, 2H, H5"), 3.89 and 4.03 (AB, 14.7 Hz, 4H,
CH,py), 4.09 (q broad, J = 3.7, 1H, H4"), 4.20 (t, 5.5 Hz, H2"), 4.29-4.33 (m, 1H, H3"),
4.33-4.59 (m, 2H, H3’, H3"), 4.61 and 4.72 (AB, 12.8 Hz, 2H, CHatz), 5.71 (d, 7.3 Hz, 1H,
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H5), 5.87 (d, 5.9 Hz, 1H, H1), 7.47 (d, 7.3 Hz, 1H, H6), 7.50 (d, 7.3 Hz, 2H, Hp,), 7.67 (d,
7.3 Hz, 2H, Hpy), 7.74 (t, 7.3 Hz, 2H, Hpy), 7.76 (s, 1H, Hry).

ES-MS: m/z : 695.2 [M-H'], 733.2 [M-2H"+K'], 771.1 [M-3H"+2K'T, 347.1 [M-2H"]?,

366.1 [M-3H'+K *]?.

dU5PdpaaH;

HOOC

2 \_Q
" N
O . v[ '\{N COOH
T v

O

|
N 6

dU5PdpaaH;
C30H3,NgO 5
MW = 696,62

Yield : 98%

A 1M aqueous solution of potassium
hydroxide (0.19 mL) was added to a
solution of compound 11 (24 mg, 30.7
umol) in ethanol (1.6 mL). The reaction
mixture was stirred at 60°C overnight.
After cooling at room temperature, the
potassium salt was precipitated by addition
of ethanol (2 mL), filtrated, washed with
ethanol (3 x 2 mL) and ethyl ether (3 x 2
mL) and dried in vacuo to give the desired

compound dU5PdpaaK3 as a white solid.

'H NMR (D,0, 500 MHz) & (ppm): 2.03-2.13 (m, 1H, H2), 2.25-2.43 (m, 3H, H2’, H2”),
3.14 (t, 7.3 Hz, 1H, HI™), 3.64-3.68 (m, 1H, H5"), 3.75 (dd, 3.7 Hz, 12.4 Hz, 1H, H5"), 3.95
(dd, 3.7 Hz, 7.8 Hz, 1H, H4"), 3.90 and 4.04 (AB, 14.7 Hz, 4H, CH,py), 4.31-4.37 (m, 1H,
H3”), 4.45-4.59 (m, 2H, H3’, H3"), 4.93 and 4.98 (AB, 13.2 Hz, 2H, CH,tz), 6.25 (t, 6.6 Hz,
1H, H1"), 7.23 (5, 1H, H6), 7.49 (d, 7.3 Hz, 2H, Hpy), 7.65 (d, 7.3 Hz, 2H, Hpy), 7.71 (t, 7.3

Hz, 2H, Hpy), 7.91 (s, 1H, Hr,).

ES-MS: m/z : 695.2 [M-H'T, 347.0 [M-2H"?, 733.2 [M-2H'+K'], 366.1 [M-3H"+K *]?,

771.2 [M-3H"+2K'T".
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dU5SEdpaaH;

dU5EdpaaH;
CyoH30NgOy
MW = 666,60

Yield : 84 %

A 1M aqgueous solution of potassium hydroxide
(0.13 mL) was added to a solution of compound
12 (16 mg, 21.3 umol) in ethanol (1 mL). The
reaction mixture was stirred at 60°C overnight.
After cooling at room temperature, the
potassium salt was precipitated by addition of
ethanol, filtrated, washed with ethanol (3 x 2
mL) and ethyl ether (3 x 2 mL) and dried in
vacuo to give the desired compound
dU5SEdpaaKs; as a white solid.

'H NMR (D0, 500 MHz) & (ppm): 2.33-2.51 (m, 4H, H2’, H2”), 3.11 (t, J = 7.3, 1H, HI1"),
3.75-3.92 (m, 2H, H5"), 3.90 and 4.02 (AB, 14.7 Hz, 4H, CH,py), 4.05-4.09 (m, 1H, H4"),
4.44-4.63 (m, 3H, H3’, H3"), 6.38 (t, 6.6 Hz, 1H, H1"), 7.50 (d, 7.8 Hz, 2H, Hpy), 7.61 (d,
7.8 Hz, 2H, Hpy), 7.69 (t, 7.8 Hz, 2H, Hpy), 8.13 (s, 1H, Hr,), 8.26 (5, 1H, H6).

ES-MS: m/z : 665.0 [M-H'T, 332.0 [M-2H']%, 703.2 [M-2H"+K'T, 220.9 [M-3H']*, 351.0

[M-3H"+K 1%, 741.2 [M-3H"+2KT..
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3. Synthese des complexes

The lanthanides (Ln = Nd, La, Lu, Y) complexes for NMR measurements were prepared in
situ by dissolving equimolar amounts of the corresponding ligand and of the lanthanide
chloride salt LnCl3 into D,0O followed by adjustment of the pD with solutions of KOD in D,0O
(1M and 0.1M). Concentrations in the range of 5.10-3 M to 10.10-3 M were used.

3.1. Ligand Hithqtcn-SO;

SOy

[Nd(thqtcn-SO3)]*

RMN *H (D,0, 400 MHz, 25°C, pD 7.7): & (ppm) : 0.46 (s, 1H, H triazacyclononane), 0.78
(s, 1H, H triazacyclononane), 1.68 (s, 1H, H triazacyclononane), 4.82 (s, 1H, H
triazacyclononane), 5.46 (s,1H, Ha/Hb), 5.97 (s, 1H, Ha/Hb), 6.87 (d, 7.0 Hz, 1H, H7), 8.89
(d, 7.0 Hz, 1H, H6), 9.83 (d, 8.0 Hz,1H, H3), 10.32 (d, 8.0 Hz, 1H, H4).

RMN *H (D,0, 400 MHz, 70°C, pD 7.7): & (ppm) : 0.62 (s, 1H, H triazacyclononane), 1.30
(s, 1H, H triazacyclononane), 1.75 (s, 1H, H triazacyclononane), 4.50 (s, 1H, H
triazacyclononane), 5.16 (s,1H, Ha/Hb), 5.54 (s, 1H, Ha/Hb), 6.81 (d, 7.0 Hz, 1H, H7), 8.75
(d, 7.0 Hz, 1H, H6), 9.46 (d, 8.0 Hz, 1H, H3), 10.52 (d, 8.0 Hz, 1H, H4).
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[Y(thgtcn-SO,)*

RMN 'H (D,0, 500 MHz, 25°C, pD 7.4): & (ppm) : 1.90 (m, 1H, H triazacyclononane), 2.28
(s, 1H, H triazacyclononane), 2.68 (s, 1H, H triazacyclononane), 3.39 (s, 1H, H
triazacyclononane), 3.84 (d,1H, Ha/Hb), 4.03 (d, 1H, Ha/Hb), 6.38 (d, 7.0 Hz, 1H, H7), 7.59
(d, 7.0 Hz, 1H, H3), 7.84 (d, 8.0 Hz,1H, H6), 8.93 (d, 8.0 Hz, 1H, H4).

3.2. Ligand Hzdhqtcn-SOs;

Ho  SOs
Hs He
|
N H,
H
8 N o
Ho o
Ln
N N
0,8 N
H1o
NZ |
O N
SOy

[Y(dhqtcn-SO3)(H,0)]

RMN *H (D,0, 500MHz, 25°C, pD = 7.4) & (ppm) : 8.97, 8.93 (d, 2H, H4/H4"), 7.95, 7.80
(d, 2H, H6/H6"), 7.67, 7.59 (d, 2H, H3/H3"), 7.50 (d, 1H, H8), 7.42(s, 1H, H10), 6.68, 6.61
(d, 2H, H7/HT’), 6.36(d, 1H, H9), 4.43 (dd, 2H, CH; quinoline), 4.13 (d, 1H, CH, phenol),
4.06 (dd, 2H, CH, quinoline), 3.23 (d, 1H, CH; phenol), 3.43, 3.09, 2.88, 2.77, 2.66, 2.57,
2.47, 2.30, 2.22 (m, 12H, H triazacyclononane)

[Nd(dhqtcn-SO3)(H,0)]

RMN 'H (D,0, 500MHz, 70°C, pD = 7.4) & (ppm) : 21.30 (s, 1H, H triazacyclononane),
18.86 (s,1H, H triazacyclononane), 14.66 (s, 1H, CH; quinoline),13.60 (s, 1H, CH, phenol),
12.61 (s, 1H, CH, quinoline), 12.25 (s, 1H, H4/H4"), 12.12 (s, 1H, H4/H4"), 11.18 (s, 1H,
HS), 10.95 (s, 1H, H10), 9.00(s, 1H, H6/H6’), 8.91 (s, 1H, H6/H6”), 8.51 26 (s, 1H, H3/H3’),
8.26 (s, 1H, H3/H3”), 7.35 (s, 1H, H triazacyclononane), 7.16 (s, 1H, H7/H7’), 6.94 (s, 1H,
H7/H7’), 6.44 (s, 1H, H triazacyclononane), 5.85 (s, 1H, H9), 5.17 (s, 1H, H
triazacyclononane), 5.07 (s, 1H, H triazacyclononane), 3.02 (s, 1H, CH; phenol), 2.54 (s, 1H,
H triazacyclononane), 1.98 (s, 1H, H triazacyclononane), 1.49(s, 1H, H triazacyclononane),
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0.98 (s, 1H, H triazacyclononane), -5.16 (s, 1H, CH, quinoline), -5.97 (s, 1H, CH, quinoline),
-28.13 (s, 1H, H triazacyclononane)

3.3. Ligand HsthgN-SO;

SOy
7
AN
N
o
Z N
N ’ O
‘058

[Lu(thgN-SO3)(H20),]
RMN H (D20, 500MHz, 25°C, pD = 7.4) 6 (ppm) : 8.84 (s, 1H, H4), 7.82 (s, 1H, H6),

7.48(s, 1H, H3), 6.45(s, 1H, H7), 5.21 (s, 1H, CH,) 4.92 (s, 1H, CH,)
RMN *H (D,0, 500MHz, 5°C, pD = 7.4) & (ppm) : 8.57 (s, 1H, H4), 7.55 (s, 1H, H6), 7.22(s,
1H, H3), 6.17(d, 1H, H7), 4.98 (d, 1H, CH,), 4.58 (d, 1H, CH,)

[La(thgN-SOs)(H,0)]
RMN H (D,0. 500MHz, 25°C, pD = 7.4) & (ppm) : 8.98 (s, 1H, H4), 8.04 (s, 1H, H6), 7.75

(s, 1H, H3), 7.16 (s, 1H, H7), 4.98 (s, 2H, CH,)
RMN *H (D,0, 500MHz, 5°C, pD = 7.4)  (ppm) : 8.70 (s, 1H, H4), 7.77 (s, 1H, H6), 7.50(s,
1H, H3), 6.90(s, 1H, H7), 4.71 (s, 1H, CH))
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3.4. Ligand HzdhgN-SO;

SOy
Hg
Hg
o
Z N
N O
"05S

[Lu(dhgphNSO3)(H,0)s]

RMN 'H (D,0, 500MHz, 70°C, pD = 7.4) : 9.31(s, 2H, H4), 8.43(d, 2H, H6), 7.93 (s, 1H,
H10), 7.89(s, 2H, H3), 7.40 (s, 1H, H8), 7.29(s, 2H, H7), 6.27 (s, 1H, H9), 4.96(d, 2H, CH,-N
quinoline), 4.30 (s, 2H, CH,-N phénol)

[La(dhgphNSO3)(H,0)3]

RMN 'H (D,0, 500MHz, 70°C, pD = 7.4) : 9.23(s, 2H, H4), 8.35(d, 2H, H6), 7.92 (s, 1H,
H10), 7.84(s, 2H, H3), 7.48 (s, 1H, H8), 7.16(s, 2H, H7), 6.36 (s, 1H, H9), (under the water
pic, 2H, CH,-N quinoline), 4.36 (s, 2H, CH,-N phénol)

3.5. Ligand Nz;dpaa

[Gd(Nsdpaa)(H20)s]

NzdpaaH; (1.14 mg, 1.65 ummol) was dissolved in a solution of GdCl3-6H,0 (3.12 mmol in
25 mM aqueous ammonium formate solution, 0.58 mL, 1.82 umol). The pH of the resulting
mixture was adjusted (pH 7.5) by adding an 1M aqueous ammonium formate solution. After
stirring for 1 hour at 25°C, the reaction mixture was directly subjected to purification on semi-
preparative HPLC to give after concentration and lyophilisation (repeated 3 times), the
desired gadolinium complex as a white solid (Rt = 22 min).

ES-MS: m/z (%) : 565.9 (15), 566.9 (50), 567.9 (80), 568.9 (73), 569.9 (100), 570.9 (27),
571.9 (66), 572.9 (12), 574.0 (4) [(Nsdpaa)® + Gd** + H'T"; 610.1 (8), 611.0 (53), 612.0
(80), 613.0 (72), 613.9 (100) , 615.1 (26), 616.1 (84), 617.0 (26), 618.0 (8) [(N3dpaa)® +
Gd** + HCOOT
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3.6. Ligand dU2’Pdpaa

[Gd(dU2’Pdpaa)(H,0)s]

dU2’PdpaaH; (2.78 mg, 3.43 ummol) was dissolved in a solution of GdCl3-6H,0 (3.12
mmol in 25 mM aqueous ammonium formate solution, 1.21 mL, 3.77 umol). After stirring
for 1 hour at 25°C, the reaction mixture was directly subjected to purification on semi-
preparative HPLC to give after concentration and lyophilisation (repeated 3 times), the
desired gadolinium complex as a white solid (Rt = 16 min).

ES-MS: m/z (%) : 848.0 (5), 849.0 (68), 850.0 (68), 851.0 (80), 852.0 (100), 853.0 (42),
854.0 (57), 855.0 (30), 856.0 (7) [(dU2’Pdpaa)® + Gd*" + H'*; 846.2 (7), 847.2 (48),
848.2 (81), 842.2 (75), 850.2 (100), 851.2 (34), 852.2 (72), 853.2 (28), 854.2 (6)
[(dU2’Pdpaa-H)* + Gd** T

3.7. Ligand dU5Pdpaa

[Gd(dU5Pdpaa)(H,0)s]

dU5PdpaaH; (1.43 mg, 1.76 ummol) was dissolved in a solution of GdCl3-6H,0 (3.12
mmol in 25 mM aqueous ammonium formate solution, 0.62 mL, 1.94 umol). After stirring
for 1 hour at 25°C the reaction mixture was directly subjected to purification on semi-
preparative HPLC to give after concentration and lyophilisation (repeated 3 times), the
desired gadolinium complex as a white solid (Rt = 19.5 min).

ES-MS: m/z (%) : 847.9 (4), 848.9 (25), 849.9 (64), 850.9 (72), 851.9 (100), 852.9 (36),
853.9 (56), 855.0 (14), 855.9 (5) [(dU5Pdpaa)® + Gd*" + H']*; 892.8 (54), 893.8 (88), 894.8
(80), 895.7 (100), 896.8 (42), 897.8 (76), 898.7 (26), 899.6 (8) [(dUSPdpaa)® + Gd** +
HCOOT
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3.8. Ligand dU5Pdpaa

[Gd(dU5Edpaa)(H20)s]

dU5EdpaaH; (1.29 mg, 1.65 ummol) was dissolved in a solution of GdCl3-6H,0 (3.12 mmol
in 25 mM aqueous ammonium formate solution, 0.58 mL, 1.82 umol). After stirring for 1
hour at 25°C, the reaction mixture was directly subjected to purification on semi preparative
HPLC to give after concentration and lyophilisation (repeated 3 times), the desired
gadolinium complex as a white solid (Rt = 18 min).

ES-MS: m/z (%) : 818.1 (8), 819.1 (46), 820.1 (76), 821.1 (74), 822.1 (100), 823.1 (34),

824.1 (70), 825.1 (22), 826.1 (6) [(dU5Edpaa)® + Gd*" + H']"; 861.8 (7), 862.8 (45), 863.8

(80), 864.8 (68), 865.8 (100), 866.8 (34), 867.8 (67), 868.8 (25), 869.9 (8) [(dU5Edpaa)® +

Gd** + HCOOT

4. Méthodes analytiques

Les solutions de sels de lanthanides préparées a partir des sels commerciaux sont utilisées
pour les mesures de potentiométrie, de spectrophotométrie, ou de spectrofluométrie, ainsi que
pour les études de relaxométrie et les études RMN *H. Ces solutions sont systématiquement
dosées par colorimétrie avant d’étre utilisées, afin de déterminer précisément le taux
d’hydratation des sels utilisés.

Dosage des sels de Ln(I11)

A un volume constant de solution (1 mL), on ajoute 10 mL de tampon acétique
(CH3;COOH/CH3COONa, 0,1M, pH = 4.5) et trois quatre gouttes de xylénol orange comme
indicateur coloré. La solution est dosée par une solution d’ETDAH;Na, de concentration 0,5
M, selon I’équation :

Ln®" + ETDAH;Na, = [Ln(EDTA)] + 2 Na" + 2H"

Lorsque 3<pH<S5, I’indicateur coloré est mauve lorsqu’il est complexé par le cation

métallique et jaune sinon.

4.1. Etudes potentiométriques

L’appareil utilisé est un potentiomeétre (751GDP Titrino, Metrohm) équipé d’une burette

automatique (V =5 mL). Le pH est mesuré avec une électrode de verre combinée (Metrohm,
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Ag/AgCl, dans 3M KCI). La cellule de mesure est thermostatée a 25°C et la température de la
solution est mesurée par une électrode thermocouple. Les dosages sont effectués sous
atmosphére d’argon pour éliminer le CO, atmosphérique.

Les dosages sont effectués a force ionique constante, dans KCI 0,1 M. Les solutions titrantes
de KOH et de HCI 0,1 M sont préparées par dilution d’ampoules commerciales titrées
(Titrisol, Merck) avec de 1’eau MilliQ. Les solutions titrantes sont remplacées tous les deux
mois ou lorsque que la carbonatation de la solution de KOH déterminée par la méthode de

Gran est supérieur a 2%”.

4.1.1. Calibration de I’électrode

Il s’agit de déterminer la caractéristique E = f(pH) de D’appareil. En effet, la force
électromotrice E (mV) de la solution est donnée par la relation suivante :

= 1000 < RET=1nll
Eresurée = E — [ % F ®x pH

OUR=8.314J.K mol™, T =298 K et F = 96500 C.mol™ (constante de Faraday)

Calibrer 1’¢lectrode revient donc a déterminer les parameétres E° et f qui sont respectivement
I’ordonnée a I’origine et la pente de la droite E = f(pH).

0.6 mL d’une solution de HCI 0,1M dissous dans 20 mL d’une solution de KCI1 0,1 M sont
dosés par une solution de KOH 0,1 M. 24 incrément de 0.05 mL sont distribués. A chaque
incrément la force électromotrice de la solution est mesurée et le pH calculé. Des calibrations
systématiques sont effectuées avant chaque dosage. L’¢lectrode est considérée comme stable

lorsque les valeurs de E° et de f sont reproductibles sur 3 étalonnages.

4.1.2. Dosages

Détermination des pKa du ligand

Une solution de 20 mL de ligand (1.10° M) dans KCI 0.1 M est dosé par KOH 0.1 M. Des
incréments de 10 pL sont utilisés et un temps d’attente de 120 secondes est fixé entre deux
mesures. Plus de 200 points sont collectés. Un dosage retour par HCI est réalisé
systématiquement dans les mémes conditions. Chaque expérience est répétée trois fois.

L’ajustement mathématique des courbes pH = f(V) est réalis¢ a 1’aide du programme
HYPERQUAD 2000°° et permet d’accéder aux constantes de protonations du ligand Ka;. Les

concentrations en ligand et en proton sont fixées, ainsi que la valeur du pKy, (13.77 avec une
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force ionique de 0.1 M). Toutes les valeurs et les erreurs représentent la moyenne de trois

expeériences indépendantes.

4.2. Mesures spectrophotomeétriques

La constante de complexation du Gd(I1l) pour chaque ligand est déterminée par rapport au
ligand DTPA = diethylenetriaminepentaacetate (pGd = 19.6) par spectrophotométrie. Une
technique de titration en batch est utilisée. Le protocole expérimental a déja été décrit par
Raymond et al.®®. Dans le cas ou le DTPA n’est pas capable de déplacer notre ligand, le
protocole a été adapté™.

Des aliquotes de DTPA (concentration 4.107 M & 4.10° M) de solution stock sont ajoutées a
des solutions contenant une concentration fixée en Gd(l11) (4.10° M) et de ligand (4.10° M).
Toutes les solutions sont ajustées a pH 7.4 en utilisant une solution de tampon TRIS (0.1 M).
Apres équilibration des solutions (48h), la concentration de ligand libre dans chaque batch est
déterminé par spectrophotométrie.

Le ration molaire entre le ligand et le métal est fixé a 1:1 tandis que le ratio molaire entre le
ligand et la DTPA varie de 1: 0.01 jusqu’a 1:100. Cette méthode permet une détermination
précise du pGd (pGd= -log [Gd.,] pour des concentrations totales de [Gd]i=10° M et [L]i=
10° M). Le graphique représentant log([Gd-dtpa]/[GdL] = f(log([DTPA]/[L])donne
directement la différence de pM entre le ligand et la DTPA (log([DTPA]J/[L] quand log([Gd-
dtpa]/[GdL]=0).

4.3. Mesures de luminescence

Les mesures de luminescence (spectres et temps de vie) ont été enregistré a 1’aide d’un
spectrometre Fluorolog FL 3-22 de marque Horiba-Jobin Yvon-Spex. 1l est équipé d’un
double monochromateur d’excitatio et d’un imageur iHR320 couplé a un photomultiplicateur
R928P Hamamatsu pour les mesures dans le spectre visible. Pour les mesures dans le domaine
proche infrarouge, un second photomultiplicateur Hamamatsu R5509 a été utilisé en sortie du
spectrometre. La source d’excitation est une lampe au xénon de 450W et tous les spectres ont
été corrigés pour la détection et la réponse spectrale du spectrofuorometre. Les temps de vie
de phosphorescence on été mesures en temps résolu. Les valeurs données pour les temps de
vie représentent la moyenne de trois expériences indépendantes, réalisées en mode
phosphorescence en faisant varier le délai d’acquisition au maximum du spectre d’émission
.La décroissance mono exponentielle est analysée avec Origin 7.0 et le programme Labview®

7. Les rendements quantiques sont déterminés a température ambiante en utilisant une
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méthode absolue™ en utilisant une sphére d’intégration modifi¢ couplée au spectrofluorimétre
Fluorolog FL 3-22. Les valeurs reportées sont la moyenne de trios expériences indépendantes.
Les rendements quantiques absolus sont déterminés par 1’équation suivante:

E E o L —L,

(D: C — C
L,— L., L, o L

a
Ou Ec est le spectre d’émission dans la gamme d’émission de I’échantillon (ex: si le
maximum d’émission est 975 nm, la gamme d’émission de ce spectre ira de 900 a 1100 nm),
Lc le spectre d’émission a la longueur d’excitation de 1’échantillon, La est le spectre
d’émission a la longueur d’excitation de la référence. Des tubes capillaires en quartz de 4 mm

de diamétre sont utilisés.
4.4, Mesures de relaxomeétrie

Temps de relaxation

Trois types de temps de relaxation ont été mesures : i) le temps de relaxation longitudinale T,
correspondant au temps de retour a 1’équilibre selon 1’axe privilégi¢ de I’aimantation (axe z),
ii) le temps de relaxation transversale T, correspondant au temps de retour a 1’équilibre de
I’aimantation macroscopique dans le plan (x,y) et iii) le temps de relaxation transversal T,
correspondant au temps de décroissance de 1’aimantation dans le repére tournant. Le principal
intérét de la mesure de Ty, est de s’affranchir de I’¢volution de I’aimantation selon le
couplage J entre noyaux. Avant chaque expérience, I’impulsion a 90° est calibrée, et le délai
dl (délai de retour a 1’équilibre) est fixé a 5 T;. Pour chaque expérience, le traitement des
données est réalisé en intensités et en intégrales afin de vérifier que les résultats obtenus sont
similaires dans les deux cas. En général, on admet que I’erreur sur la mesure est de 5%

environ.

Mesures de T;

Les mesures ont été réalisées sur ’ensemble des spectrometres. La séquence d’inversion-
récupération présentée Figure 1 a été utilisée. La perturbation est une impulsion a 180° qui
inverse I’aimantation selon I’axe z, suivie d’une attente pendant un délai t variable et d’une
impulsion de lecture & 90°. Aq correspond au temps d’acquisition et d; au délai de retour a

I’équilibre de 1’aimantation (5 a 7 Ty).
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180° 90°

dl T

Figure 1 : Séquence d’inversion récupération pour la mesure de T1.

D’apres les équations de Bloch, le retour a I’équilibre de I’aimantation est régi par I’équation :

T
M_{T) = M, [1 -2 exp(——)]
I
Pour chaque échantillon, les valeurs de T; ont été obtenues par ajustement d’une
exponentielle a trois parametres, prenant en compte le retournement imparfait de
I’aimantation aprés 1’impulsion a 180°, ceci pour des délais t variant de quelques

millisecondes a d;.

Mesures de T2

Une perturbation initiale de 90° est d’abord appliquée. L’aimantation évolue ensuite selon une
séquence d’écho de Carr-Purcell et Meiboom-Gill (Figure 2). Ceci permet une defocalisation,
puis une refocalisation des spins dans le plan (x,y), annulant ainsi tout effet de déplacement

chimique. Il ne subsiste que I’atténuation de 1’aimantation transversale due a T».

90° 180°

Aq

n fois
N S
Figure 2 : Séquence Carr-Purcell et Meiboom-Gill de mesure du temps de relaxation

transversale.
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Le retour a I’équilibre est régi par 1’équation suivante :

an)
T,

M:r,_}- (T::I = Mpexp (_
De fagon pratique, le temps t est fixé a 1 ms et ’on fait varier le nombre de fois n ou la
séquence est répétée. n doit étre pair pour diminuer les effets de diffusion translationnelle, et
est ajusté de telle sorte que le temps de la sous-séquence t—n—1t varie entre 2 ms et d1. Le
traitement s'effectue ensuite de facon similaire a celui de T, par un ajustement a 3

parameétres.

Mesure de T,

Le principal probléme de la séquence de mesure de T, est que 1’aimantation évolue selon le
couplage scalaire J lorsque le noyau n’est pas isolé. Pour s’affranchir de ce probléme, le
temps de relaxation transversale peut étre mesuré par verrouillage (spin-lock) le long du

champ radiofréquence.
90°
SL

dl T

Figure 3 : Mesure du temps de relaxation transversale dans le repere tournant par spin-
lock.

Aprés une impulsion classique a 90°, un champ radiofréquence B; est appliqué pendant un
temps t variable. L’aimantation précesse autour de B; et comme elle lui est colinéaire, elle
reste fixe dans le champ tournant avec B;. L’aimantation est alors verrouillée.

En pratique, on fait varier t entre quelques millisecondes et d;. Le traitement est ensuite

similaire aux précédents car 1’aimantation évolue selon 1’équation suivante :

S(r) = 5, exp(—Ti)
1p
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La puissance du spin lock appliqué couvre 4 ppm a 500 MHz (spin-lock : 2000 Hz), 7 ppm a
400 MHz (spin-lock : 2800 Hz), et 3 ppm a 200 MHz (spin-lock : 600 Hz).

Solution type

Les échantillons ont été préparés in situ en mélangeant des quantités appropriées de ligand et
d’une solution mere de GdCl3.6H,0 de concentration connue (dans H,O milliQ ou dans D,0O
extra-pure 99.99% d’atome D, Eurisotop). Le pH est ensuite ajusté a 7.4 environ avec une
solution de soude (NaOH ou NaOD). L’absence de métal libre est vérifiée par le test du

xylénol orange™.

Mesure de temps de relaxation de 1’'’O

Les mesures des temps de relaxation de *’O ont été réalisées dans le cadre d’une collaboration
avec le Pr. L. Helm de ’EPF Lausanne. Les échantillons ont été préparés en mélangeant des
quantités appropriees de solutions de GdCl3.6 H,O et de ligand dans 1’eau. Un excés de ligand
est utilisé et le pH est ajusté (pH~7) avec une solution aqueuse de KOH. Des concentrations
de Gd(IIT) de SmM a 20 mM ont été utilisées. L’absence de métal libre est vérifiée par le test
au xylénol orange™ & pH 7.4 environ. De I’eau acidifiée (pH = 3.5) a été utilisée comme
référence. Tous les échantillons sont enrichis 1% avec de I’eau enrichie en 'O (Isotrade
GmbH, 20%) pour améliorer la sensibilité. La concentration en ion Gd(l11) a été déterminée
par mesure du déplacement chimique du ter-butanol induit par la susceptibilité magnétique™.
Les vitesses de relaxation transversales et longitudinales de I’*’O et les déplacements
chimiques ont été mesurés entre 272 and 348 K. Les données ont été enregistrées sur un
spectrométre Bruker DPX (9.4 T, 54.2 MHz). Une unité de contr6le de la température Bruker
VT 3000 a été utilisée pour thermostater I’échantillon. Sa température a été mesurée par une
technique de substitution.

Les échantillons ont été scellés dans des spheres en verre qui sont placées dans des tubes
RMN de 10 mm de diamétre afin d’éliminer I’influence de la susceptibilité magnétique sur le
déplacement chimique.

Les vitesses de relaxation longitudinales 1/T; ont été mesurées par la méthode d’Inversion-
Récupération'® et les vitesses de relaxation transversales 1/T, par la technique d’échos de

spins de Carr-Purcell-Meiboom-Gill™.
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Profils NMRD

Les profils NMRD ont été obtenus a 25°C entre 0.02 et 35 MHz sur un relaxometre RMN
Spinmaster FFC (Fast Field Cycling) couvrant des champs magnétiques allant de 2.5.10™ T &
environ 1 T. Une séquence non polarisée (Figure 4) est utilisée pour les champs dont les
fréguences varient entre 40 et 12 MHz, alors que pour les champs plus faibles, une séquence

prépolarisée (Figure 5) est utilisée.

Brcla.x Ba.cq

d, T Ag

Figure 4 : Séquence de type non polarisee (fréquences entre 12 et 40 MHz).

La fréquence du champ d’acquisition (Bag) est de 20.8 MHz, celle du champ de relaxation
(Brelax) est variable et celle du champ de polarisation (Byo) est de 28 ou 35 MHz. Le délai d;
correspond a 4 fois Tymax ou Timax est le temps de relaxation le plus long. Le temps
depolarisation (tyo) est fixe a 4 fois le T1 du champ de polarisation By . Le délai t varie entre

0 et 4 fois le Tymax.

B B

pol aeg

d, t
Figure 5 : Séquence prépolarisée (entre 0.01 et 12 MHz).

pal T Aq
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Résume
L’imagerie par résonance magnétique est une des méthodes de diagnostic les plus utilisées,

aussi bien dans le domaine médical que dans les études précliniques. Cependant, la relaxivité
des agents de contraste commerciaux ne représente qu’une fraction de la relaxivité prédite par
la théorie et il est nécessaire d’optimiser les différents parameétres dont elle dépend pour
atteindre des valeurs de relaxivité plus élevées : nombre de molécules d’eau en premicre
spheére de coordination, vitesse d’échange de 1’eau, dynamique de rotation du complexe,
relaxation électronique, distance Gd(l11)-proton.

Dans ce travail, nous présentons la synthese, la stabilité et la relaxivité des complexes de
Gd(111) de deux séries de ligands tripodes dérivés de la 8-hydroxyquinoléine, basés 1’une sur
une plateforme 1,4,7 triazacyclononane, 1’autre sur un pivot azote central. Ces complexes ont
montré des stabilités comparables a celles des agents commerciaux, des valeurs de relaxivités
¢levées dans ’eau ainsi qu’en milieu biologique. L’utilisation de la 8-hydroxyquinoléine
comme base des ligands a permis de sensibiliser le Nd(III) et I"Yb(III) pour la luminescence
proche infrarouge, ouvrant la possibilit¢ pour le développement de nouveaux systémes

bimodaux.

Abstract

Magnetic resonance imaging is a commonly used diagnostic method in medicinal practice as
well as in biological and preclinical research. However, the relaxivity of commercial contrast
agents is only a few percent of the theoretically predicted relaxivity. An optimisation of the
different parameters who have an impact on the relaxivity (number of gadolinium bound
water molecules, water exchange rate, rotation dynamic of the complex, electronic relaxation,
Gd(I11)-proton distance) is needed to obtain higher relaxivities.

In this work, we present the synthesis, the stability and the relaxivity of the Gd(I11) complexes
of two series of 8-hydroxyquinolinate-based ligands, one using a 1,4,7 triazacyclononane
platform, the other one using a central nitrogen architecture. Theses complexes show
stabilities comparable to commercial agents, and high relaxivities in both water and serum.
The 8-hydroxyquinolinate moiety allows these ligands to sensitize Nd(I11) and Yb(IlI) for
Near Infra Red (NIR) luminescence, leading to a new class of potential bimodal systems.
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