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Chapitre 1

Chapitre 1 : Introduction générale



Introduction générale

Contexte

En imagerie médicale par résonance magnétique (IRM), dans 40 a 60 % des examens prescrits,
I’usage d’un agent de contraste s’aveére indispensable pour un diagnostic congruent. Cependant,
lors de ces derniéres décennies, les agents de contraste & base de gadolinium (Gd®*) font I’objet
d’une préoccupation de santé publique, du fait de leur toxicité liée au potentiel relargage du
Gd** dans 1’organisme. En effet, avec les complexes de Gd** basés sur des ligands linéaires, le
relargage du métal dans I’organisme entraine une compétition entre ce dernier et le Ca?*, car ils
ont un rayon ionique similaire. Le calcium intervient dans de nombreux processus biologiques
dont la formation des os, des dents, la coagulation sanguine, la régulation du rythme cardiaque,
ou le fonctionnement de nombreuses enzymes.

Suite a une injection d’agent de contraste & base de Gd** chez les patients souffrants d’une
insuffisance rénale, on peut observer une fibrose systémique néphrogénique,! due aux effets
profibrosants du gadolinium libre. On peut aussi observer des depéts résiduels de gadolinium

au niveau du cerveau.?

Face a cette situation, lors de ces derniéres décennies, la recherche s’active pour trouver des
alternatives au gadolinium, comme le manganése. Ce dernier est un métal de transition essentiel
dont I’isotope 55 (naturel) de degré d’oxydation 2+ (Mn?*: S = 5/2) peut étre utilisé pour
I’imagerie par résonance magnétique (IRM), et I’isotope 52 (radionucléide) pour la
tomographie par émission de positrons (TEP). Les complexes de manganeése de degrés
d’oxydation 3+ (Mn®* : S = 2) basés par exemple sur des ligands porphyrines sont aussi étudiés
en IRM. Le manganése est le seul atome qui offre la possibilité de faire une imagerie bimodale
(IRM / TEP), qui couple la haute sensibilité de la TEP et la trés bonne résolution spatiale de
I’IRM. Cela permet aussi de réaliser ces deux examens avec une seule injection et une
biodistribution unique, d’ou un gain de temps et une meilleure précision des résultats.

Le Mn?* n’est pas nouveau en IRM. L’aqua ion [Mn(H20)s]?*, administré sous forme de MnClx,
a été le premier agent de contraste utilisé par Lauterbur.® Plus tard, le développement de I'IRM
et I'utilisation du MnCl> ont permis de faire des mesures in vivo de 1’activité cérébrale et le
tragcage des voies neuronales.*® Une formulation liposomique de MnCl, (Lumenhance®) a été
commercialisée en tant qu’agent oral, gastro-intestinal et un complexe de Mn?* (Teslascan®,
Mn(DPDP)) a été approuvé pour I’'imagerie hépatique, rénale et cardiaque ; les

deux actuellement retirés du marché pour des questions financiéres.
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En raison des fortes doses administrées lors des examens IRM, le Mn?* doit étre complexé pour
éviter une éventuelle toxicité. A une concentration élevée, le Mn?* génére une neurotoxicité
(LDso = 0,22 mmol/kg pour le rat)® et la surexposition au Mn?* conduit a des symptomes

similaires a ceux de la maladie de Parkinson.’
Pour une utilisation in vivo en tant qu’agent de contraste IRM, ces complexes de Mn?* doivent :
étre stable ;

avoir une haute inertie ;

avoir une bonne relaxivité ;

YV V V VY

et un bon profil pharmacocinétique.

La série d’Irving-Williams prédit que la stabilité des complexes formés par des cations divalents
de la premiere série des métaux de transition croit avec la diminution de la taille du métal, or le
rayon ionique du Mn?* est plus grand que celui du Zn?*; en conséquence, les complexes de Zn?
sont plus stables que ceux a base de Mn?*,

Aussi, avoir des complexes ayant une haute inertie est trés importante pour éviter le relargage
du métal une fois dans I’organisme. Dans 1’organisme, la dissociation du complexe est
généralement initiée par une protonation et/ou une transmétallation par le biais de cations
endogénes divalents, comme le Cu®* ou le Zn?**. Ce dernier est I’'un des métaux les plus
abondants dans 1’organisme.

De ce fait, la conception de ligands dont la disposition spatiale des sites de coordination crée
une cage offrant une sphére de coordination parfaitement adaptée au Mn?* pour une bonne

stabilité et pour éviter I’initiation de la transmétallation pour une bonne inertie est primordiale.

L’un des défis de la chimie de coordination dans ce domaine est de concevoir des complexes
de Mn?* ayant une haute inertie. En effet, par rapport aux complexes de Gd®*, il est plus difficile
de créer des chélates de manganése hautement inertes, car le Mn?* a un rayon ionique plus petit
que ceux des lanthanides, plus particulierement le Gd®* (reas+ est approximativement égal a
1,31xrmn2+). Ceci laisse moins de place pour la formation de plusieurs liaisons autour du Mn?*,
or ce facteur est tres important pour avoir des complexes avec une bonne stabilité et une bonne

inertie.
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Dans ce contexte, nous avons exploité une famille de ligands, les bispidines (figure 1.1) qui ont
une structure fortement pré-organisée et trés rigide comme chélatants du Mn?*. La

caractérisation de leurs complexes en tant qu’agents d’imagerie est I’objet de cette thése.

Figure 1.1 : Structure générale de la famille des bispidines étudiées dans cette theése.
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1. Le Manganése

1.1. Généralités

Le manganese, de numéro atomique Z = 25, est un élément chimique appartenant a la famille
des métaux de transition (figure 1.2).

Figure 1.2 : Tableau de classification périodique de Mendeleiev.

Derriere le titane (Ti) et le fer (Fe), le manganése (Mn) est le troisieme métal de transition le
plus abondant dans la crodte terrestre. Les minerais sources du manganése sont la pyrolusite
qui est du dioxyde de manganése (MnQO3), I’hydrate mixte de baryum et de manganése
((Ba.H20)2Mns010), ou encore un carbonate, la rhodochrosite (MnCQ3), a la flamboyante
couleur lorsqu’elle contient des impuretés.® Environ 90 % de la production de manganése est
utilisée pour la préparation d’alliage, on le retrouve principalement dans les aciers.

Le manganése est un élément essentiel et on le retrouve naturellement a faible dose dans

I’organisme.
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1.2. Propriétés chimiques

La configuration électronique du manganése a 1’état atomique est la suivante : [Ar] 4s® 3d° .
Comme tous les métaux de transition a 1’exception des métaux du groupe 12, la sous-couche
électronique d est en remplissage, et des cations, dont cette derniére est incomplete (a
’exception des cations divalents du groupe 12), peuvent étre formés.®

Le manganeése a plusieurs degrés d’oxydation allant de +1 a +7 et aussi -1, -3.

Le diagramme de Latimer (figure 1.3) représente les états d’oxydation les plus communs du

manganese. Ce dernier a différentes couleurs en fonction de son état d’oxydation.

1.70 V
om o 050V on_ 29 226V vy 095V 1.51V -1.18V
1’104 e — MI’IO4 . nO,———» Mrf(lm)—> an Y e Mn
permanganate manganate dioxyde de managanése
1.51V T

Figure 1.3 : Diagramme de Latimer théorique du Mna [H'] =1 M.

L’augmentation du degré d’oxydation s’accompagne de la diminution du rayon ionique pour
les oxydes, et également de I’augmentation de I’acidité. En conséquence, les oxydes sont plus
faciles & produire en milieu basique.

La structure cristalline principale du manganése a 1’état atomique est cubique.

Le manganése, plus particuliérement dans son état d’oxydation 2+ (Mn?*), est impliqué dans
certains processus enzymatiques, avec I’exemple du superoxyde dismutase (SOD) qui joue un
role essentiel dans les défenses anti-oxydantes pour lutter contre le stress oxydatif et le
vieillissement des cellules.

Les complexes de manganése (Mn?*®*), en fonction de la nature des ligands, ont une large

palette d’applications (figure 1.4).
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Figure 1.4: Quelques exemples d’applications de complexes de Mn?*"**: a) Activité
anticancéreuse et antimicrobienne ° ; b) Activité antioxydante ! ; ¢) Activité catalytique 2
d) Applications optico-électroniques 3

Dans la suite, on se focalisera sur le manganése de degré d’oxydation 2+ (Mn?') de
configuration électronique [Ar]

Le Mn?* est un acide de Lewis dur selon la classification de Pearson,** donc fortement
électropositif et difficile a réduire.

Les atomes donneurs tel que l’azote ou I’oxygeéne permettent de minimiser I’énergie
électrostatique. Les interactions électrostatiques et stériques entre le Mn?* et les ligands
gouvernent la géométrie du complexe formé et déterminent le nombre de coordination.'>16
D’une maniére générale, le Mn?* est hexa- ou hepta-coordinné, et les ligands polydentés lui

imposent une géomeétrie particuliére.

Le manganése a plusieurs isotopes dont un seul est stable (*®*Mn) et représente la totalité du
manganése naturel. Les isotopes >!Mn (ti2 = 46,2 min), >2Mn (tyz = 5,6 j), >*Mn (ti2 = 3,74 x
108 &), >*Mn (t12 = 312,10 j) sont des radioéléments.

L’isotope 52 (3?Mn?*) est intéressant pour des applications en tomographie par émission de
positrons (TEP), enrichissant la palette d’application du manganése (figure 1.5).

Le *IMn?* est aussi utilisé pour le marquage de petites molécules.'’
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“Mn and “Cu
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Figure 1.5: a) >Mn(oximate); activité ionophore ¢ ; b) Complexe de >Mn-DOTA couplé a ’anticorps
TRC105 pour la détection des cellules cancéreuses 4T1 *° ; ¢) Radiomarquage de liposomes au *Mn ou
®Cu en utilisant le DOTA conjugué ou encapsulé en surface pour la détection de tumeurs de type CT26
(carcinome de colon)®.

1.3. Proprietés magnétiques

La présence des cing électrons non appariés au niveau de sa sous-couche d lui confére des
propriétés magnétiques.
Le Mn?* est un ion métallique paramagnétique de spin S = 5/2. Le moment magnétique | est

calculé par le biais des équations 1.1 et 1.2.%

w =g, J+1) équation 1.1

S(S+1)—L (L+1)

g; = % =7 équation 1.2
- o —> _‘> _> - -
J = moment cinétique global : J = L +S; L =moment angulaire ; S = spin.

Le Mn2* a une relaxation électronique lente.

Contrairement aux lanthanides dont les électrons de ’orbitale 4f sont peu influencés par
’environnement chimique, pour le Mn?*, en fonction du ligand qui le chélate, les électrons
peuvent étre affectés. En conséquence, on peut avoir des complexes de Mn?* & haut ou bas spin
(figure 1.6).
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Figure 1.6 : @) %, b) 2%, ¢) * : Complexes de Mn?" & haut spin; a’) %, b’) %, ¢’) * : Complexes de Mn**
a bas spin.

2. Généralités sur les agents de contraste pour I’imagerie par résonance
magnetique (IRM)

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est une technique d’imagerie médicale non-
invasive qui permet d’obtenir des images en trois dimensions de I’intérieur du corps avec une
résolution submillimétrique. L’IRM est basée sur le principe de la Résonance Magnétique
Nucléaire (RMN), et met en jeu les propriétés magnétiques des protons des molécules d’eau
pour visualiser le corps en fonction de la densité et des temps de relaxation des protons. La
résolution obtenue en IRM est relativement élevée, mais dans certaines pathologies, lésions,

etc, pour améliorer le diagnostic, I’injection d’un agent de contraste s’avére nécessaire.
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2.1. Principe de fonctionnement de ’IRM

Avec la découverte des rayons X en 1895, et la mise au point du scanner (CT : 3D) en 1972,
I’imagerie médicale devient un outil de diagnostic essentiel dans le domaine médical. Mais la
découverte du phénoméne de résonance magnétique nucléaire (RMN) par Felix Bloch et
Edwards Mills Purcell en 1946, et son application pour 1’imageric médicale (IRM) ont
révolutionné la médecine. La premiére image IRM chez ’homme a été obtenue en 1977, et en
2003, Paul Christian Lauterbur et Peter Mansfield ont obtenu le prix Nobel en Physiologie et

Médecine pour leurs travaux qui ont rendu possible le développement de I’IRM.

Le corps humain est composé essentiellement d’eau et de graisse, et les atomes d’hydrogéne en
représentent environ 63 %. En IRM, les contrastes sont obtenus par le biais de la densité et des

propriétés de relaxation non uniformes de ces hydrogenes a travers leur spin nucléaire (S = %2).

En effet, en absence de champ magnétique extérieur d’intensité Bo, I’orientation des spins
nucléaires des hydrogeénes des molécules d’eau est aléatoire (figure 1.7). Une fois le corps placé
dans un champ magnétique permanent d’intensité Bo (entre 0,5-3,0 T pour la plupart des
appareils cliniques), les spins nucléaires s’orientent dans la direction du vecteur champ Bo
(figure 1.7) et précessent individuellement autour de ce dernier a une fréquence vo appelée
fréquence de Larmor (équation 1.3), suivant leur position d’équilibre. A noter que ces derniers

ne précessent pas a la méme vitesse angulaire, due a I’inhomogénéité du champ Bo appliqué.

w=y/2m.Bo équation 1.3
avec vo : Frégquence de Larmor

y : Rapport gyromagnétique
Bo: Intensité du champ magnétique extérieur

10
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(@) (b) (c)

Figure 1.7 : Attitude des spins nucléaires des hydrogénes : (a) en absence de champ magnétique
extérieur ; (b) placés dans un champ magnétique permanent d’intensité Bo; (C) aimentation
macroscopigue des spins résultants.

Le résultat est I’apparition d’une aimantation macroscopique reflétant la position des spins
résultants (figure 1.7). En appliquant une impulsion de 90° de radiofréquence v1, a partir d’un
champ magnétique oscillant d’intensité B1 perpendiculaire au champ Bo (figure 1.8), le vecteur
de magnétisation Mo bascule de 90° dans le plan (Oxy) et il en résulte deux composantes : une
composante longitudinale (M) et une composante transversale (Mxy).

La relaxation correspond au retour a I’état d’équilibre de I’aimantation nucléaire d’une maniére
mono-exponentielle, en se décomposant en deux phénomeénes obéissant a des mécanismes tres

différents.

- La relaxation longitudinale qui correspond a I’interaction enthalpique du noyau excité
avec son environnement, et plus particuliérement avec les agents magnétiques (le proton
H, les électrons non appariés, par exemple). L évolution de la magnétisation obéit a
une loi de croissance mono-exponentielle (figure 1.8). Elle est caractérisée par le temps
de relaxation longitudinale (T1), qui correspond au temps nécessaire pour que

I’aimantation longitudinale atteigne 63 % de sa valeur finale.

- La relaxation transversale est liée aux interactions spins-spins qui créent des
hétérogéneites de champ et donc de fréquence de précession. Elle est due au déphasage
des spins. Elle est caractérisée par le temps de relaxation transversale (T2) correspondant

au temps mis par I’aimentation transversale pour revenir a 37 % de sa valeur initiale

11
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(figure 1.8). Dans ce cas, la magnétisation obeit a une loi de décroissance mono-

exponentielle (figure 1.8).

La relaxation transversale est plus rapide que la relaxation longitudinale (T1 > T>).

(a (b)

My fooovoconnooonoeenns

0,63 My |oomemmees
Mg (1 _e(—tiT“I)) M, eltT2)

0,37 My |--mmmmmmm .

T t 0 Tz t

Figure 1.8 : (a) Aimantation macroscopique des spins a I’équilibre ; (b) impulsion de radiofréquence
de 90°; (c) retour a [’état d’équilibre de la magnétisation ; (d) courbe d’évolution de la magnétisation
suivant [’axe (Oz) et (e) courbe d’évolution de la magnétisation dans le plan (Oxy).

En fonction du mode d’acquisition en IRM, on pondere I’intensité du signal selon T1 ou T2. Ces
temps de relaxation dépendent de 1’état physiologique du tissu. L’intensité du signal IRM est
fortement liée aussi a la densité nucléaire des hydrogenes. Il existe principalement deux
séquences d’acquisition (figure 1.9) : I’écho spin (ES) et I’écho gradient (EG), et le choix des

arameétres gouverne le contraste de I’image.
p g g
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90° 180° Echo 90° 180°

T TER T TER

TE

TR

répétition

90° Echo

=

TE

(a)

(b)

Figure 1.9 : (a) Séquence spin écho (ES) ; (b) Séquence spin gradient (EG). TE = Temps qui s écoule
entre l'impulsion de 90° a I’écho ; TR = Temps de répétition ; TE/2 = Temps nécessaire pour le

dephasage apres ['impulsion de 180°.

L’impulsion de 180° permet de corriger le déphasage des spins.

Soit deux échantillons A et B, tels que Tia < Tig, T2a < T2g, et PA > pB (densité d’hydrogene) ;

en fonction de leurs parameétres physiques intrinséques, on peut choisir des valeurs de TR, TE

permettant de varier le contraste (figure 1.10). On dit que I’image est pondérée par Ty, T2, ou

par la densité protonique.?>2¢

En effet, aprés une impulsion de 90°, I’évolution du signal est fonction de la valeur des

paramétres TE et TR.2” Des TE et TR longs permettent une pondération en T2 ou en densité

protonigue; et un TR court une pondération en Tj.

13
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Figure 1.10 : (a-b) Evolution de [’intensité du signal en fonction de TR ; (c¢) Evolution de l’intensité du
signal en fonction de TE.

Cependant, le principal inconvénient de I’'IRM est sa faible sensibilité, donc pour certains
examens IRM, I’injection d’un agent de contraste est indispensable pour un diagnostic

tranchant.

2.2. Les agents de contraste de type Ty, T>

Chaque année, des millions de diagnostics en IRM sont réalisés a travers le monde, et environ
40% de ces examens sont améliorés par ’utilisation d’un agent de contraste.?82° |ls permettent

d’avoir des images plus nettes du tissu visualisé (figure 1.11).

Hématome
intracérébral

Figure 1.11 : IRM d’un hématome intracérébral. (a) en absence d’agent de contraste ; (b) en présence
d’agent de contraste. https://www.utinam.cnrs.fr/?Gadolinium.
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En effet, les agents de contraste accelerent la relaxation des protons, autrement dit, ils
augmentent la vitesse de relaxation longitudinale (1/T1) et transversale (1/T2) par le biais
d’interactions entre le spin électronique d0 & leurs électrons non appariés et le spin nucléaire du

proton. En fonction de leurs propriétés magnétiques, ils sont classes suivant deux familles :

» Les agents de contraste de type T1 sont des complexes de cations paramagnétiques
(Gd**, Mn?* par exemple). Leur effet sur 1’intensité du signal IRM est positif (signal
hyperintense).

La plupart des agents de contraste commercialisés sont des complexes de Gd®* de petite
taille qui se diffusent rapidement du sang a ’espace extracellulaire. Ils permettent par
exemple de faire la détection de tumeurs au niveau du cerveau dont la barriére hémato-
encéphalique (BHE) est Iésée.

Certains agents de contraste ont la capacité de se lier a 1’albumine sérique (HSA)
entrainant leur rétention temporelle dans le sang. Ils permettent ainsi de faire 1’imagerie
des vaisseaux sanguins (angiographie), comme par exemple le MS-325,28 un dérivé du
Gd(DTPA) (figure 1.12).

» Les agents de contraste de type T» sont des nanoparticules superparamagnétiques

d’oxyde de fer stabilisées par du dextran. Leur effet sur I’intensité est négatif (signal

hypointense).

[Gd(DTPA)(H,0)1*

Figure 1.12 : Images IRM de lapin : a-c) apres injection de 0,025 mmol/kg de MS-325; d-f) apres
injection de 0,1 mmol/kg de Gd(DTPA). Les images présentées sont a 5 (a, d), 30 (b, ) et 60 minutes
apres l'injection (c, f). 2
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En imagerie médicale, les agents de contraste de type T1 sont plut6t favorisés, et le diagnostic

clinique est dominé par les agents a base de Gd** qui raccourcissent les temps d’acquisition et
améliorent la fiabilité du diagnostic.*

De nos jours, les avancées de la médecine et de la biologie ont permis de mieux comprendre les
mécanismes de causalité de certaines pathologies, en identifiant les biomarqueurs. L’imagerie
médicale occupe une place tres importante dans ces recherches, en permettant de visualiser ces
biomarqueurs, afin de réaliser des diagnostics précoces. Ainsi, on voit naitre une nouvelle
génération d’agents de contraste qui sont capables de cibler certains tissus en fonction de leur
état physiologique ou de la présence de biomarqueurs spécifiques, on parle alors d’agents de
contraste responsifs ou ciblés. Ils sont composés principalement de deux unités, dont 1’une
permet de chélater le centre paramagnétique et ’autre la reconnaissance de biomarqueurs
(cations biologiques, protéines, protons par exemple). L’illustration d’un agent de contraste
sensible au Zn?* est représentée sur la figure 1.13. La coordination du Zn?* dans la partie
complexante prévue a cet effet entraine la liaison de la molécule entiére a la HSA.
L’augmentation du poids moléculaire et par conséquence du temps de corrélation rotationnel
(zwn) va conduire a un changement des propriétés de relaxation (relaxivité, ri1), détectable sur
les images IRM (figure 1.13).3!

Sste .
/,
H H M&S‘/
~o~ N/\N H5q
— b\
HN
Q) me >R N
N --NH
\ E. }g
sonde IRM partie complexante \“N Lz“’L
du Zn?* Q{
N
TrH
r.
H ! @
N
0" ~
sonde IRM partie complexante

du zn?*
Figure 1.13 : Illustration d’un agent de contraste responsif au Zn>*,

Dans la suite, on se focalisera sur les agents de contraste & base de Mn?*.
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2.3. Mécanisme d’action des complexes de Mn?" sur la
relaxation des spins nucléaires des hydrogenes de I’eau

Pour la conception d’agents de contraste efficaces pour I’IRM, il est indispensable de
comprendre leur mécanisme d’action sur la relaxation des spins nucléaires des hydrogénes. Ce
phénomeéne est décrit par la théorie de Solomon, Bloembergen et Morgan.33¢

La vitesse de relaxation observée (R = 1/T;) est la somme de la contribution diamagnétique
(1/Ti%") et de la contribution paramagnétique (1/Ti) due a la présence de ’agent de contraste

(équation 1.4).

RP"S = RP + R =1/TP + 1/TH® aveci=1,2 équation 1.4

RiP : vitesse de relaxation supplémentaire en présence du complexe paramagnétique ;

Ri%" : vitesse de relaxation en absence du complexe paramagnétique.

En introduisant a 1’équation 1.4, la grandeur de relaxivité (ri) qui se définit comme
I’augmentation de la vitesse de relaxation des protons des molécules d’eau induite par I’agent
de contraste de concentration 1 mM, on obtient I’équation 1.5. La relaxivité, exprimée en mM-
151, est le paramétre qui caractérise I’efficacité d’un complexe paramagnétique comme agent

de contraste en IRM.%’
RPPS = R + 1P x [Mn?*] aveci=1,2 équation 1.5

La relaxivité résulte des contributions de la premiere sphére de coordination du centre
métallique ou sphére interne (inner-sphere IS en anglais), de la sphére externe (outre-sphere OS

en anglais), et de la seconde sphére (2"'S). Donc, elle est décrite par I’équation 1.6.

P = rPUS) + rF(0S) +rF (2" ) aveci=1,2 équation 1.6

4

% Sphére interne : Contrairement aux complexes de Gd**, dont la contribution
de la sphere interne en milieu aqueux est dominée par un mécanisme dipolaire entre les spins

nucléaires et électroniques respectivement des hydrogénes des molécules d’eau et du Gd**

17
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(figure 1.15), pour le Mn?* un mécanisme de relaxation scalaire peut également étre observé.*
L’interaction dipolaire diminue rapidement avec la distance rmn-n en r® (figure 1.15). La
distance rvn-n (~ 2,8 A) est plus courte que celle entre le Gd** et le noyau de ’hydrogéne (rca-
n~3,1A).

Munn ~ 2,8 A

site de coordination

Figure 1.15 : Illustration d’'un complexe de Mn** et Gd** avec les distances qui séparent les spins
nucléaires () et électroniques (Je).

La présence d’une interaction scalaire a pour conséquence 1’apparition d’une seconde
dispersion entre les fréquences 0,02 et 0,5 MHz du profil NMRD (Nuclear Magnetic Relaxation
Dispersion : qui représente 1’évolution de la relaxivité en fonction de la fréquence) de 1’ion

[Mn(H20)6]?* contrairement & [Gd(H20)s]** (figure 1.16).%°

r,/ mMmtst

0,01 0,1 1 10 100
H larmor frequency / MHz

Figure 1.16 : Profil NMRD des complexes [Mn(H20)s]%* (o) et [Gd(H20)s]**(n) & 25 °C.
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Ce phénomeéne est rarement observé pour les complexes de Mn?* avec des ligands autres que
des molécules d’eau. Le manganése hexa-hydraté [Mn(H20)s]?* avec sa géométrie octaédrique
et symétrique, induit une trés lente relaxation du spin électronique qui permet de mieux observer

la contribution scalaire.3®

¢+ Sphere externe : La contribution de la seconde sphére de coordination
est proportionnelle a S(S+1) (équation 1.7), un facteur qui est plus petit pour le Mn?* (8,75) que
pour le Gd** (15,75) .8

A noter qu’il est tres difficile de moduler la contribution de la sphére externe a la relaxivite.

32N 2 2., 2 , .
T1p,0os = A% (&) IS T S+ 1) [3Jos(wp;Tie) + 7 Jos(wy; Tze)] equation 1.7

405 4T apmnHDMnH

Na : nombre d’ Avogadro ;
ys : rapport gyromagnétique ¢électronique de 1’¢électron ;
y1: rapport gyromagnétique nucléaire du proton ;
amnh : distance entre le centre paramagnétique et la molécule d’eau la plus proche de la
sphére externe ;
Dwnn : coefficient de diffusion relative du mouvement de translation ;
S : nombre quantique de spin électronique ;
coi : fréquence de Larmor du proton ;
Tie = 1,2) : temps de relaxation électronique longitudinale et transversale.

En fonction de la nature chimique des groupements qui se trouvent au sein du ligand qui
complexe le centre paramagnétique, on peut avoir un mécanisme de relaxation supplémentaire.
Ce phénomene, appelé contribution de la seconde sphére de coordination, est d0 a des
interactions spécifiques (par exemple liaisons hydrogene) entre certains groupements
fonctionnels du ligand et les molécules d’eau environnantes. La conséquence est la rétention
temporelle de ces molécules d’eau a une certaine distance du centre paramagnétique (figure
1.17).
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Sphére interne

e -7
n’ i

ey

4— site de coordination

2nd sphére de coordination

Figure 1.17 : lllustration de la contribution de la seconde sphére de coordination.

2.4. Parametres influencant sur la contribution de la sphere
interne sur la relaxivite

La rationalisation de la relation entre la structure chimique des complexes et leurs propriétés
physico-chimiques est primordiale pour un chimiste, afin de concevoir des agents de contraste
efficaces. De ce fait, la compréhension des parameétres qui gouvernent la relaxivité est
importante.

Pour un complexe de Mn?* donné, les paramétres qui modulent la relaxivité par le biais de la
premiére sphére de coordination sont principalement le nombre de molécule d’eau au sein de
la premiere sphéere de coordination (q), le temps de corrélation rotationnel (z+), et la vitesse

d’échange des molécules d’eau (kex ; figure 1.18).

sphére interne

2" sphére de coordination

Figure 1.18 : lllustration d’un complexe de Mn** monohydraté. ke : vitesse d échange de la molécule
d’eau ; T : temps de corrélation rotationnelle.
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e (:nombre de molécules d’eau au sein de la premiére sphére de coordination
La contribution de la sphere interne a la relaxivité est directement proportionnelle au nombre
de molécules d’eau coordinées (équation 1.8). Donc I’augmentation du nombre de molécules
d’eau améliore la relaxivité. Néanmoins, cette action peut entrainer une diminution de la
stabilité et de I’inertie cinétique, ou un risque de substitution des molécules d’eau par des anions
endogénes (phosphates, citrates, carbonates).*°
Pour les complexes de Mn?*, le nombre de molécules d’eau (q) peut étre déterminée par une
méthode proposee par le Dr. Peter Caravan et ses collegues ; elle se base sur la détermination
du maximum de la courbe d’évolution de la vitesse de relaxation transversale de 1’*’O en

fonction de la température.*

_cq 1

Tipis = —— équation 1.8
Ipis ™ 5555 7 0 41, 9

c : concentration du complexe paramagnétique ;

: nombre de molécules d’eau dans la sphere interne ;

: temps de relaxation longitudinale du spin nucléaire du proton de la molécule
d’eau liée ;

7m . temps de résidence de la molécule d’eau dans la premiére sphére de coordination.

I o

Tlm

e 7rH : temps de correlation rotationnel

La relaxivité est fortement liée au temps de relaxation longitudinale (Tin) ; et les équations
1.9 et 1.10 montrent la corrélation qui existe entre Tim™ et le temps de correlation rotationnel.

(L) _2 (ﬂ)% S(S+1) ( $tar 7T ) équation 1.9

T, 15 \4n/) 18y 1+w21g12  1+4ws%1452

=142+ 1 avecis 1,2 équation 1.10
Tgi TR Tm Tim
Tim : temps de relaxation longitudinale du spin nucléaire des protons de la molécule
d’eau liée ;
y1 : rapport gyromagnétique nucléaire du proton ;
Mg : magnéton de Bohr ;
g: facteur de Landé pour 1’électron non apparié ;
rvnn : distance entre le spin nucléaire du proton et le spin électronique du Mn?*;
S : nombre quantique de spin électronique ;
wi (=1, 2) . temps de correlation relatif a la dynamique du couple S-1;
co1s . fréquence de Larmor du proton et de I’électron.
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Généralement, la relaxivité des agents de contraste de petite taille est limitée par la rotation

rapide du complexe en solution. De ce fait, I’augmentation du poids moléculaire via des liaisons

covalentes ou non-covalentes avec des macromolécules (par exemple HSA, peptide) ou

nanoparticules augmente la relaxivité.®® On observe alors une « bosse » sur le profile NMRD

entre les frequences 20-80 MHz due a la rotation lente du complexe (figure 1.19-a).

A ces fréquences, la relaxivité est souvent proportionnelle au poids moléculaire dans une méme

famille de complexes (figure 1.19-b).*?

a)

r,/ mMtst

s En absence HSA
A En présence HSA

AAAAAAAAAAA
A
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A D B8aL,

b)
Bes
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I
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o
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TrH
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Figure 1.19 : (a) : Hlustration du profil NMRD d'un complexe en présence et absence d’HSA ; (b) :
[’évolution de la relaxivité longitudinale (r1) en fonction du temps de corrélation rotationnel (ziH).
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o Kex: vitesse d’échange des molécules d’cau

La relaxivité est aussi liée au temps de résidence de la molécule d’eau coordinée au sein de la
sphére interne (=, : égal a I’inverse de la vitesse d’échange d’cau ; équation 1.8).

L’architecture du ligand et la charge du complexe sont des facteurs déterminants sur la vitesse
d’échange de la molécule d’eau. En fonction du mécanisme d’échange mis en jeu, la charge
peut avoir un effet différent. Par exemple, pour un mécanisme dissociatif (voir plus bas),
’augmentation de la charge positive renforce le lien qui existe entre le Mn?* et la molécule
d’eau coordinée qui est un dipole, et ralentie I’échange de la molécule d’eau (figure 1.20).43-44

Des contraintes stériques peuvent aussi influencer sur 1’échange.

/_\N/\(TI e v |

N N

N
~ ™S 0o
o« r \an{’f//o 49; \M"Z//j
wfy </ ) - C/N/ \N
N N
\\ / L\
o/
o} 5 NH,
[Mn(1,4-DO2A)(H,0)] [Mn(1,4-DO2AM)(H,0)]?*

Figure 1.20 : Illustration de [’effet de la charge du complexe sur le temps de résidence de la molécule

d’eau au sein de la spheére interne.***

Le mécanisme de I’échange d’eau au sein d’un complexe métallique peut étre dissociatif ou
associatif, en analogie avec la substitution nucléophile 1 (SN1) et la substitution nucléophile 2
(SN2) (figure 1.21). Dans un échange dissociatif, caractérisé par un volume d’activation AV'
positif, I’étape déterminante est le départ de la molécule d’eau. A I’inverse, dans un échange
associatif (AV' négatif), c’est 1’arrivée de la nouvelle molécule d’eau qui sera 1’étape
déterminante pour la vitesse. On parle d’un mécanisme concerté quand le départ de la molécule
d’eau partante et I’arrivée de la molécule entrante se font en paralléle (AV' zéro). En réalité, il
existe un continuum entre les deux cas limites, c’est-a-dire entre les mécanismes purement

dissociatif ou purement associatif.
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H (enthalpie) a) H (enthalpie)

b)

é\%%’/

Avancement

de I’échange Avancement

de ’échange

Figure 1.21 : Diagramme d’énergie et illustration des mécanismes d’échange de la molécule d’eau
entre le sphére interne et le solvant. a) mécanisme associatif ; b) mécanisme dissociatif. AH" :
enthalpie d’activation et AV” : volume d’activation.

Pour concevoir des agents de contraste efficaces, le chimiste doit optimiser tous ces parameétres
qui rentrent en jeu. Cependant, le plus grand défi en chimie de coordination reste a combiner
efficacité, bonne stabilité et haute inertie pour éviter une éventuelle toxicité du centre
paramagnétique une fois dans I’organisme, ou il sera en compétition avec des cations

endogénes, pouvant mener au dysfonctionnement de certains processus métaboliques.
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3. Genéralités sur les sondes pour la tomographie par émission de
positons (TEP)

La tomographie par émission de positons (TEP) est une technique d’imagerie médicale utilisée
en médecine nucléaire, basée sur la désintégration des radiotraceurs ou radiopharmaceutiques
administrés aux patients.

Auregard de I’IRM, la TEP est hautement sensible (la quantité de radiotraceur nécessaire pour
obtenir une image TEP est de I’ordre de la picomole), mais avec une moindre résolution spatiale
(TEP : 1-2 mm ; IRM : 25-100 pm).

La TEP voit le jour des les années 1950, avec la premiere machine congue au Laboratoire de
Recherche de Physique au Massachusetts General Hospital, utilisée pour la détection de

tumeurs cérébrales.*

3.1. Les radiopharmaceutiques pour la TEP

Certains isotopes sont instables du fait qu’ils renferment au sein de leur noyau un excés de
protons et/ou de neutrons. En tendant vers un état stable, ces isotopes se transforment en
émettant des particules de matiere (électrons, noyaux d'hélium, neutrons, etc) et de I'énergie
(photons et énergie cinétique) : ce phénomene est la radioactivite.

En fonction de la particule émise, on distingue trois types de désintégration :
» Alpha () : émission d’un noyau d’hélium, selon 1’équation suivante :
A A-4 4
XK — .Y + He
» Béta plus (B+) : émission d’un positon, selon 1’équation suivante :
A A 0 .
z X z- 1Y T e
» Béta moins (B-) : émission d’un électron, selon I’équation suivante :

A A 0o _
zX ' z+1Y +-1e * Ye
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L’éjection de ces particules s’accompagne d’une émission de rayonnement électromagnetique
de grande énergie : le rayonnement gamma (y), résultant de 1’excés d’énergie que renferment
les noyaux apres une désintégration de type a ou f.

Avec cette propriété de transformation spontanée en d’autres ¢léments, en émettant de 1’énergie
sous forme de rayonnement, ces isotopes sont appelés radionucléides, ou radioisotopes.*®

Ces derniers sont caractérises par leur mode de désintégration et leur temps de demi-vie ou
période (T), correspondant a la durée au bout de laquelle pour un échantillon donné, la moitié
des radionucléides est désintégrée. La loi de la décroissance radioactive est mono-exponentielle
(équation 1.11) et la vitesse de désintégration des noyaux (nombre de désintégration par

seconde : dps) représente 1’activité, exprimée en Becquerel (Bq).

N(t) = Nox et équation 1.11

N : Nombre de noyaux a I’instant t ;
No : Nombre de noyaux a I’instant to ;
/. Constante radioactive (désintégration).

Pour la TEP, les radiopharmaceutiques utilisés sont des émetteurs de positons (désintégration
de type B+).

Les premiers radiotraceurs utilisés en TEP sont basés sur des radionucléides non métalliques
(tableau 1.1) insérés dans des molécules organiques. Le radiotraceur le plus répandu dans la
clinique est le [*®F]-fluoro-2-déoxy-D-glucose (FDG), utilisé dans plus de 90 % des examens
TEP.* La voie principale de la production de ces radiotraceurs est la synthése organique par
insertion du radioisotope a une étape de la synthése, suivie de purification et caractérisation ; et

face a leur courte période, leur production devient une vraie contrainte sur le plan logistique.

Certaines applications, comme le suivi des processus biologiques lents, nécessitent des
radiotraceurs avec une période plus longue. Par exemple, la biodistribution des anticorps
monoclonaux peut prendre plusieurs heures voire plusieurs jours aprés injection (immuno-
TEP). Dans ce contexte, le développement de radiopharmaceutiques a partir de radioisotopes
ayant un temps de demi-vie plus long devient interessant, tels que certains radiométaux
complexés (tableau 1.1) dont le manganése 52 (°**Mn, T = 5,6 j). Les radiopharmaceutiques

peuvent étre utilisés seuls, sous une forme chimique simple ; ou liés a des « vecteurs »
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(molécules organiques , anticorps monoclonaux par exemple) spécifiques a un biomarqueur de

pathologie.

Tableau 1.1 : Exemples de radiotraceurs pour la TEP et leurs applications.

Radiopharmaceutique

Période (h)

Structures

Applications

(S,S)-[*Cl-
methylreboxetine

0,34

Utilisé en diagnostic du
cancer, maladies
cardiovasculaires, et
neuro inflammation,*®
par exemple pour la
détection du transporteur
de la noradrénaline
(TNA) .#

[*®N]-dantrolene

0,17

O,N

Substrat des protéines
résistantes au cancer du
sein, largement
distribuées dans le BHE.
Il est utilisé pour
visualiser I’intestin, la
vésicule biliaire.>

[150] -H>

0,03

Imagerie du flux sanguin
cérébral pour le
diagnostic de la maladie
d’Alzheimer.>*

[8F]-FDG

1,83

OAc

Diagnostic de plusieurs
types de cancer et de
maladies
neurodégénératives,
notamment la maladie
d’Alzheimer.
Récemment utilisé pour
¢valuer I’inflammation
de patients atteints de
Covid-19
asymptomatiques.>>>°

[8Ga]-PSMA

1,03

Premier
radiopharmaceutique de
68Ga validé par le FDA

pour le diagnostic du
cancer de la prostate.5®57
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Méme structure que
[8Ga]-PSMA, avec une

! Y
[*Sc]-PSMA 3,97 Y période plus longue, il
. NjLNj\%"A o T\) pourrait étre une
o co alternative par rapport a
ce dernier.®
[o]

d/)ﬂﬁ &(NH Utilisé en immuno-PET

[BQZr]_DBN 78,40 N gréce asa IOngue demi-

vie, pour diagnostiquer
I’insuffisance
cardiaque.>®-%°

Permet d’évaluer

64 - 1 H
[**Cu]-ATSM 12,70 N /( 64Cu/2+ 3\ y I'nypoxie tumorale.5!
H S \s H
Utilisé en TEP, dont le
HN cetuximab (anticorps
HN 0 monoclonal) est
a Y\ My approuvé pour le
[¢Y]-CHX-A-DTPA- 14,70 - 3§ traitement des patients
cetuximab )\ / &%ﬁl\o atteints d’un cancer
0 colorectal métastatique
exprimant ’HER 1.2
52MnCl Radiotraceur des voies
[*?Mn]-Cl 134,40 -l neuronales.®®

La production des radioisotopes est assurée par des générateurs et dans la plupart des cas par

un cyclotron. Ce dernier inventé par Ernest Orlando Lawrence, est un appareil formé de deux

« dees » séparés d’un petit intervalle, ou une différence de potentiel est appliquée (figure 1.22).

Les particules (proton, hélium, deutéron par exemple) émises depuis le centre du cyclotron

subissent I’effet du champ magnétique B appliqueé, perpendiculaire a leur vitesse, qui a pour

conséquence la courbure de leur trajectoire. La différence de potentiel appliquée accélére la
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particule lors de son passage entre les deux « dees » entrainant une augmentation graduelle de

leur vitesse et du rayon de leur trajectoire (figure 1.22).

Une fois éjectée du cyclotron, la particule rentre en collision avec sa cible (atome naturel en
général), donnant une réaction nucléaire décrite de la maniére suivante : X (y,z) Y, avec X :
élément que constitue la cible ; y : particule incidente, z : particule émise ; Y : élément produit.
L’intensité du courant appliquée et I’énergie du faisceau sont des paramétres qui influencent

sur le rendement.

Figure 1.22 : Principe de fonctionnement d’un cyclotron.®*

La production du °2Mn pour des applications médicales a été réalisée pour le premiére fois en
France en lien avec cette these. La production du manganése 52 par le cyclotron du campus

d’Orléans, au CEMHTI, est détaillée dans la partie expérimentale.

3.2. Principe de fonctionnement de la TEP

La tomographie par émission de positons (TEP) repose sur le principe de la scintigraphie,
consistant a administrer un radiotraceur pour obtenir une image fonctionnelle ou caracteéristique
de la présence d’un biomarqueur. Le positon (antiparticule de 1’électron) émis par le

radionucléide rentre en collision a quelques millimétres prés du noyau radioactif avec un
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électron, ayant pour conséquence la conversion de la masse de ces derniers en énergie

¢lectromagnétique, comme le décrit 1’équation 1.12, d’ou le nom d’annihilation.

E = mc? équation 1.12

Le phénoméne d’annihilation produit deux photons de méme énergie (511 KeV), ayant laméme
direction, mais de sens opposé. La détection de la trajectoire de ces photons par la caméra TEP
permet de localiser le lieu de leur émission (figure 1.23). Le signal détecté est une information
quantitative que I’on représente sous la forme d’une image faisant apparaitre en couleur les

zones de forte concentration du radiotraceur.%®

Coincidence
Processing Unit

e

Sinogram/
Listmode Data

Annihilation Image Reconstruction

Figure 1.23 : Schéma du processus d’acquisition d'image en TEP.*®

Des applications des isotopes de manganese en tant que traceurs TEP ou pour des études chez
I’homme ont été réalisées pour la premiere fois dans les années 1970, pour 1’évaluation de la
perfusion myocardique®’-%° ou de I’absorption de manganése chez 1’homme.”

On rappelle que le manganese est le seul élément chimique permettant de réaliser une imagerie

bimodale avec ses différents isotopes (*Mn?* : IRM / 2Mn?* : TEP).
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4. Propriétés physico-chimiques des complexes de manganese pour
I’imagerie résonance magnétique (IRM)

Méme si Dutilisation de I’agent de contraste [Mn(DPDP)]* (figure 1.24), qui se dissocie
partiellement une fois dans I’organisme n’a pas posé de probléme de toxicité, il est aujourd’hui
indispensable de concevoir des agents de contraste a base de Mn?* avec des ligands qui offrent
une bonne stabilit¢ et une haute inertie pour des applications cliniques. Ainsi, 1’étude des
propriétés physico-chimiques des complexes de Mn?* et plus particuliérement de leur stabilité

et leur inertie est primordiale avant toute étude in vivo.

Dans le but de s’affranchir les obstacles qui entravent la conception des agents de contraste a
base de Mn?*, une palette de ligands a été développée durant ces derniéres années. Ici nous

allons présenter 1’essentiel de ces résultats selon la structure des ligands.

4.1. Complexes de Mn?* basés sur des ligands linéaires
4.1.1. Dérivés de ’EDTA

Le [Mn(EDTA)]? et ses dérivés ont été parmi les premiers complexes de Mn?* étudiés par
rapport & leurs propriétés de relaxation, dés les années 1970. Le [Mn(EDTA)]? est hepta-
coordiné, avec une molécule d’eau au sein de sa premiere sphere de coordination. Les vitesses
d’échange d’eau, déterminées par RMN de I’’O pour [Mn(EDTA)]* et ses dérivés
[Mn(PhDTA)]? et [Mn(CDTA)]?* (figure 1.24) sont supérieures d’un ordre de grandeur a celle
de ’ion aqua [Mn(H20)6]%" (kex = 21 x 10° s1).72"* Des mesures du volume d’activation par
RMN de I'Y’O a pression variable ont permis d’attribuer un mécanisme dissociatif aux
complexes [Mn(EDTA)]? et [Mn(CDTA)]* (AV” = +3,0 et +9,4 cm3.mol, respectivement),
tous les deux hepta-coordinés, alors que le mécanisme est associatif pour le [Mn(H20)6]?* (AV*
=-5,4 cm®.mol™?), qui est hexa-coording,”® avec une géométrie octaédrique.

Plus récemment, dans un but de développer des agents angiographiques a base de Mn?*,
I’EDTA a été modifié en y greffant des groupements hydrophobes qui favorisent la liaison a
I’albumine sérique humaine (HSA). Par analogie au complexe MS-325, Aime et coll. et
Caravan et al. ont utilisé respectivement les groupements benzyloxyméthyle (BOM)™® et

diphénylcyclohexyl-phosphate (di-PhEDTA)’" (figure 1.24). Dans les deux cas, une
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amélioration significative de la relaxivité est observée en présence de la HSA, résultant du
ralentissement de la rotation du complexe lié a la proteine.

Dans le but d’augmenter la lipophilie afin de développer une sonde hépatobiliaire, Chang et
coll. ont introduit un groupement benzothiazole aniline (BTA)® ou éthoxybenzyle (EOB)" au
squelette de ’EDTA. La valeur de logP passe de -2,72 pour [Mn(EDTA)]* a -2,33 pour
[Mn(EOB-EDTA)]* et -1,34 pour [Mn(BTA-EDTA)]*. Les complexes ont une affinité
modérée a la HSA (K, = 95 et 655 M, respectivement pour le dérivé BTA et EOB), et une
relaxivité qui augmente de 3,5 4 15,1 mM™.s pour [Mn(BTA-EDTA)]% et de 2,30 46,30 mM"
1 s pour [Mn(EOB-EDTA)]?, en présence de 0,67 mM de HSA (64 MHz, 24 °C).

R

N
S o °
| N on Hk o.__O HJ\ OY\N\M 2+-N/\Fo
oH % T o o N
0¢P\0 N/% o 0/\ /\\O/(\o
—~ o~ N o’ © 0
S PN [ o.
\n/ / =z | (o] Mn\o o H H
o X, \ﬂ/ \o
H'OH N O W R = EOB: [Mn(EOB-EDTA)(H,0)]%
. , R = H : [Mn(EDTA-BOM)(H,0)]% R = diPhe: [Mn(diPhEDTA)(H,0)*-
[Mn(dpdp)l [Mn(EDTA)(H,O)F* R =X : [Mn(EDTA-BOM)(H,0)1* R = BTA: [Mn(BTA-EDTA)( H,0)%
cos. 21T
N
) o O
S 7 Z, o diPhe: ]
o X i o : N, 24-N Ao~
N. z+—N/¥O N N/\Fo Y\ Mn? /\FO 0-P,
Mn N —~ 's N ®
(/ \\’ ( M2 __ ) // \\\ o
o /\\_to —— M —L o \ o . s
0o o, %//\0/\\040 of\o | o/(\o BTA: }H,@,QN]@
H “H H'O-H H “H
[Mn(cCDTA)(H,0)]* [Mn(tCDTA)(H,0)]* [Mn(PhDTA)(H,0)]%
o__o
Q R\/(jY NVa ’ H\T/
| o o.__O
H N N o ~ NP
o L N o O} H Winet—
o 0 A/ —NZ o—2_ / |
ﬁ/>N\ /N<\( W \>Mn/2* o /an | 3 \ g
0L Nylos——0 Z N N H |
Mo /& | \\O/H 7N S N H
ROAY \ 00 x o | H & |
[0 oc H NN 7 7\ H-O o
ZH ° H—O |l o - N
[Mn(dpama)(H,0),] : R = CH; \H \N o /N N N '\L 2,/0 "
[Mn(PyC3A)(H,0)]": R=H ° [Mn(dpaPha)(H,0)] : R = o /( H 2 )
Mn(PyC3A-OBn)(H,0)] : R="" = \© N \ 0 {pin# o | o
[Mn(PyC3A-OBn)(H;O)] ) NS e AN
)o) / 0 ? N \ N o
AN 3 H —
£\ H H )
HoNT N H ~ | o )
ol Y o o

/ ~ \
W ANINT0 b o
@o 0 (mX(Mn(dpama)(H20)2)2] [mX(Mn(dpama)(H20)2)3]

X
0 [Mn(pmpa)(H20)2]

Figure 1.24 : Complexes de Mn®* basés sur des ligands linéaires.

Le tableau 1.2 ci-dessous représente la relaxivité de quelques complexes étudiés et les

parameétres qui la gouvernent.
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Tableau 1.2 : Nombre de coordination (NC) et d’hydratation (q), vitesse d’échange de la molécule
d’eau (ke’*®), temps de corrélation rotationnelle (zn%®) et relaxivité longitudinale (1) des complexes

de Mn?*,
NC/q kex??® x 106 (s1) 71298 ri (mM-1.s?)
(ps) 20 MHz, 25°C
ligands linéaires
EDTA 7/1 440 57 3,00
tCDTA 7/1 140 74 3,62
cCDTA % 7/1 225 - 3,79
PhDTA 7/1 350 - 3,72
EDTA-BOM 7/1 93 84 3,60
EDTA-BOM; 711 130 111 4,30
diPhEDTA 7/ 7/1 230 - 5,8 (37°C)
PyC3A 8! 7/1 100 (310K) - 3,30
dpama & 712 306 48 5,3
mX(dpama)z & 712 306 96 8,6
mX(dpama)s & 712 306 136 11,4
ligands macrocycliques
ENOTA 8 6/1 55 85 3,39
BzNO2A 8 6/1 44 53 3,40
MeBzNO2A 8 6/1 26 67 3,50
NOTA-EB & 70 /1 - - 4,78 (300 MHz, 37°C)
1,4-DO2A 4 6-7 /0,87 1134 46 2,1
1,7-DO2A 4 6/0 - - 1,5
DO1A* 6/1 5957 22 2,4
PC2A 8¢ 711 152 - -
PC2A-EA 8 711 40 - 3,52
PC1A ¥ 6/1 3030 23 2,39
PC1P & 6/1 1770 39 2,84
15-pyNs 88 712 6,9 - 3,56
15-pyNzO2 & 712 3,8 - 4,48
9-aneN20-2A 8° 6-7 /1,46 1,19%x10° - 2,83
9-aneN20-2P 8° 6/1 12,0 - 5,08
autres ligands
AAZTA % 710 - - 1,57
AAZ3A % 6-7 /0,64 47 50 2,49
MeAAZ3A % 6-7 /0,32 126 50 2,01
AAZ3MA % 6-7/0,24 133 51 1,90
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4.1.2. Ligands linéaires rigides

Afin d’améliorer I’inertie des complexes de Mn?"a base de ligands linéaires, le pont
éthylenediamine de ’EDTA a ¢été remplacé par des groupements moins flexibles, tel qu’un
diaminocyclohexane, un benzéne ou un cycle pyridine.

Une étude de comparaison des isoméres cis et trans du complexe [Mn(CDTA)]? (figure 1.24)
a été menée par Tircso et coll.®% L’isomére trans, qui est caractérisé par une distance maximale
de 4 A entre les deux atomes N-donneur par rapport & 3,1 A pour le cis, a une inertie cinétique
250 fois plus élevée et une stabilité conditionnelle supérieure (pMn = 8,68 pour [Mn(tCDTA)]*
vs. pMn = 7,82 pour [Mn(cCDTA)]%, cmnL = 10 UM ; pH 7,4).

Alors que les relaxivités sont similaires, 1’échange d’eau est plus rapide d’environ 60 % pour
I’isomére [Mn(cCDTA)]?, probablement di aux contraintes stériques au sein de la sphére de
coordination, qui accélére 1’étape de la dissociation corrélée au mécanisme dissociatif.

Un dérivé bifonctionnel du [Mn(tCDTA)]* permettant un ciblage biologique a aussi été
étudié.®

Dans le cas du ligand PhDTA, le squelette est rigidifié avec un cycle aromatique (figure 1.24).
La stabilité conditionnelle (pMn = 8,16) et la relaxivité (3,72 mM™1st; 20 MHz ; 25°C) du
complexe Mn?* sont comparables & celles du [Mn(tCDTA)]*, mais son inertie cinétique est
légérement plus élevée avec un temps de demi-vie de dissociation estimée & 19 h a pH 7,4.%
Un cycle pyridine a aussi été incorporé dans le squelette de I’EDTA et son complexe de Mn?*

a été étudié.®

Jusqu’ici, le complexe dont les études ont été menées le plus loin pour des applications en tant
qu’agent de contraste IRM est le [Mn(PyC3A)]". Le ligand PyC3A, développé par le groupe du
Dr. Peter Caravan, résulte de 1’incorporation d’un groupement pyridine sur le tCDTA (figure
1.24), toujours dans le but de rigidifier le chélatant pour une meilleure inertie. Ce complexe
monohydraté, qui a une bonne stabilité, est proposé comme une alternative aux agents de
contraste a base de Gd?® extracellulaire.®* Des études in vivo chez la souris ont montré une
excrétion du complexe, sans dégradation, par voie rénale mais aussi biliaire, due a son caractére
Iégerement lipophile. La capacité du [Mn(PyC3A)]" a améliorer le contraste in vivo sur les

images IRM pondérées en Ty a été similaire a celle du [Gd(DTPA)]*.%
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En plus, [Mn(PyC3A)] est 20 fois plus inerte que ce dernier, utilisé depuis longtemps en
clinique. Quand [Mn(PyC3A)] et [GA(DTPA)]* sont injectés & dose égale chez des souris,
moins de Mn?* est retenu dans 1’organisme par rapport au Gd**.%

Un dérivé, le [Mn(PyC3A-OBnN)]" a été développé pour I’imagerie du foie. Ce composé possede
une bonne relaxivité et une clairance sanguine rapide ; il a permis de visualiser des tumeurs

hépatiques dans un modéle animal murin.%

4.1.3. Dérives picolinates

Botta, Platas-Iglesias et al. ont développé une série de ligands dont 1’unité complexante penta-
dentée est 1’acide 6,6’-((méthylazanediyl)bis(méthyléne)) dipicolinique et qui forment des
complexes mono- (H.dpama, H2dpaPha), di- (mX(HzdpaPha),) et tri-nucléaires
(mX(HzdpaPha)s) avec le Mn?* (figure 1.24) 8297

Chaqgue unité Mn(L) est dihydratée. Les relaxivités des complexes Mn(dpaPha) et Mn(dpama)
sont comparables & ceux des complexes de Gd** dihydratés. Ces exemples démontrent qu’il
peut étre possible de compenser la baisse de relaxivité due au moment magnétique inférieur du
Mn?* par une distance Mn-H(H20) qui peut étre plus courte par rapport a la distance Gd-H
(H20). La liaison du complexe mononucléaire Mn(dpama) a la HSA a pour conséquence la
substitution des deux molécules d’eau de la premiére sphére par des atomes coordinants de la
protéine, en conséquence cela engendre une baisse de la relaxivité. Cependant, pour les
complexes bi- et tri-nucléaire, une seule unité Mn(dpama) est impliquée dans la liaison a la
HSA et leur relaxivité reste élevée, de ’ordre de 40 mM™.st a 20 MHz ; 37°C.

Le complexe Mn(pmpa) est un autre dérivé picolinate (figure 1.24). Ce dernier est en géométrie
bipyramide pentagonale, les positions axiales sont occupées par des molécules d’eau et le plan
équatorial par les groupements donneurs du ligand. La stabilité est relativement élevée pour un
complexe dihydraté avec logKmnL = 14,3 et pMn = 8,06 (CmnL = 10 uM ; pH 7,4). La relaxivite
assez importante (5,88 mM™1.s?: 60 MHz ; 25°C)% est la conséquence des deux molécules

d’eau au sein de la premiére sphére de coordination.
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4.2. Complexes de Mn?* basés sur des macrocycles
4.2.1. Macrocycles a 9 chainons

Au sein de la famille des triazacyclononanes, il a été établi tres t6t que le triacétate NOTA forme
un complexe [Mn(NOTA)]" non hydraté, avec une faible relaxivité.*

Par conséquence, différents dérivés comportant moins de sites coordinants ont été congus afin
d’obtenir des complexes de Mn?* hydratés. Le dimére ENOTA en était le premier exemple,
résultant du remplacement d’un groupement acétate par un diéthyléne qui joue le role de
connecteur entre les deux unités complexantes, suivi par d’autres monomeres, dimeres ou
macromolécules® 100-101 (figure 1.25). Comme attendu, le complexe Mn2(ENOTA) est hexa-
coordiné avec cinq donneurs du ligand et une molécule d’eau dans la premicre sphere.
L’échange de la molécule d’eau est deux fois plus rapide que celui de I’aqua ion. Le volume
d’activation négatif (AV* = -10,7 contre -5,4 cm3.mol? pour I’aqua ion) témoigne d’un

mécanisme d’échange fortement associatif.

Par le biais d’une étude RMN de 1’Y’O, NMRD et DFT sur les dérivés du NO2A (MeNO2A,
BzNO2A, MeBzNO2A et mBz(NO2A); ; figure 1.25), Platas-Iglesias et coll. ont démontré que
I’encombrement stérique induit par le groupement non coordinant introduit sur un azote du
macrocycle a une grande influence sur la vitesse d’échange de la molécule d’eau.?* En effet, un
groupement encombrant limite I’approche de la molécule d’eau entrante et conduit a un
ralentissement de 1’échange ; le kex?®® diminue d’un ordre de grandeur quand le méthyle est
substitué par un benzyle sur le NO2A. Les groupements encombrants limitent méme le nombre
de molécules d’eau au niveau de la premiere sphére, comme en témoigne le complexe
[Mn(mBz(NO2A)2)], pour lequel g = 0,5, indiquant la présence en équilibre d’un complexe
hydraté et d’un autre non hydraté.

Le NO2A-monoamide a été conjugué a du Bleu Evans (BE) pour favoriser la liaison du
complexe & la HSA. Ce complexe de Mn?* a été évalué comme agent bimodale Ty et T2 pour la

visualisation de tumeurs cérébrales sous-cutanés et orthotopiques chez la souris.®®

Platas-Iglesias et coll. ont ajouté une fonction picolinate sur un azote du macrocycle
triazacyclononane pour obtenir le ligand nompa (figure 1.25). Le complexe [Mn(nompa)]* est

monohydraté, mais son inertie n’est pas satisfaisante pour une application in vivo.1%?
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Dans une autre approche, Drahos et coll. ont remplacé un azote du macrocycle par un oxygene
et ont étudié les complexes de Mn?* formés avec des ligands portant des groupements acétate,
phosphonate, phosphinate ou phénylphosphinate (figure 1.25).8% Malheureusement, leur
dissociation a pH 6 et en présence de 5 équivalents de Zn?* est instantanée, limitant leur
candidature comme agent de contraste en IRM.
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Figure 1.25 : Complexes de Mn?** basés sur des macrocycles & 9 ou 12 chainons.

4.2.2. Macrocycles a 12 chainons

Parmi les ligands & base de cycléne, le DOTA forme un complexe [Mn(DOTA)]? trés stable et
inerte.}®® Cependant, les complexes [Mn(DOTA)]?, [Mn(DO3A)]" ou leurs dérivés ne

contiennent pas de molécules d’eau au sein de leur premiére sphére de coordination.*3 104
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L’¢état d’hydratation et les propriétés d’échange des molécules d’eau ont été évalués pour les
deux isomeéres diacétate, le [trans-Mn(1,7-DO2A)] et le [cis-Mn(1,4-DO2A)], ainsi que pour le
monoacétate [Mn(DO1A)]* (figure 1.25), par une étude combinant RMN de 1’1’0, NMRD et
DFT.* Alors que le complexe [Mn(DO1A)]* est monohydraté, des espéces monohydratées et
non-hydratées co-existent en solution pour les complexes des isoméres DO2A, avec en
moyenne g = 0,9 pour [Mn(1,4-DO2A)] et proche de 0 pour [Mn(1,7-DO2A)].

Leur relaxivité est cohérente avec leur état d’hydratation : r1 = 1,5 mM21stet 2,1 mM1s?,
respectivement, pour [Mn(1,7-DO2A)] et [Mn(1,4-DO2A)] a 30 MHz ; 25°C. La stabilité de
[Mn(1,4-DO2A)] est légérement supérieure (pMn = 7,27 pour [Mn(1,4-DO2A)] et pMn = 6,25
pour [Mn(1,7-DO2A)], cmnL = 10 uM ; pH 7,4). Leur inertie est similaire, avec des temps de
demi-vie de dissociation estimés a 48 et 57 h, respectivement pour [Mn(1,4-DO2A)] et
[Mn(1,7-DO2A)] sous des conditions physiologiques pertinentes.!® Néanmoins, ils sont
environ 20 fois plus labiles que [Mn(DOTA)]? (ti2 = 1061 h).%°

Des chaines hydrophobes C12 ou Ci6 Ont été ramifiées au niveau des amines secondaires du
ligand 1,4-DO2A, permettant la formation de micelles et une liaison a la HSA ; les deux
entrainent une augmentation de la relaxivité (~ 6 a 7 fois pour la forme micellaire et ~ 15 fois
pour la forme liée a la HSA ; 25 °C ; 30 MHz).1%

L’introduction d’un cycle pyridine au sein des macrocycles a 12 chainons permet de rigidifier
le ligand et ainsi renforcer I’inertie cinétique des complexes. Des complexes de Mn?* portant
un groupement acide acétique ou méthylphosphonique ont été étudiés dans un premier temps
(figure 1.26).8” Ces complexes [Mn(PC1A)]* et [Mn(PC1P)] sont hexa-coordinés, avec une
molécule d’eau au sein de la premiere sphére de coordination. Leur stabilité, ainsi que leur
inertie restent modestes.

Par contre, les complexes formés par le ligand PC2A, contenant deux groupements acétate au
niveau des deux azotes opposés, et le dérivé PC2A-EA (figure 1.26) ont une excellente stabilité
et une bonne inertie. La valeur de pMn ne diminue que légérement en passant du triacetate
[Mn(PCTA)] a[Mn(PC2A-EA)]" et [Mn(PC2A)] (respectivement 9,74 ;9,27 et 8,64 apH 7,4 ;
10 uM MnL). Le complexe [Mn(PC2A-EA)]" (a pH 6, I’amine est protonée) est 120 fois plus
inerte que Mn(PyC3A).%
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Figure 1.26 : Complexes Mn?* basés sur des macrocycles a 12 chainons, plus larges ou d’autres types
de ligands.

4.2.3. Macrocycles plus grands

De nombreux aza ou aza-oxa éthers couronnes ont été étudiés pour la complexation du Mn?*,
afin d’explorer plus particuliérement leur activité superoxyde dismutase (SOD).X" D’une
maniere génerale, dans ces structures les atomes donneurs du macrocycle occupent le plan
équatorial et les molécules d’eau se positionnent axialement dans une géométrie pentagonale
bipyramidale. Les 15-pyN3zO- et 15-pyNs, macrocycles a 15 chainons, renferment un cycle
pyridine (figure 1.26).88 1l est intéressant de noter que I'échange d’eau est particuliérement lent
pour le complexe Mn(15-pyNsO2) (kex®*® = 3,8x10° s1), ce qui a été attribué aux liaisons
hydrogénes formées entre les molécules d’eau coordinées et les oxygenes de 1’hétéro-

macrocycle.
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Bogdanov et coll. ont utilisé le complexe Mn(M400401); figure 1.26) comme agent
théranostique en combinant I’IRM et ’activité superoxyde dismutase. Encapsulé dans un
liposome, il franchit la barriere hémato encéphalique (BHE) et a été proposé comme agent de

tracage IRM et neuroprotecteur pour lutter contre les superoxydes produits durant 1’ischémie.%®

4.3. Complexes de Mn?* basés sur d’autres types de ligands

Des ligands de type AAZTA bases sur la 6-amino-6-méthylperhydro-1,4-diazépine et possédant
des groupements carboxylates ont été développés par Botta et coll. (figure 1.26).% En solution,
les complexes [Mn(AAZ3A)], [Mn(MeAAZ3A)] et [Mn(AAZ3MA)]" existent en équilibre
d’hydratation entre une forme monohydratée et une forme non hydratée, avec un nombre
d’hydratation g moyenne de 0,64 ; 0,32 et 0,24, respectivement, déterminé par RMN de 1'*70O.
Leur relaxivité (2,49 ; 2,01 et 1,90 mM=tsta 20 MHz; 25 °C) est conforme & un état
partiellement hydraté. Le complexe [Mn(AAZTA)]* n’a pas de molécule d’eau en premiére
sphére de coordination.

4.4. Inertie cinetique et stabilité thermodynamique

Le Mn?" est un cation labile et la conception d’un complexe de Mn?* hautement inerte,
comparable a I’agent de contraste [GA(DOTA)], par exemple, reste un challenge en chimie de
coordination.

Pour évaluer I’inertie, généralement, on réalise des réactions de transmétallation avec des
métaux divalents comme le Zn?* ou le Cu?* dans des conditions de pseudo-premier ordre &
différents pH. De facon générale, le mécanisme de dissociation des complexes de Mn?* est
similaire & celui des complexes de Gd®* : la décomplexation peut se faire par (i) voie spontanée,
(i1) catalyse acide, ou (iii) assistance d’un cation métallique.

La premiére étude de cinétique de dissociation détaillée a été réalisée sur les complexes
[Mn(NOTA)] et [Mn(DOTA)]" non hydratés, montrant une décomplexation proton-assistée.®
Dans une étude comparative sur les complexes de Mn?* dérivés d’EDTA et d’AAZTA, Kalméan
et Tircso ont mis en évidence la trés bonne inertie du complexe [Mn(tCDTA)]?, avec un temps

de demi-vie de dissociation de 12 h (pH 7,4 ; 10 uM Cu?*).1% Cette bonne inertie a été liée a la
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structure rigide du CDTA par rapport a ’EDTA, offrant une cavité de coordination pré-
organisée. En revanche, le [Mn(DTPA)]*, pourtant non hydraté, a une dissociation instantanée
dans les mémes conditions. La cause probable de ce phénomeéne est la haute basicité de I’amine
centrale et la présence d’atomes donneurs non coordinés qui peuvent favoriser la formation
d’intermédiaires protonés et dinucléaires contribuant a la dissociation.

Récemment, une étude trés compléte a été réalisée sur une série de complexes de Mn?* formés
avec des ligands macrocycliques afin d’établir des relations entre la rigidité du ligand, la nature
des atomes donneurs dans le macrocycle (pyridine N, amine N, éther O) et au niveau des
substituants (carboxylate, phosphonate, amide primaire, secondaire et tertiaire) et la stabilité ou
I’inertie des complexes de Mn?*.11% Bien que la plupart de ces complexes ne soient pas hydratés,
cette étude a mis clairement en évidence des liens entre structure et stabilité.

La diminution du nombre de coordination et de la basicitt du DOTA en éliminant les
carboxylates entraine une diminution de la stabilité, qui peut étre néanmoins compensée
partiellement par I’incorporation d’une pyridine (PCTA) ou d’une fonction éther (ODO3A)
dans le macrocycle (figure 1.26). Les ligands avec des fonctions amide forment des complexes
moins stables que leurs analogues carboxylates, et la stabilité est plus diminuée pour les amides
primaires que pour les amides secondaires et tertiaires. Par contre, ces dérivés amide ont une
inertie plus élevée par rapport a celle des acétates, en conséquence de 1’absence des fonctions
facilement protonables, réduisant ainsi la contribution du mécanisme de dissociation proton-
assiste.

La méme tendance a également été observée en comparant le [Mn(1,4-DO2A)] et son dérivé
de bisméthylamide.*

De fagon générale, toutes ces études mettent en évidence I’importance de la rigidité du ligand

et de la présence d’une “ cavité ou cage > pour concevoir des complexes de Mn?* inertes.

Le tableau 1.3 ci-dessous représente les constantes de stabilité et des temps de demi-vie de

quelques complexes étudiés dans cette partie.
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Tableau 1.3 : Constantes de stabilité thermodynamique, logKmu., pMn (Cmn = ¢ = 10° M, pH 7.4) et
ti2 (estimé a pH 7,4 ; avec 10° M Zn** ou 10° M Cu?*) de la dissociation de quelques complexes de
Mn?*,

NC/q logKmL pMn ti2 (h)

ligands linéaires

EDTA 109 7/1 12,462 7,832 0,076
tCDTA 7/1 14,322 8,682 12
cCDTA 8 7/1 14,192 7,822 0,47
PhDTA % 7/1 11,792 8,384 19,1
EDTA-BOM 78 7/1 13,50° 7,820 -
EDTA-BOM,® 71/1 13,80° 8,12b -
PyC3A 8 7/1 14,142 8,174 0,285¢
ligands macrocycliques
NOTA 101 6/0 14,90 11.80 74 89
ENOTA & 6/1 24,06 (pour Mn2L) - -
DOTA 111 6/0 19,44 9,02 1037 8
DO3A 110 6/0 16,55 8,66 11000
ODO3A 110 6/0 13,88 8,57 180
1,4DO2A 105 6-7/0.87 15,68 7,27 48,3
1,7DO2A 105 6/0 14,64 6,52 56,8
PC2A 86 7/1 17,09 8,64 -
PC2A-EA 86 7/1 19,01 9,27 54,4 °¢
PC1A % 6/1 11,544 - -
PC1P ¢ 6/1 14,06 ¢ - 2.4
15-pyNs 88 712 10,894 6,37¢ 11,40
15-pyNz02 %8 712 14,061 6,19¢ -
9-aneN20-2A 89 6-7/1,46 7,434 5,234 -
9-aneN20-2P 8° 6/1 10,614 5,064 -
autres ligands
AAZTA % 710 14,19 8,15 -
AAZ3A P 6-7 /0,64 11,00 6,58 0,7 109
MeAAZ3A °° 6-7/0,32 11,43 6,47 -
AAZ3MA % 6-710,24 10,67 6,39 -

20.1 M NaCl/25°C;?0.1MKCI/20°C ; pH6/37°C/25equ Zn®";20.1 M (CHs):NCI /
25 °C.
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4.5. Complexes de Mn?* responsifs

Une particularité de I’'IRM, contrairement aux modalités d’imageric nucléaire, est que
I’efficacité d’un agent de contraste, donc le signal IRM détecté, peut étre rendu dépendant de
la présence des biomarqueurs ou des paramétres physico-chimiques du tissu. Les changements
de certains de ces parametres in vivo, tels que la surexpression d’une protéine spécifique, la
variation de 1’état redox ou du pH sont intrins€quement liés a des maladies et peuvent &tre
utilisés pour un diagnostic précoce.

De ce fait, une nouvelle classe de sondes IRM, a savoir les agents de contraste responsifs ou
“intelligents ” voit le jour, mais leur application in vivo reste encore trés limitée et aucune de
ces sondes n’est entrée en utilisation clinique.3®: 112-116

Depuis quelques années, de plus en plus de complexes de manganese sont proposés en tant
qu’agents de contraste intelligents, dont nous allons présenter quelques exemples ici. En plus
des mécanismes classiques pour moduler la relaxivité d’un complexe paramagnétique via
I’interaction avec un biomarqueur (changement dans le nombre d’hydratation, de la dynamique

de rotation), la capacité redox du manganese offre des possibilités supplémentaires, en

particulier pour concevoir des agents de contraste sensibles a 1’état redox.
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4.5.1. Sondes sensibles a I’état redox basées sur le couple Mn®*/

Mn?2*

L’état redox tissulaire est un biomarqueur important. Une régulation tres stricte de 1’état redox
du milieu intra- et extracellulaire est primordiale pour le bon fonctionnement de I’organisme.
La modification de I’état redox est liée au stress cellulaire biotique ou abiotique, principalement
associée a la génération d’espéces réactives a 1’oxygéne (ROS), ayant pour conséquence le
stress oxydant. Les principaux acteurs moléculaires de I’homéostasie redox sont la cystéine, le
glutathion, le peroxyde d’hydrogéne, ou la nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) ; leur
concentration et potentiel redox varient en fonction de 1’état physiologique (par exemple,
prolifération, apoptose) et/ou pathologique de la cellule. Ce sont des biomarqueurs
optimaux. 17118

Le Mn?* et le Mn®* sont tous les deux paramagnétiques mais avec des mécanismes de relaxation
différents, et par conséquence pour un méme ligand donné, les complexes de Mn?* et de Mn**

peuvent avoir des relaxivités trés différentes.

La premicre sonde a base de Mn(porphyrine) sensible a la réaction d’oxydoréduction a été
développée par Aime et coll.1*® Leur objectif était de suivre la pression partielle d’oxygéne
p(Oz2), dans des conditions pathologiques pertinentes pour obtenir des sondes qui permettent
une bonne différenciation du taux sanguin au niveau artériel et veineux par IRM. La porphyrine
tpps (figure 1.27) forme des complexes stables a la fois avec Mn?* et Mn®*. Les complexes
[Mn(tpps)]* et [Mn(tpps)]> ont une grande différence de relaxivité, mais uniquement a bas
champs (~ 21 et ~ 6 mM.s? respectivement pour [Mn(tpps)]* et [Mn(tpps)]® ; 0,1 MHz ; 25
°C).

Aux champs magnétiques utilisés en clinique (1,5 a 3 T), cette différence chute drastiquement.
Afin d’assurer une différence détectable a ces champs, le complexe a €té incorporé dans une
poly-B-cyclodextrine de poids moléculaire 6 kD. Comme la relaxivité de la forme réduite Mn?*
est contr6lée par la rotation, dans cette structure macromoléculaire elle augmente fortement,
mais pas pour la forme oxydée (Mn®"), dont la relaxivité est gouvernée par la relaxation
électronique. Exposé a différents taux d’oxygéne, le complexe [Mn(tpps)]* subit une oxydation
complete a 40 mmHg O-, avec des relaxivités proportionnelles au pOa.

Téth, Geraldes et coll. ont développé des complexes a base de porphyrines plus solubles et
stables, ce qui serait trés important pour des applications in vivo.*?® Ils ont proposé une

porphyrine fluorée plus biocompatible et hydrosoluble conjuguée a des chaines polyéthylene
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glycol (PEG), le tpfpp(PEG)4 (figure 1.27). Le complexe formé avec le Mn®* a une cinétique
de réduction rapide et de ré-oxydation lente. Les relaxivités sont respectivement ~ 24 et ~ 10
mM-=.s? pour [Mn(tpfpp)(PEG)4] et [Mn(tpfpp)(PEG)4] * & 20 MHz, 25 °C.

Caravan et coll. ont développé une nouvelle famille basée sur des dérivés EDTA et CDTA
(HBET et CyHBET respectivement) fonctionnalisés avec des groupements phénolates (figure
1.27).12! Ces dérivés forment des complexes de Mn?* plus inertes que ceux a base d’EDTA et
CDTA. Cependant, on n’observe pas une augmentation significative de leur stabilité. La
relaxivité des complexes de Mn?* est plus élevée que celle a base de Mn** (par exemple pour
CyHBET, r1est 8,3 fois plus élevée et r, 6,6 fois). La vitesse de réduction de Mn®" en Mn?* en
présence de la L-cystéine dépend de la nature (électro-attracteur / électro-donneur) du
substituant en position 5 du groupement phénolate. La réduction est d’un ordre de grandeur plus

lente pour les dérivés dont R2 = H, que pour ceux avec R2 = NO..

4.5.2. Sondes responsives au pH

La plupart des sondes sensibles au pH & base de Mn?* fonctionnent sur le principe du relargage
du Mn?* en augmentant I’acidité. Récemment, une sonde prometteuse dont le changement du
signal IRM ponderé en Ty est basé sur la variation du nombre de molécules d’eau au sein de la
premiére sphére de coordination a été développée.®® C’est un dérivé du PC2A (PC2A-EA)
portant un groupement d’éthylamine, dans lequel la coordination de 1’azote de I’amine primaire
au Mn?* est sensible a la variation du pH (figure 1.26). Le complexe est stable et posséde une
trés bonne inertie (tableau 1.3). Dans la gamme de pH 3,7 a 5,8, la valeur de ry est de 3,5 mM~
1s1a0,49 T, 25 °C, correspondant au complexe monohydraté et protoné au niveau de I’amine
primaire. En dessous du pH 3,7, une seconde étape de protonation entraine la dissociation du
complexe et donc I’augmentation de la relaxivité. Au-dela du pH 5,8, on note une diminution
de larelaxivité a 2,1 mM™.s a pH > 8,4 qui refléte la déprotonation et la coordination de I’azote
de I’amine primaire au Mn?*, accompagnée de la substitution de la molécule d’eau de la
premiére sphére de coordination (q = 0). Des fantdmes IRM réalisés en pondération T1 en
présence de HSA révélent une nette variation du signal en fonction du pH, qui devient encore
plus importante sur les images pondérées en T, (avec une r, passant de 1,71 a 8,34 mM*.s*
entre pH 7,5 et 6,7).
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4.5.3. Sondes responsives a d’autres biomarqueurs

Les complexes de Mn?* ont été utilisés pour la détection de biomarqueurs redox, tels que les
espéces réactives a 1’oxygeéne (par exemple, H202) ou la superoxyde dismutase'?>1%*: mais
également le Zn?+ 125126 gt | Ca?+ 1%/,

Goldsmith et coll. ont développé trois ligands actifs a 1’oxydation en présence de H202 (figure
1.27) : ptp1?2; qtp1!2 obtenu par substitution du méthyle par un hydroxyle en position para
du quinol du ligand ptp1; qtp2*?* résultant de la substitution d’une pyridine du ligand qtp1 par
un autre groupement hydroquinone. Tandis que I’oxydation de ptpl conduit a une espece
dinucléaire et a la déprotonation d’au moins de I’un des phénols, pour les deux autres ligands,
les groupements quinols sont oxydés en para-quinone. En présence de H>O2, on observe alors
une augmentation de la relaxivité (de 5,46 47,17 mM.s dans le cas du qtp2 ; 3 T). Les études
RPE (résonance paramagnétique électronique) ont montré que 1’état d’oxydation du manganese
n’a pas changé, suggérant que la relaxivité augmente grace a I’enrichissement de la premiére

sphere de coordination en molécules d’eau.

4.6. IRM responsive basée sur le relargage du Mn?*

Des complexes qui relarguent le Mn?* induisant la variation de I’intensité du signal IRM en
réponse a un biomarqueur ont été décrits pour détecter 1’état redox par le biais de la réduction
du Mn® 128 |a variation du pH 2% a présence d’une enzyme %!, la variation de la
concentration de Ca®* 32 ou de zZn?* 3, Par exemple, Botta et coll. ont développé trois
chélatants du Mn?* basés sur des dérivés d’EDTA, DTPA et DTTA, ou une aminoacétate est
substituée par un résidu L-tyrosine (figure 1.27).%3! Ces sondes sont responsives a la tyrosinase,
surexprimée dans les cellules de mélanome (tumeurs malignes du systéeme pigmentaire de la
peau : mélanocytes). L action de I’enzyme déstabilise le complexe et provoque le relargage du
Mn?*, qui sera éventuellement capté par des macromolécules biologiques, conduisant ainsi a
une augmentation de relaxivité remarquable (350 % pour le dérivé DTTA).
Jasanoff et coll.2 ont montré que les complexes [Mn(EGTA)]%, [Mn(BAPTA)]? (figure 1.27)
et Mn(calmoduline ; protéine chélatant du Ca?*), tous labiles et sélectifs au Ca?* favorisent le
relargage du Mn?* en présence de Ca®" extracellulaire. Une augmentation du signal IRM
pondérée en T1 (4,7 T) a été observée pour les complexes [Mn(EGTA)]*> (3 fois) et
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[Mn(BAPTA)]? (4,7 fois) due a la formation de 1’aqua ion [Mn(H20)s]2+. En revanche, pour
le Mn(calmoduline), le signal IRM diminue de moitié en présence du Ca?*. Ceci est due a la
tres haute relaxivité initiale du Mn(calmoduline) grace a une dynamique de rotation lente et une
hydratation élevee.

Une sonde bimodale fluorescence / IRM pour la détection du Zn?* a été développé **3, basée
sur un complexe dinucléaire de Mn?* avec le fluorophore Zinpyr-1 responsif au Zn?*. Elle est
sélective au Zn?* vis-a-vis des autres métaux endogénes. En présence de Zn%*, le signal de
fluorescence augmente trés fortement (~ 25 fois), alors que la relaxivité ri reste pratiquement

identique et la r. augmente de 70 %.
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5. Les Bispidines

Des ¢tudes ont montré que la rigidification du squelette du ligand pourrait augmenter 1’inertie
du complexe de Mn?*. La figure 1.28 ci-dessous illustre cette observation.

Dans ce contexte, nous avons exploré une nouvelle famille de chélatants du Mn?": les
bispidines (figure 1.28).

O  H- vy pH 7.4,0.01 mM Cu?* .
H H
[Mn(EDTA)(H,0)1* [Mn(t-CDTA)(H,0)]* S
Bispidine
t,, = 0,076 h ty,=12,2h

Figure 1.28 : Temps de demi-vie de dissociation de [Mn(EDTA)]? et [Mn(tCDTA)]% sous [’effet de la
rigidification ; représentation 2D de la structure principale des bispidines étudiées dans cette thése.

5.1. Généralités

Les bispidines sont des hétérocycles de type bicyclique ponté, correspondant a un
diazabicyclononane, renfermant une fonction cétone ou alcool en téte de pont dans la plupart
des cas, d’ou le nom de bispidone 9-0x0-3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane avec la présence de la
fonction cétone (figure 1.29). Elles ont été découvertes en 1930 par les chimistes allemands
Carl Mannich et Paul Mohs.

Les bispidines forment une sous unité que 1’on retrouve dans certains produits naturels, tels que
la (-)-cytisine, ou la (-)-spartéine'® (figure 1.29), un alcaloide prédominant du Lupinus
mutabilis et un agent anti-arythmique pour bloquer les canaux de sodium. La spartéine est aussi

utilisée comme base chirale en synthése asymétrique.
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(-)-cytisine Bispidone (-)-sparteine

Figure 1.29 : Représentation de la structure de la (-)-cytisine, bispidone et (-)-spartéine.

5.1.1. Synthese

L’¢laboration des bispidines est principalement basée sur une méthodologie de synthese de type
multicomposants (MCR de I’anglais multicomponent reaction) permettant 1’obtention d’un
édifice chimique complexe en moins d’étapes de synthése. Il existe une palette de réactions
multicomposants ; celle utilisée pour la synthése des bispidines est de type Mannich (MC-3R),
faisant référence au nom du chimiste allemand qui I’a mis en point, mettant en jeu trois réactifs.
La synthése se déroule principalement en deux grandes étapes successives de réactions de
double Mannich.® La premiére donne un précurseur de type pipéridinone, résultant d’une
cetone énolisable renfermant des groupements électro-attracteurs en position béta (), d’un
aldéhyde et d’une amine. La seconde étape met en jeu la pipéridinone, le formaldéhyde et une

amine, et conduit a la formation de la bispidone (figure 1.30).
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Figure 1.30 : Schéma général de la synthése d une bispidone.

Dans la plupart des cas, le groupement électro-attracteur est un acide carboxylique ou un ester
et le groupement R. est un hétérocycle aromatique (par exemple une pyridine, un acide
picolinique).

Les caractéristiques (par exemple fonction chimique, taille, centre de chiralité) des groupements

R1 et Rz varient en fonction des applications envisagees. Pour des raisons de stabilité, dans
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certains cas, la fonction cétone de la bispidone est réduite en alcool pour donner le bispidol

(figure 1.31). C’est une réaction stéréosélective.

Bispidone Bispidol

Figure 1.31 : Réduction de la bispidone en bispidol.

Les réactions qui ménent a 1’obtention de la bispidone sont stéréo-contrdlées et dépendent

exclusivement de la nature des groupements R1, Rz et Rs, et plus particulierement de leur taille.

5.1.2. Stéréochimie

La stéréochimie joue un rdle primordial par rapport a 1’activité biologique ou
pharmacologique®®’ des bispidines, ainsi que leurs propriétés catalytiques et modes de

coordination avec les métaux.

En fonction de la nature des groupements R: et Rs et du degré de protonation (mono ou
diprotoné) des hétéroatomes (azote) du bicycle, la bispidine peut adopter différentes

conformations : chaise-chaise, bateau-chaise et bateau-bateau (figure 1.32).1%
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Figure 1.32 : Représentation des conformations adaptées par le noyau de la bispidine en fonction du
volume des groupements R; et Rs et de [ ’état de protonation des azotes de [’hétérocycle. R, = H, py,
pa, etc.

En solution, la conformation chaise-chaise est la plus répandue avec les groupements R; et R3
pointant a I’extérieur de la cavité, et une mono-protonation permettant la formation d’un
pseudo-cycle a six chainons qui renforce la stabilité du ligand. L’introduction de groupements
volumineux (par exemple tertiobutyle) ou la diprotonation peuvent conduire aux conformations
bateau-chaise et bateau-bateau qui peuvent représenter jusqu’a 70 % de la population détectée
par RMN. 138

Les substituants sur les carbones 2 et 4 (R2) peuvent se positionner sur le plan axial ou
équatorial, et en conséquence, ils peuvent étre en position cis ou trans (figure 1.33). La position
relative des azotes (R2 = pyridine) vis-a-vis de la cavité confere aux bispidines des isomeres de

structures (syn-syn, syn-anti, anti-anti ; figure 1.33).
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Figure 1.33 : Représentation des diastéréoisoméres (cis-trans) et isoméres de structures.

En absence de centre stéréogéne et de chiralité hélicoidale (axiale), les bispidines peuvent avoir

une chiralité planaire quand les groupements R; et Rz sont identiques (figure 1.34).1%’

.
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Figure 1.34 : lllustration de la chiralité planaire et des positions que peuvent occuper des
groupements carbonyles (R = OEt, H ; X =Cl, I, H).
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Avec une structure pré-organisée et rigide, les bispidines offrent une palette d’applications
allant du domaine de la chimie de coordination a la recherche médicale et plus particuliérement

I’imagerie médicale.

5.2. Applications des bispidines et de leurs complexes

Dans un premier temps, les bispidines ont été développées dans le cadre de la recherche

139 140

médicale pour leurs propriétés antiplaquettaires et analgésiques™* (figure
1.35).

Avec un centre asymétrique au niveau du groupement Rz, elles peuvent étre utilisées comme

, antalgiques

catalyseurs chiraux lors d’une réaction de Mannich asymétrique (figure 1.35).24

e

Bisp1: activité antiplaquettaire Bisp2: activité analgésique

N H N

AN ~

Bisp3: activité antalgique Bisp4: catalyseur chiral

Figure 1.35 : Exemples de bispidines et de leurs applications biologiques ou catalytiques.

Possedant une structure pre-organisée et rigide, les bispidines connaissent des applications en
chimie de coordination.

Un complexe de cobalt [Co(Bisp5)(NO3)]", dans lequel le métal est hexa-coordiné dans une
géométrie octaédrique distordue (figure 1.36), a été étudié deés 1971.142

La conformation adaptée par les bispidines pour la complexation des métaux de transition est

typiguement chaise-chaise ou les substituants Rz se trouvent en position cis.
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Le Pr. Peter Comba, le Dr. Loic Charbonniere et coll. ont fortement contribué aux
développements des complexes des bispidines avec des métaux de transition.

Pour la complexation du Fe3*, Co?*, Ni?*, Cu?* ou Zn?*, différentes générations de bispidines
hexa-dentées ont été développées'*® en fonction de la nature des groupements Ri et Ra.

Une premiere génération avec une géométrie octaédrique a élongation tétragonale (Bisp6 ;
figure 1.36), une deuxiéme génération ayant une géométrie prismatique trigonale déformee
(Bisp7 ; figure 1.36) au niveau du centre métallique, une troisieme génération a base de

pyrazole (Bisp8 : figure 1.36).

Pour ces trois générations de bispidines, les groupements R1 et Rz sont identiques ; et en 2015,
le Pr. Peter Comba développe une nouvelle génération de bispidines dont les groupements R1
et Rz différent (Bisp9 ; figure 1.36).144

Bisp9 AN

Figure 1.36 : Représentation du complexe de Co** hexa-coordiné et des différentes générations de
bispidine.
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La présence d’une structure pré-organisée au sein des bispidines a été confortée par 1’étude
menée par le Pr. Peter Comba et coll.}* sur deux isoméres de position [Cu(Bisp10)]* et
[Cu(Bisp11)]* (figure 1.37). Les deux ligands sont hautement pré-organisés avec une géométrie
octaédrique et sont bien adaptés pour les symétries tétragonales.

Pour I’isomere Cu(Bispl0), avec le groupement picolinate porté par 1’azote N7, la fonction
carboxylate se positionne axialement et pour 1’isomére Cu(Bispl1), le picolinate porté par
I’azote N3, le carboxylate se retrouve sur le plan équatorial, au profit des deux pyridines qui se
positionnent axialement.

HO

),
ILVATIIAN
N
/

[Cu(Bisp10)] ™ [Cu(Bisp11)]+

Figure 1.37 : Représentation des deux isoméres de position.

Dans le domaine de I’imagerie médicale, plus particulierement en tomographie par émission de
positons (TEP), plusieurs complexes de ®*Cu®* basés sur des bispidines, dés fois
fonctionnalisées pour la détection de biomarqueurs ou la réalisation d’imagerie bimodale, ont
été développés (figure 1.38-a).146-150

Des bispidines octa-dentées pour la complexation de Iindium (}In®*") destinées a des
applications en tomographie par émission monophotonique (TEMP)) ont été proposées (figure
1.38-b).151-152
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Figure 1.38 : a) Complexes de ®*Cu?* pour la TEP ; b) Structures cristallines de complexes de
pour la TEMP.

[In(Bisp18)] "

52

111|n3+

58



Chapitre 1

6. Objectifs de la these

Suite aux préoccupations liées a la toxicité potentielle des complexes de Gd** utilisés en IRM,
concevoir des agents de contraste plus sdrs devient un objectif de recherche tres important. Le
remplacement du Gd** par d’autres cations paramagnétiques semble étre aujourd’hui la
direction principale dans ces recherches, et le Mn?* représente I’alternative le plus viable. Bien
que le manganeése soit un métal essentiel pour 1’organisme, dans les concentrations nécessaires
en IRM, il serait toxique. Dans ce contexte, I’objectif principal de cette thése s’articule autour
de la conception de complexes de Mn?* hautement inertes, stables et efficaces pour des
applications en imagerie par résonance magnétique, mais également en imagerie bimodale
(IRM/TEP).

Jusqu’ici, Mn(PC2A-EA) a été le complexe de Mn?* monohydraté le plus inerte connu, avec
un temps de demi-vie de dissociation de 54,4 h (pH 6, 25 equiv. Zn?*, 37 °C) .26 Néanmoins,
cette bonne inertie reste loin derriére celle des agents de contraste & base de Gd®* formés avec
des ligands macrocycliques et en particulier avec le DOTA.*3 Des données de la littérature
montrent clairement que la rigidité du ligand est un parameétre particulierement important, et
par conséquent, une augmentation trés considérable de I’inertie des complexes de Mn?* ne peut
étre atteinte qu’avec des ligands présentant une rigidité spécifique, qui engendre la formation
d’une cage ou loge le Mn?",

En plus de ’amélioration de I’inertic des complexes de Mn?*, identifier des ligands qui
permettraient une sélectivité pour le Mn?* vis-a-vis du Zn?*, le compétiteur principal du Mn2*
dans le milieu biologique, constitue un autre objectif de cette thése. En effet, comme prédit par
la série Irving-Williams, la taille plus grande du Mn?* vs. celle du Zn?* conduit & des stabilités
plus faibles, qui ne peuvent étre potentiellement contrecarrées que par des ligands avec une

cavité de coordination trés rigide et parfaitement adaptée au Mn?*.

Pour répondre a ces objectifs, des ligands de type bispidine semblaient étre particulierement
intéressants. Nous avons établi des collaborations avec les équipes du Dr. Loic Charbonniére et
d’Aline Nonat de I’Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien (IPHC) du CNRS a Strasbourg
(dans le cadre d’un projet ANR) et du Pr. Peter Comba de 1’Université d’Heidelberg, en
Allemagne, tous les deux spécialistes de la chimie des bispidines, pour la synthése de tels

ligands. Ces deux collaborations nous ont donné acces a une grande diversité structurale, avec
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des ligands penta-, hexa-, hepta- et octa-dentes, portant diverses fonctions chimiques
(carboxylates, phosphonates, etc), dans des positions différentes. Cette diversité structurale
nous permet de comprendre comment ces différents éléments structuraux déterminent la

stabilité, I’inertie, I’échange d’eau, ou encore les paramétres de relaxation des complexes de
Mn?*,

Jusqu’ici, dans le domaine de 1’imagerie médicale, des complexes de 54Cu?*, %8Ga* ou In3*
basés sur des bispidines ont été développés pour des applications en TEP ou TEMP. Nous avons
exploré pour la premiére fois cette famille de ligands pour la complexation du Mn?* en tant
qu’agents de contraste IRM. Bien que certaines propriétés souhaitées soient identiques pour
toutes applications d’imagerie, comme une bonne stabilité et une bonne inertie des chélates,
d’autres sont spécifiques a I’IRM. Ainsi, la présence d’une molécule d’eau sera indispensable

dans le complexe de Mn?* afin d’avoir une efficacité de relaxation.

Dans le chapitre 2, on présentera 1’étude d’un complexe de Mn?* basé sur une bispidine penta-
dentée développée par 1’équipe du Dr. Loic Charbonniére, nommée L, dont le complexe
Mn(L1) est particuliérement inerte et posséde une bonne efficacité IRM.

Le chapitre 3 portera sur une étude de la relation entre la structure et les propriétés physico-
chimiques des complexes de Mn?*; le changement de la nature ou de la position des
groupements fonctionnels qui tapissent le noyau de la bispidine pourrait entrainer des variations
significatives de leurs propriétés physico-chimiques.

Cependant, un point faible de tous ces complexes reste leur stabilité modeste.

Pour pallier ce fait, dans le chapitre 4, nous avons étudié des complexes de Mn?* basés sur des
bispidines hepta- et octa-dentées développées par 1’équipe du Pr. Peter Comba, de I’université
Heidelberg, Allemagne.

Les conclusions générales et perspectives de cette thése sont 1’objet du chapitre 5.

La partie expérimentale sera abordée dans le chapitre 6.
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Introduction

Pour les complexes de Mn?* congus ces derniéres décennies en tant qu’agent de contraste
potentiel en Imagerie par Résonance Magnétique, la modestie de 1’inertie constitue le principal
point faible.'® En effet, mis a part I’efficacité, définie par la relaxivité, I’inertie représente un
paramétre capital. L’inertic des complexes métalliques devient d’autant plus importante que
leur stabilité quand des applications in vivo sont envisagées. L’inertie des complexes de Mn?*
est plus faible que celle des chélates de Gd®* par le manque d’énergie de stabilisation du champ
cristallin, due a la configuration électronique d® du Mn?*. Dues aux taille et charge relativement
petites du cation, généralement, il ne peut former que typiquement 6 ou 7 liaisons
(contrairement & 9 pour le Gd®*), dont I’une représente celle établie avec la molécule d’eau. Par
conséquent, la structure du ligand jouera un role déterminant dans I’inertie du complexe.

Dans ce contexte, en collaboration avec 1’équipe du Dr. Loic Charbonniére et du Dr. Aline
Nonat de I’Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien (IPHC) de Strasbourg, nous avons étudié
un complexe de Mn?*, basé sur un ligand de type bispidine penta-denté (L'), doté d’une

structure pré-organisee et rigide (figure 2.1).

Il s’agit d’un ligand bifonctionnel qui porte un groupement lysine afin de permettre
ultérieurement le couplage de différentes unités de ciblage biologique. Ce méme ligand a été
précédemment étudié par nos collaborateurs pour divers ciblages, ainsi que pour la
complexation de différents métaux dans le contexte d’imagerie nucléaire. La molécule a été
couplée a un peptide modéle (GP120) et a la biotine. Sa radiocomplexation au ®*Cu?* a été
réalisée avec un rendement de 90 % en 5 minutes.* Plus récemment, L a été couplé avec une
porphyrine et radiomarqué avec du %8Ga** pour des applications combinées en tomographie par
émission de positons (TEP) et en thérapie photodynamique. Malgré le fait que cette bispidine
soit un ligand penta-denté et donc pas parfaitement adapté pour la complexation du Ga** qui
nécessite une hexa-coordination, le complexe [#3Ga(L1)] reste stable dans le sérum pendant plus
de deux heures® et il a été conclu que cela peut étre adapté au temps de demi-vie de cet isotope.
Pour enrichir le champ d’applications, nous avons étudié¢ ce ligand pour la complexation du

Mn?* en visant une application en imagerie bimodale IRM/TEP.
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Figure 2.1 : Représentation 2 et 3D du ligand L* étudié.

1. Synthese

1.1. Synthése du ligand L!

La synthese du ligand a été entierement réalisée par nos collaborateurs a Strasbourg.
La bispidine L est obtenue en quatre étapes a partir du précurseur pipéridinone P (figure 2.2).°
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Figure 2.2 : Schéma de synthése de la bispidine L.
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La premiére étape qui mene a la formation de la bispidone (1), se base sur une réaction de type
double Mannich, mettant en jeu un ratio equimolaire du précurseur pipéridinone (P1) et de
I’acide aminé (L-lysine), auquel la fonction amine portée par la chaine lysine est protégée par
un groupement BOC : N-e¢-(tert-butoxycarbonyl)-L-lysine et environ trois équivalents de
formaldéhyde.

La reéaction se fait dans un milieu polaire protique sous reflux a 60 °C, pendant 16 h, au bout
duquel la solution est filtrée et le solvant évaporeé sous vide. Le solide obtenu est dissous dans
un peu de méthanol, puis on rajoute quelques gouttes d’éther d’éthyle pour faire précipiter le
composé, et ce dernier est récupéré par centrifugation. L’ion hydrogénocarbonate, amphotere,
utilisé lors de cette étape permet de faciliter la déprotonation de I’amine de la L-lysine.

Le bispidol (2) est obtenu suite a une réaction de réduction sélective de la fonction cétone en
téte de pont de la bispidone (1), avec la fonction hydroxyle pointant vers I’azote N3, La réaction
se déroule en milieu polaire protique, en présence de NaBH4, a basse température (-78 °C),
pendant 6 h, avec un rendement de 26 %. Le bispidol (2) est purifié par chromatographie flash,
a phase inverse.

La déprotection de I’amine de la chaine lysine est réalisée en présence de TFA, en milieu polaire
aprotique, pendant 16 h, a température ambiante. La réaction est quantitative et donne le
bispidol (3).

La derniére étape est une réaction de saponification qui donne la bispidine L! au bout de 16 h,

a température ambiante, avec un rendement de 40 %.

1.2. Etude RMN du ligand L!

Pour une bonne complexation des métaux de transition, et plus particuliéerement du Mn?*, la
bispidine L* doit adopter la conformation de type chaise-chaise avec une position relative en
cis des pyridines portées par C2 et C4. Afin de confirmer la conformation chaise-chaise du
bicycle décrite dans la littérature et 1’obtention d’un composé €nantiopur, nous avons réalisé
une étude RMN sur la bispidine L! dans du D,0, a 700 MHz, pH 7 (pD 7,41).

La figure 2.3 met en évidence 1’obtention d’une bispidine (L) énantiopure, par le biais de la
chaine lysine qui porte un centre de chiralité au niveau du carbone C9. En effet, nous observons
un dédoublement des protons méthylenes H11 et H11’ portés par le carbone adjacent au centre

de chiralité (C11) d’ou le signal de deux protons diastéréotopes du spectre HSQC (figure 2.4.b).
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Dans la gamme des déplacements chimiques ~1,5-2,2 ppm, nous observons les protons
méthylénes de la chaine lysine a 1’exception de ceux des protons 9 et 14 dont le déplacement
chimique est respectivement 3,58 ppm (multiplet) et 3,05 ppm (triplet). Le spectre TOCSY
(figure 2.4.a) met en évidence le couplage scalaire (*H-'H) de ces protons. Dans cette méme
gamme (a 2,01 ppm) apparaissent également les protons du groupement méthyle porté par

I’azote N3 (singulet).
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Figure 2.3 : Spectre RMN *H de la bispidine L* dans du DO, pH 7(pD 7,41), 700 MHz.
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On observe un systéme AX pour les protons H® et H® du bicycle, comme en témoigne la figure
2.4, suggérant une rigidité du cycle pipéridine qui porte 1’azote N7.

En effet, on n’observe pas un couplage de second ordre (effet de toit), mais plutdt un couplage
de premier ordre entre les protons axiaux et équatoriaux (figure 2.3). A noter que les effets de
second ordre ne sont visibles que si la valeur du rapport Av/J est inférieure a 10, avec
Av correspondant a la différence de fréquence entre les deux parties du systeme AX, et Ja la

constante de couplage des protons Heq et Hax.
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Figure 2.4 : a) Spectre TOCSY *H-H ; b) Spectre HSQC *H-**C de la bispidine L*(D-0), pH 7(pD 7,41),
700 MHz.
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Pour des protons portés par des cycles saturés, avec des contraintes cycliques, on peut observer
un couplage scalaire J4, correspondant principalement dans le cas des bispidines & deux types
de configurations géométriques : W et U, observable via le spectre TOCSY. Ce phénomene est
da a I’alignement adéquat des orbitales des liaisons C-H et C-C. Ainsi, la figure 2.4-a met en
évidence le couplage scalaire J* qui existe entre les protons 2 ou 4 en position axiale et ceux de
la partie A en positon axiale du systtme AX (H®%8ax). En conséguence, on conclut une
configuration de type W, qui est souvent considérée comme une des caractéristiques d’une
conformation chaise-chaise de la bispidine. Les protons conduisant a ce couplage sont illustrés
sur la figure 2.5.

Figure 2.5 : a) Configuration géométrique W observée en TOCSY ; b) Configuration géométrique U.

La position axiale des protons H? et H* implique que les deux pyridines sont forcément en
position équatoriale. La figure 2.6. révele leur non-équivalence. Dans la gamme de déplacement
chimique allant de 7,4 a 8,8 ppm, nous détectons des protons aromatiques. Les spectres HSQC
et TOCSY montrent des signaux distincts pour a/a’ et d/d’, respectivement en position alpha et
epsilon de 1’azote de la pyridine, ce qui suggere leur non-équivalence et confirme de nouveau

la présence d’un composé énantiopur, avec comme conséquence la dissymétrie du ligand L?.
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Figure 2.6 : a) Spectre HSQC 'H-3C ; b) Spectre TOCSY ‘H-'H de la bispidine L*(D.0), pH 7 (pD
7,41), 700 MHz.

A cause de cette dissymétrie, c’est uniquement le proton d’ de la pyridine 2 (qui se trouve du
coté du carboxylate de la lysine) qui peut éventuellement former une liaison hydrogene avec
I’oxygeéne du groupement carboxylate de la chaine lysine (figure 2.7). En effet, les protons de
la pyridine sont donneurs d’hydrogéne®. Une telle liaison hydrogéne, assistée aussi par la charge
du carboxylate, impactera également les déplacements chimiques des protons de la pyridine 2
(mais pas ceux de la pyridine 1 qui se trouve en arriere du plan). La force de cette liaison
dépendra de 1’angle formé par les centres [Csp — H ---- O], et de la distance qui sépare les

atomes donneur et accepteur.

L’ensemble de ces résultats RMN confirme que la conformation chaise-chaise du ligand L.
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Figure 2.7 : Représentation de la bispidine L' illustrant une potentielle liaison hydrogéne entre
["oxygene du carboxylate de la lysine et le proton d’ de la pyridine (py 2).

1.3. Formation du complexe [Mn(LY)]

Pour la complexation du Mn?* par la bispidine L, un suivi de la cinétique de formation a été
fait a différents pH, afin de définir les conditions idéales de réaction et le temps nécessaire pour
une complexation complete.

La figure 2.8 représente 1’évolution de la relaxivité longitudinale dans une solution tamponnée
de Mn?* et L! en quantité équimolaire, en fonction du temps a différents pH, en milieux aqueux,
a 25 °C. Ce suivi refléte ’évolution de la premiére sphére de coordination du Mn?*, dans
laquelle la substitution des molécules d’eau au profit des atomes donneurs de la bispidine a pour

conséquence I’augmentation du temps de relaxation longitudinale paramagnétique (T 1par).
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Figure 2.8 : Evolution de la relaxivité longitudinale en fonction du temps a différents pH dans une
solution contenant un mélange équimolaire de Mn** et L. ¢ = 1,5mM ; 60 MHz ; 25°C.

La durée de la complexation compléte a pH 6 et 7 est estimée respectivement a 16 et 6 h. A pH
acide, la complexation est beaucoup plus lente, il faut jusqu’a une semaine pour atteindre
1’équilibre a pH 3,17 (complexation non-compléte).

A cause de cette cinétique lente, pour toute utilisation lors des études de caractérisation et in
vivo, le complexe [Mn(L1)] est préparé en mélangeant des quantités équimolaires de Mn?* et
de LY, a pH 7, 65 °C, pendant 30 min. Le pH est réguliérement controlé et ajusté par I’addition
d’une solution de base (KOH). Le complexe est toujours utilis¢ directement en solution, et ne
sera pas récupéré sous forme solide.

La figure 2.9 ci-dessous représente 1’équation de la réaction.

o 0 MnClz
HO OH OH — H,O; pH 7. 3 ,
R X \\\\ 65°C; 30 min

| A SRV /’//l X
_N | N__~ o °

Figure 2.9 : Complexation du Mn?* par la bispidine L.
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2. Stabilité du complexe [Mn(LY)]

L’¢étude de la stabilité des complexes métalliques congus pour des applications en imagerie
médicale, plus particuliérement en IRM, est indispensable pour évaluer 1’affinité du chélatant
au métal paramagnétique et d’autres cations métalliques endogenes. En effet, une fois dans
I’organisme, on peut avoir des réactions de transmétallation ou de transchélation induites
respectivement par des cations et anions endogenes.

Pour évaluer la stabilité (constante de stabilité (logKwm) et stabilité conditionnelle exprimée par
le pM = -log[Muiibre] dans des conditions données) du complexe, on détermine dans un premier
temps les constantes de protonation du ligand.

La figure 2.10 ci-dessous représente les structures des molécules comparées dans cette partie.

R
OH

o/ Jon HOTX,

H,PyC3A H,t-CDTA

AN
OH | | Ho

®
Join oL

HO N N
NH, k/Ng)
L-lysine H,PC2A-EA NH,

Figure 2.10 : Structures des molécules comparées.

2.1. Constantes de protonation de L!

La bispidine L!, de type polyaminocarboxylate, est potentiellement dotée de huit sites de
protonation (figure 2.10). Cependant, quand la conformation du bicycle est de type chaise-

chaise, le nombre de sites de protonation passe a sept. En effet, seulement I’une des amines N3
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ou N7 peut étre protonée, et ce proton forme une liaison hydrogene tres forte avec I’autre amine
(formation d’un pseudo-cycle a six chainons) empéchant la protonation de celle-ci.

Pour déterminer les constantes de protonation, un titrage pH-potentiométrique direct a été
réalisé entre pH 2 et 12. La figure 2.11 représente la courbe de titrage pH-potentiométrique du
ligand L*.

12 -

pH

2 T T T T T 1
(0] 1 2 3 4 5 6

nKOH /nL1

Figure 2.11 : Courbe de titrage du ligand L', c.;=1,8 mM ; 1 = 0,15 M KClI, 25°C.

Les constantes de protonation du ligand L* entre pH 2 et 12 sont obtenues par des calculs via le
logiciel Hyperquad 2008, en utilisant I’équation 2.1 Apres analyse, on obtient cinq constantes

de protonation (tableau 2.1).

LH; + HY LH;

[LH;]

Kot = T

i=1-5 équation 2.1

83



Caractérisation du complexe [Mn(L')] hautement inerte

Tableau 2.1 : Constantes de protonation du ligand L* et des ligands de comparaison.

L' Lysine’ PyC3A! (CDTA? PC2A-EA3

logKn1 11,44(1) 10,69 10,16 9,54 11,34
logKHz2 10,31(2) 9,08 6,39 5,97 8,93
logKHs 4,71(5) 2,02 3,13 3,60 6,91
logKHa 2,76(5) - - 2,52 1,97
logKHs 2,22(4) - - 1,46 -

ZlogKi 31,44 21,79 19,68 23,09 18,25

Le ligand L! peut étre considéré comme un dérivé de la L-lysine, avec 1’azote de I’amine-a
(N7), incorporé dans le bicycle.

Par analogie au dérivé phosphonate précédemment étudié dans la littérature,* la premiére
constante de protonation (logKn1 = 11,44) est attribuée a 1’azote N3 du bicycle, plus basique
que le N7. Comme expliqué plus haut, une telle mono-protonation des azotes du bicycle du fait

de la formation d’un pont hydrogéne (N3-H---N7) confirme la conformation chaise-chaise.®

La similitude de la deuxiéme constante de protonation (logKn2 = 10,31) a celle de ’amine-¢ de
la L-lysine (logKr1 = 10,657) nous permet de Iattribuer a 1’azote de la chaine lysine. Les trois
autres constantes correspondent a la protonation des trois carboxylates du ligand.

Concernant les deux carboxylates portés par le noyau bicyclique, 1’un est plus proche de 1’alcool
que I’autre. Celui-ci pourrait ainsi établir une liaison hydrogene avec 1’alcool pour former un
pseudo cycle a six chainons qui renforce la stabilité du ligand. La mésomérie de la forme
déprotonée du carboxylate renforce cette liaison hydrogéne, qui conduit a une augmentation de
I’acidité du carboxylate. Les constantes de protonation du salicylate (logkns = 2,98°%) et du

benzoate (logKws = 4,20%°) illustrent ce phénoméne (figure 2.12).
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Figure 2.12 : Schéma illustratif de [’effet de la présence de [’alcool sur la protonation du carboxylate.

De ce fait, on pourrait attribuer la quatrieme constante de protonation (logKns = 2,76) au
carboxylate qui établirait une liaison hydrogéne avec 1’alcool et la troisieme (logKns = 4,71) au
carboxylate qui se trouve sur 1’autre plan.

Les constantes de protonation des azotes des deux pyridines sont trop basses et ne sont pas
accessibles par titrage pH-potentiométrique.

La figure 2.13 ci-dessous illustre les différentes équilibres et espéces mises en jeu.
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Figure 2.13 : Schéma illustratif des équilibres de protonation pour L*.

2.2. Constantes de stabilité des complexes [M(L1)]

Pour évaluer la stabilité des complexes Mn/L! et Zn/L, des titrages pH-potentiométriques ont
aussi été effectués. Cependant, I’étude de la cinétique de formation de Mn/L! avait révélé une
complexation lente, et de ce fait, on ne peut pas faire un titrage direct.

En revanche, la réaction de complexation du Zn?* est rapide.

Pour le systéme Mn/L1, des batchs ont été réalisés entre pH 2,5 et 7 et leur évolution a été suivie
par relaxomeétrie (en mesurant le temps de relaxation longitudinale en fonction du temps).

A 1’équilibre, synonyme de non évolution du temps de relaxation longitudinale, on mesure le
pH. En dessus de pH 7, un titrage direct a été réalisé, en partant du complexe déja formé. La

figure 2.14 ci-dessous représente les courbes de titrage de L, Mn/L et Zn/L%.
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Figure 2.14 : Titrage potentiométrique du ligand L* en absence et en présence des métaux Mn?* et
Zn**; ¢ =cwn=Czn =1,8mM ; I = 0,15 M KCI ; 25°C.

De ces courbes de titrage, on note une différence d’un équivalent de proton au niveau des sauts
de pH entre celle du ligand et des systémes Mn/L! et Zn/L?, qui suggére que ces complexes sont
mono-protonés entre pH 5 et 9, car le ligand a deux constantes de protonation a pH basique. Le
tableau 2.2 ci-dessous représente les constantes de stabilité et de protonation des complexes,

obtenues en utilisant 1’équation 2.2 via le logiciel Hyperquad 2008.

L+ M ML
[ML]
Ky, = —————
METIM] x (L]
MH;.L + H* MH;L

. [MH;L]
Kurin = M[H;_; L]x[H*]

équation 2.2
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Tableau 2.2 : Constantes de protonation des ligands et constantes de protonation et de stabilité des
complexes.

L? Lysine’” PyC3A! tCDTA? PC2A-EA?

logKmne  12,21(5) - 14,14 14,32 19,01
logKmnHL 10,42(3) - 2,43 2,90 6,88
logKmnhzL 3,87(4) - - 1,89 2,50

logKznL 15,59(3) - - 16,75 -
logKznHL 10,33(2) - - 2,57 -
logKznHaL 3,28(1) - - - -

pMna 6,65 - 8,17 8,68 9,27

pZn? 8,40 . ; ) ]

acmn = cL = 107 M, pH 7,4

Le ligand L forme un complexe plus stable avec le Zn?* qu’avec le Mn?*, comme prédit par la
série d’Irving-Williams.!! En comparaison aux complexes [Mn(PyC3A)], ! [Mn(tCDTA)]* 2
et [Mn(PC2A-EA)]?* 3, Mn(LY) a une stabilité thermodynamique plutot modeste.

Le complexe Mn(L?) a deux constantes de protonation détectables par pH-potentiométrie. La
premiére est attribuée a I’amine primaire de la chaine lysine qui ne participe pas a la
complexation du manganese. Cette constante est d’ailleurs pratiquement identique a celle
déterminée pour la protonation de I’amine de la lysine dans le ligand seul. La seconde constante
de protonation peut étre attribuée au carboxylate qui avait la constante de protonation la plus
élevée (logKns = 4,71) au sein du ligand.

La figure 2.15 ci-dessous illustre les équilibres et espéces mises en jeu.
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Figure 2.15 : Schéma illustratif des équilibres et espéces mises en jeu.

La figure 2.16 représente la distribution des espéces pour le systéme Mn/L! calculée a partir
des constantes déterminées, ainsi que I’évolution de la relaxivité en fonction du pH.

Le profil de la relaxivité en fonction du pH valide parfaitement les courbes de distribution, et
donc les constantes déterminées par potentiométrie. Le plateau observé dans 1I’évolution de la
relaxivité a partir de pH 6 coincide avec la formation totale de I’espéce [Mn(HLY)]. Alors, on

peut en déduire qu’a pH physiologique, le complexe [Mn(HL?)] est mono-protoné.
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A\ Mn Mn(HLY)
80 - L 6
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=) A P
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L AR \ Mn(H,LY
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0 T = T T 4
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Figure 2.16 : Courbes de distribution des espéces chimiques et de I'évolution de la relaxivité en fonction
du pH CL1 = Cwvnz+ = 1 mM.
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Pour comparer la stabilité des complexes formés par des ligands de basicité différente, on utilise
souvent la valeur de pM (M : métal correspondant), qui évalue la quantité de métal libre a pH
7,4 et typiquement & une concentration de métal et de ligand de 10° M : pM = -log[Miibre]

La valeur de pMn obtenue pour Mn(L?Y) est plus faible que celle des autres complexes de
référence.

Pour une non-toxicité in vivo, cette stabilité relativement faible devrait &tre compensée par une
inertie élevée. En effet, 1’idéal est de concevoir un agent de contraste qui ne se dissocie pas une
fois injecté dans 1’organisme.

De ce constat, réaliser une étude de cinétique de dissociation, afin d’évaluer I’inertie cinétique

du complexe est indispensable.

3. Inertie du complexe [Mn(HLY)]

L’inertie d’un complexe évalue la capacité du ligand a empécher la dissociation, donc le
relargage du métal. Elle dépend principalement des parameétres intrinseques du complexe et de
la composition du milieu considéré (par exemple, de la concentration en H*, de la présence de

cations métalliques, d’anions).

Dans ce contexte, des réactions de transmétallation ont été mises en jeu en présence de Zn?*

entre pH 3,1 et 6,0. En outre, une étude a pH tres acide a aussi été faite (0,01 — 1 M).

3.1. Etude de P’inertie de [Mn(HL')] entre pH 3,1 et 6,0 en
présence de zinc (Zn%)

Le choix du Zn?* comme cation de transmétallation dans les études de cinétique de dissociation
est di au fait qu’il est I’un des métaux endogenes les plus abondants qu’on retrouve dans le
sang a une concentration mobilisable de ~10° M (lié ou pas a I’albumine) ; et qu’il forme des
complexes plus stables que ceux a base de Mn?*. Alors, il peut provoquer une réaction de
transmétallation, et en conséquence promouvoir le relargage du Mn?* dans 1’organisme.

Pour évaluer I’inertie du complexe [Mn(HL)], nous avons travaillé dans des conditions de

pseudo-premier ordre, en mettant en jeu 50 équivalents de Zn?* par rapport au complexe a
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différents pH (3,13 a 6,00, dans des solutions tamponnées), a 37 °C. Pour suivre la dissociation,
nous avons mesuré le temps de relaxation longitudinale en fonction du temps (figure 2.17). En
effet, ’augmentation de la vitesse de relaxation longitudinale paramagnétique (Rip = 1/T1p)
refléte la libération du Mn?* du complexe. A la fin de la réaction, on obtient la vitesse de
relaxation longitudinale paramagnétique du manganése libre [Mn(H20)]%* (~ 14 s%), synonyme

de dissociation totale.

pH
14 - ’H < < * e—4 313
N g 3.75
4.16
) 12+
(%]
= 5.07
i
=
10
8 T T T 1
0 50 100 150
t/ days

Figure 2.17 : Variation de la vitesse de relaxation longitudinale paramagnétique de Mn(HL') en
présence de 50 equ de Zn**, en fonction du temps, & 37 °C, a différents pH, 60 MHz. Les courbes
représentent les ajustements. ¢ : en présence de 10 equ de Zn**. 1 = 0,1 M de KCI.

Entre pH 3,13 et 5,07, on observe la dissociation du complexe, avec une décomplexation totale
dans les échantillons a pH 3,13, 3,75 et 4,16 pendant la durée de ’expérience, 144 jours. En
revanche, a pH 6, aucune dissociation n’est détectable (résultat identique a 10 et 50 équivalents
de Zn?"). L’ajustement des vitesses de relaxation expérimentales a permis de calculer les
constantes de vitesse, Kobs, entre pH 3,13 et 5,07 et d’estimer les temps de demi-vie, ty (tableau
2.3).
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Tableau 2.3 : Constantes de vitesse de dissociation observées (kops) et temps de demi-vie du complexe
aux différents pH.

pH cH+ (M) Kobs (S'l) 12
3,13 7,41 x 10* 8,47 x 10°® 22,7h
3,75 1,78 x 10 8,17 x 107 10
4,16 6,92 x 10° 2,40 x 1077 33]
5,07 8,561 x 10°® 5,87 x 10°® 137 j

Ces résultats mettent en évidence une inertie inédite du complexe [Mn(HLY)]. L’intégrité du
complexe a pH 6 et en présence de 50 équivalents de Zn?* est exceptionnelle. Dans ces mémes
conditions (pH 6, 50 equ de Zn?*, 37 °C), les complexes [Gd(DTPA)]* et [Mn(tCDTA)]* se
dissocient en moins d’une heure (figure 2.18), et les complexes [Mn(PyC3A)] et [Mn(PC2A-
EA)]*, considérés comme référence dans la littérature, se dissocient respectivement avec un
temps de demi-vie de 0,29 et 54,4 h. 3 En dépit de sa stabilité modeste, Mn(HL?!) devient le
complexe de Mn?* monohydraté le plus inerte connu a ce jour. Cette trés haute inertie cinétique
a pH 6 est la conséquence du fait que la cavité bicyclique protége parfaitement le Mn?*, lui

servant de bouclier a une éventuelle attaque du Zn?* et du H*.

o [Gd(DTPA)]*

[Mn(tCDTA)]>

r,/ mMmlst

o [Mn(HLY)]

3 T T T T

0 20 40 60 80 100 120
t/ min

Figure 2.18: Comparaison de la cinétique de dissociation des complexes [GA(DTPA)]* (o),
[Mn(tCDTA)]* (A) et [Mn(HLY] (o), & pH 6, 50 equ Zn**, 37 °C, 60 MHz.
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En inspectant de plus prés ’évolution de la vitesse de relaxation dans la solution du [Mn(HLY)]
apH 6 en présence du Zn?* (figure 2.17), on note une légére augmentation instantanée d’environ
21% de la vitesse de relaxation longitudinale au début de 1’expérience, sans aucun changement
ultérieur. Cette variation est parfaitement reproductible. De fagon similaire, une légere
augmentation de relaxivité est observée en absence de Zn?*, quand on change le pH d’une
solution de [Mn(HLY)] de 7 & 5. Ces observations suggérent la formation d’une autre espéce
stable sans impliquer la dissociation du complexe. Suite a ces résultats, des études RMN a ces
deux pH ont été réalisées, afin de mieux comprendre ce phénomeéne (voir la partie 5 de ce

chapitre).

3.2. Etude de P’inertie de [Mn(HL')] a pH treés acide en
absence de Zn?

La dissociation du complexe [Mn(HL)] a aussi été évaluée dans des solutions trés acides (cn =
0,01 — 1 M) ou la réaction est plus rapide et donc plus facile a observer, a 25 °C.

La figure 2.19 représente 1’évolution de la constante de dissociation, Kobs, €n fonction de la
concentration de H*. On note une dépendance de second ordre en concentration de protons,

donc les données expérimentales ont été analysées en utilisant 1’équation 2.4 ci-dessous.
Kobs = ko + ki [H*] + ka2 [H']? équation 2.4

0,0024 -

0,0016 -

Kops /871

0,0008 -

O T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Cye/ M

Figure 2.19 : Variation de la constante de vitesse ko»s de [Mn(HL")] en fonction de la concentration en
H™. La courbe représente | 'ajustement.
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Dans cette équation, ko représente la constante de vitesse de la dissociation spontanée, ki et k»
sont les constantes de vitesse correspondantes a la dissociation proton-catalysée,
respectivement du [Mn(HL)] et de sa forme protonée. Le fit a donné des valeurs respectives
de ki et ko égales a (1,6+0,1)x10° sT.M? et (5,0+0,1)x10* M2.s; avec ko a été fixé a zéro,
autrement le fit a conduit & une valeur négative, avec une erreur trop importante (-3,5+2)x10
s, Ceci n’est pas étonnant car cette expérience est réalisée trés loin du pH neutre ou la
dissociation spontanée pourrait étre mieux observée. Méme a des concentrations élevées en H,
on note une inertie de [Mn(HLY)] trés bonne pour un complexe de Mn?* hydraté, avec des temps
de demi-vie allant de 0,1 h (cH =1 M) a 10 h (cH = 0,01 M).

Par ailleurs, les valeurs de Kobs calculées dans 1’expérience plus haut, en présence des 50
équivalents de Zn?* (figure 2.17 et tableau 2.3), montrent le méme type de dépendance de
second ordre de cw (figure 2.20), dont le fit avec I’équation 2.4 donne un résultat similaire pour
la constante de vitesse caractérisant la dissociation proton-assistée du complexe, k1 = (2,2 +
0,2)x10% sT. M. Les autres constantes sont obtenues avec une trop grande erreur ko =
(2,8+2)x108 st et kp = (12+2) sT.M2, en raison du nombre de points trés limité et la gamme
de pH trop élevée pour déterminer la constante de vitesse pour la dissociation proton-assistée
du complexe monoprotoné (ko).

Le ki est inférieur de deux ordres de grandeur a celui du complexe [Mn(PC2A-EA)]* (6,0x10
151 M1)3, considérée précédemment comme le complexe de Mn?* hydraté le plus inerte.
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Figure 2.20 : Variation de la constante de vitesse (kops) de [Mn(HLY)] en fonction de la concentration
en protons en présence de 50 equ de Zn**. La courbe représente | ‘ajustement.
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4. Propriétés de relaxation du complexe [Mn(HLY)]

L’¢tude des propriétés de relaxation d’un complexe paramagnétique est essentielle dans
I’évaluation de son efficacité en tant qu’agent de contraste IRM potentiel. Ainsi, pour
caractériser la relaxivité du complexe [Mn(HLY)] et des paramétres qui la gouvernent, nous
avons réalisé une étude RMN de 17O a température variable, a 9,4 T, et enregistré des profils

NMRD en fonction du champ magnétique a 25 °C et 37 °C.

L’étude RMN de 1’Y’O nous a permis dans un premier temps de déterminer le nombre de
molécules d’eau (q) au sein de la premiére sphére de coordination. Le Dr. Peter Caravan et ses
collaborateurs ont démontrée que le maximum de la courbe de la relaxivité transversale r.° de
1’170 en fonction de la température est proportionnel au nombre de molécules d’eau coordinées

au Mn?* (q), selon I’équation 2.5.12
g = r2°max /510 équation 2.5

Cette proportionnalité entre q et r.%max est valable a suffisamment hauts champs magnétiques
ou les r2° sont essentiellement gouvernées par 1I’échange d’eau et la contribution de la relaxation
électronique est négligeable. De plus, la valeur de la constante de couplage scalaire de 1’*'O
peut étre considérée invariable pour différents complexes de Mn?*,

La figure 2.21 représente 1’évolution de la relaxivité transversale mesurée dans une solution

aqueuse de [Mn(HLY] en fonction de la température.
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Figure 2.21 : Variation de la relaxivité transversale de 1'*'O en fonction de la température dans une
solution [Mn(HL")], pH 7,36 ; CpvngLyy = 3,56 mM. 400 MHz.

Le maximum est obtenu vers 288 K, et en introduisant la valeur de r2°max dans 1’équation 2.5,
on obtient g = 0,85 qui reflete la présence d’une molécule d’eau au sein de la premiére sphére
de coordination du Mn?*. Les cing groupements donneurs du ligand sont donc complétés par
une molécule d’eau pour complexer le métal, conduisant a un nombre de coordination de 6 au

total.

Les mesures de temps de relaxation transversale de I'*’O permettent également de déterminer
la vitesse d’échange d’eau du complexe. Les mémes données expérimentales que celles sur la
figure 2.21, mais dans la représentation plus habituelle, (figure 2.22) montrent 1’évolution de la
vitesse de relaxation transversale réduite de 1’*’O en fonction de I’inverse de la température.
Nous observons deux régimes distincts : a basses températures (< 295 K), les valeurs de 1/Tr
augmentent avec la température, correspondant au régime d’échange d’eau lent. Ici c’est la
vitesse d’échange d’eau, kex, qui détermine 1/T2r. En revanche, a plus haute température, 1/To
diminue quand la température augmente, correspondant a un régime d’échange d’eau rapide.
Dans cette zone, 1/T2r est déterminé par le kex, mais également par la relaxation électronique du
Mn?2*, ainsi que la constante de couplage scalaire, 4/4. L’analyse des ces données est faite

simultanément avec les valeurs de relaxivité.
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Figure 2.22 : Variation de la vitesse de relaxation transversale réduite de I'oxygene 17 de [Mn(HL")]
en fonction de la température. pH 7,36 ; iy = 3.56 mM. 400 MHz. La courbe représente
| ’ajustement.

Les mesures de temps de relaxation longitudinal de *H (profils NMRD) ont été réalisées en
fonction du champ magnétique, a 25 et 37°C, en milieu aqueux et aussi en présence de HSA
(Human Serum Albumin) (figure 2.23).

6,5 -

r,/ mMist

3,5 A

2,0 . .
0,01 0,1 1 10 100

IH Larmor frequency / MHz

Figure 2.23 : Profils NMRD du complexe [Mn(HL1)] en milieu aqueux et en présence de HSA ; A : en
présence HSAa 37 °C ; A - milieuaqueuxa 37 °C ; ¢ : milieu aqueux a 25 °C. Les courbes représentent
les ajustements.
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Comparé aux complexes de Mn?* considérés comme référence, [Mn(PyC3A)],, [Mn(PC2A-
EA)]" et [Mn(CDTA)]?, avec respectivement des relaxivités de 3,30, 3,52° et 3,79 mM21.s12,
a 25°C, 20 MHz, le complexe [Mn(HLY)] a une meilleure relaxivité (4,28 et 3,36 mM2.s?,
respectivement a 25 et 37 °C, 20 MHz). Cette valeur est similaire a celle des agents de contraste
a base de Gd** commercialisés, tel que le DOTAREM (3,4 mM™1.s: 37 °C ; 20 MHz'®), ce qui
est assez remarquable étant donné le spin électronique plus bas du Mn?* par rapport au Gd®*.

Comme attendu, la forme des courbes NMRD correspond a un complexe de petite taille. En
présence de HSA, on note une augmentation modeste de la relaxivité, qui reflete une liaison
faible et non-spécifique avec 1’albumine. Le méme phénoméne a souvent été observé pour

d’autres complexes, comme par exemple pour le [Mn(PyC3A)]".!

La relaxivité reste constante en présence de 5, 10, 20, 30, 40, 50 équivalents de phosphates,

carbonates, ou citrates et pendant au moins une semaine (figure 2.24).

1,2 -
o o el & & &
= 08 -
=
= 0,4 -
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0 20 40 60

[anion]/[Mn(L1)]

Figure 2.24 : Evolution de la relaxivité du complexe [Mn(HLY)] en présence d’anions endogénes,
pendant une semaine, a 25 °C, 60 MHz.0 : carbonate ; A : phosphate ; o : citrate. Cpungiy; = 1 mM. |
=0,1 M.

Afin de calculer les paramétres microscopiques qui déterminent la relaxivité, les valeurs de
1/T2 de 1’70 et les relaxivités ont été analysées ensemble selon la théorie de Solomon-
Bloembergen-Morgan. Dans le fit, certains parameétres ont été fixés a des valeurs habituelles :
la distance entre le cation métallique et le proton de la molécule d’eau en premicre sphere et

dans la sphére externe, respectivement a runn = 2.83 A et amnn = 3.6 A, le coefficient de
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diffusion et son énergie d’activation a Dwmnn = 26x1071° m?.s et Emnn = 20 kJ mol™?, et
I’énergie d’activation pour la relaxation électronique a Ey =1 kJ mol™. Les paramétres suivants
ont été calculés : la vitesse d’échange d’eau, Kex?®®, 1’enthalpie et I’entropie d’activation de
’échange, AH' et AS', le temps de corrélation rotationnel, 712, et son énergie d’activation Er,
les parametres caractéristiques de la relaxation électronique, comme 1’énergie de 1’éclatement

298 ainsi

du champs, A? et le temps de corrélation pour la modulation du zero field splitting, =
que la constante de couplage scalaire de 1’1’0, 4/4. Le nombre d’hydratation a été fixé a q = 1.
Les parameétres obtenus dans le fit sont représentés dans le tableau 2.5.

Cependant, le temps de corrélation rotationnel (zn = 100 ps) semble étre trop élevé pour un
complexe de Mn?* de cette taille (par exemple, des 7 de 56 et de 46 ps ont été respectivement
reportés pour les complexes [Mn(EDTA)]? et [Mn(1,4-DO2A)]). Une telle surestimation du
nin lors de cet ajustement peut étre la conséquence du fait que des molécules d’eau présentes
dans la seconde sphere de coordination contribuent également a la relaxivité, mais n’ont pas été
considérées dans ces calculs. En effet, le complexe [Mn(HL')] posséde deux carboxylates
portés par C1 et C5, non engagés dans la coordination du Mn?* qui peuvent établir des liaisons
hydrogene avec les molécules d’eau environnantes, avec comme conséquence une contribution
de la seconde sphere de coordination au mécanisme de relaxation.

L’analyse des données NMRD a été alors refaite en intégrant la contribution de la seconde
sphére a la relaxivité. Ainsi, pour ces calculs, nous avons considéré que chaque carboxylate se
lie avec une molécule d’eau, avec une distance Mn-H(proton H,0) estimée & 3,2 A, un temps
de résidence de la molécule d’eau dans la deuxiéme sphere estimé a 50 ps et son enthalpie
d’activation a 10 kJ.mol™, selon des simulations réalisées précédemment.

L’ensemble des équations utilisées sont décrites dans 1’annexe.

Le tableau 2.5 représente les résultats obtenus dans les deux cas (avec et sans considération de

la seconde sphére), et la figure 2.25 illustre la contribution de la seconde sphére a la relaxivité.
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Tableau 2.5: Les paramétres de relaxation du complexe [Mn(HL')] avec et sans considération de la
contribution de la seconde sphere de coordination.

[Mn(HLY)]: sans considération  [Mn(HL%)]: avec considération
de la 2" sphere a la relaxivité ~ de la 2" spheére a la relaxivité

kex>% (107 s1) 51+0,7 53+£0,5
AH? (kJ.mol™?) 106+1,1 109+£1,0
AS? (kJ.mol™) -62+8 -60+8
Ern (kJ.mol™) 22+1 28+3
2% (ps) 1005 72+4
2% (ps) 24 + 10 16+8
A% (101 5?2 0,8+0,1 1,96 £ 0,08
Ao/h (10° rad.s?) 28,0+£0,1 30,0+£0,1
8,0
6,0 -
K
'E 4,0 -
K
2,0 -
0,0 T T T 1
0,01 0,1 1 10 100

TH Larmor frequency / MHz

Figure 2.25 : Profils NMRD du complexe [Mn(HL")] en milieu aqueux a 25, 37 °C ; et illustration de
la contribution de la seconde sphére. Les courbes représentent les ajustements.

Avec la considération de la seconde sphere, le temps de corrélation rotationnelle est de 72 ps,
une valeur plus raisonnable par rapport a la taille du complexe [Mn(HL)]. La contribution de
la deuxiéme sphere a la relaxation explique aussi la trés bonne relaxivité. Dans un but d’étayer

ce résultat, dans le chapitre 3, une étude comparative est faite entre le complexe [Mn(HLY)] et
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un de ces dérivés, qui différe de lui par la présence de groupements alcool primaire a la place
des carboxylates portés par C1 et C4.

En ce qui concerne I’échange de la molécule d’eau, la constante de vitesse calculée (kex>*® =
(5,1 +0,7)x10" s1) est similaire a celle du [Mn(PyC3A)]" (kex*®® = 5,4x107 s). Dans la famille
des complexes de Mn?*, cet échange d’eau reste relativement lent (voir tableau 1.2 dans
I’introduction), par exemple en comparaison a celui du complexe [MN(EDTA)]%, kex?® =
44x10" s 12, Néanmoins, 1’échange est d’un ordre de grandeur plus rapide que celui des
complexes de Gd** typiquement utilisés en IRM. Toutefois, la constante de vitesse est
suffisamment élevée pour ne pas limiter la relaxivité. Sur la base de la valeur fortement négative
de I’entropie d’activation de 1’échange (AS* = -62 kJ.mol™?), et méme en tenant compte de la
large erreur qui est typiquement associée a la détermination de I’entropie, on peut conclure que
le mécanisme de la réaction est associatif. Ceci est attendu pour un complexe de Mn?* hexa-
coordiné, en sachant que le nombre de coordination typique des complexes de Mn?* est soit 6

soit 7.

Tableau 2.6 : Comparaison des paramétres d’échange d’eau et du temps de corrélation rotationnel des
complexes de Mn?*,

q kex??® / 107 (s) AH? (kJ.mol)  AS*(kJ.mol?) 7128 (ps)
[Mn(HLY] 1 51+0,7 10,6+ 1,1 62+ 8 72+ 4
[Mn(PyC3A)] * 1 5.4 37,2 - -
[Mn(EDTA)]Z' 16 1 44 32 - 57
[Mn2(ENOTA)] Y 1 55 20,5 28 85
[Mn(1,4-DO2A)] 14 1 1134 29,4 - 46
(o] H H
/~ \ 0 o ~o”
o 0\ o H N‘ —"N<\( o — o
T \ el o \ o \0——f-—\Mn2+ _____ 0 /_‘,'_\ /\/N/M-'InZ*—N\
N“/\/f’uf Y)N 2+N<Y H |\N/ \ \\N) N l\lllnf*'N </' " °
[ l\ O M’ o W/ LINND oA
0-\-n-/---M 27\0 o AN Ly 0 v o? \;‘0\ }H
0 y o) ~ | 0\ ° o k‘ "o
H W H o
[Mn(EDTA)]> [Mn(PyC3A)]- [Mn(1,4-DO2A)] [Mn,(ENOTA)]
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5. Etude RMN du complexe [Mn(HLY)]

Les études menées précédemment pour évaluer la dissociation du complexe [Mn(HLY)] (voir
3.1) ont révélé une inertie exceptionnelle pour un complexe de Mn?* monohydraté. Lors de ces
études, nous avons également noté un phénomene inattendu. Quand une solution de [Mn(HLY)],
préparée a pH 7, est mélangée avec du Zn%** tamponnée avec du MES (pH 6), on observe
immédiatement une légére augmentation de la relaxivité (29 %, pour 50 equ Zn?*, 37 ou 25 °C).
Curieusement, une augmentation similaire est également détectée en absence de Zn?*; quand
on change le pH de la solution de [Mn(HL)] de 7 & 5 (dans un tampon, 25 °C), r1 augmente de
12 %. Tous ces changements sont parfaitement reproductibles, alors que par la suite, la
relaxivité reste constante dans ces échantillons pendant plusieurs semaines, comme illustrée par
la figure 2.26-a. Il est a noter que pour pouvoir observer ces variations de relaxivite, le complexe
[Mn(HLY)] doit avoir été préparé a pH 7. En le préparant a pH 6, sa relaxivité sera similaire a

celle d’un échantillon de pH 7, comme cela a été présenté sur la figure 2.16.

a) 7 -

ZW@MM_’Q—H-—H Mn(HL1) / 50 equ Zn/ 25°C / pH 6

—~A Mn(HL1) / sans Zn / 25°C/ pH 5

r,/ mMist
(&3]

e g

i}
p
il

£1 Mn(HL1) /50 equ Zn / 37°C/ pH 6

t/ days
b) c)
450 - iz .o, 8,0
A A N
400 + A . A 6.5
P 8 ¢ 0 OO % 0
< 350 + A o % .
€ N . o = 50
S 300 A . =
- 3 3,5
250 A ®
*
200 . : 2,0 T T T :
2,8 3,3 3,8 0,01 0,1 1 10 100
1000/T / 1/K 1H Larmor frequency / MHz

Figure 2.26 : a) Evolution de la relaxivité en fonction du temps des différents échantillons; b) Variation
de la vitesse de relaxation transversale de /2’0 du complexe Mn(HL?) en fonction de la température (A
- pH 7,3 ; ¢ : en présence de Zn**/ pH 6 ; ¢ : en absence de Zn®*/ pH 5); c) Profils NMRD ( ¢ : en
présence de Zn**/ pH 6/ 25°C ; A : en présence de Zn**/ pH 6/ 37°C ; O : en absence de Zn**/ pH 5/
25°C ; A : en absence de Zn**/ pH 5/ 37°C. Les courbes représentent les ajustements.
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Afin d’expliquer ce phénomene intriguant, différentes expériences ont été réalisées, en se
focalisant sur deux cas particuliers : i) [Mn(HLY)] (préparé a pH 7), ramené & pH 6 en présence
de 50 equ de Zn?*; et i) [Mn(HLY)] (préparé a pH 7), ramené a pH 5 sans Zn?*,

1. Tout d’abord, la présence du Mn?* libre a été exclue. Les profils NMRD enregistrés dans ces
échantillons (25 et 37 °C ; figure 2.26-c) confirment ’absence de [Mn(H20)6]?" car il n’y a pas
de seconde dispersion & bas champ (0,1 — 0,5 MHz), typique du Mn?* libre (voir figure 1.16
dans I’introduction). Le test avec I’indicateur xylénole orange (révélateur de la présence de
métaux libres) est également négatif dans 1’échantillon sans zinc, a pH 5.

2. Une augmentation du nombre d’hydratation a été également écartée. Les mesures de T2 de
1’170 réalisées a températures variables (figure 2.26-b) montrent clairement que le complexe
reste monohydraté.

Par la suite, des études RMN 1 et 2 D ont été menées sur le complexe [Mn(HL)] & pH 7 et 5,
en absence de zinc (25 °C, D20, 700 MHz) pour voir si la variation de la relaxivité serait la
conséquence d’une modification structurale en fonction du pH. A noter que le Mn?* est
fortement paramagnétique ce qui rend la RMN sur ses complexes difficile (voire impossible),
méme a 700 MHz. Dans tous les cas, la complexation implique des modifications plus ou moins

significatives des déplacements chimiques et des couplages scalaires et dipolaires.

5.1. Etude RMN apH 7

Le complexe [Mn(HLY)] a été préparé a pH 7 (pD 7,41), avec un mélange équimolaire des deux
réactifs L'/Mn?* dans de 1’eau lourde (D20).

Les figures 2.27-2.30 représentent les spectres RMN H, TOCSY et HSQC du ligand L et du
complexe & pH 7, ainsi que ’illustration du périmétre d’action du Mn?* paramagnétique ou
nous observons la disparition, le déplacement ou 1’élargissement des signaux des protons, plus

particuliérement ceux portés par le noyau bispidol.
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Figure 2.27 : Spectres RMN *H du ligand (L") et du complexe [Mn(HL")] dans du D,O a pH 7(pD 7,41),
CvnHLy] = 2,5 mM, 700 MHz et Uillustration du champ d’action du Mn®*. o : protons fortement affectés
par effet paramagnétique du Mn?* ; o : protons moins affectés, plus exploitables.

Pour les protons aromatiques du complexe, on note 1’absence de tache de corrélation pour les
protons d, alors que pour les autres protons (a, b et ¢), on n’observe que ceux d’une des deux
pyridines (figure 2.28, voir figure 2.1 pour la numérotation des atomes). Ces derniers pourraient
étre attribués a la pyridine 1 (py 1), qui est plus loin du Mn?* que la pyridine 2 (py 2), pour
laquelle nous avons suggéré une liaison hydrogéne avec 1’oxygeéne du carboxylate de la lysine

dans le ligand non-complexé (voir figure 2.7).
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Figure 2.28 : a) Spectre TOCSY ; b) Spectre HSQC des protons aromatiques du ligand (bleu) et du
[Mn(HLY] (rouge) ; pH 7 ; 700 MHz, 25°C.

Les taches de corrélation des protons du noyau bicyclique (2, 4, 6 ,8 et 15) ou trés proches (9)
détectées pour le ligand non-complexé disparaissent pour le complexe (figure 2.29-a), car ces
protons se trouvent tout prés du Mn?*. En revanche, aprés complexation, on observe une tache
supplémentaire pour les protons du méthyle (H17), ainsi que pour les protons methylénes de la
lysine, (H11/11°, H12, H13 et H14), avec I’apparition de diastéréotopes (H12/12°, H13/13” et
H14/14’ : figure 2.29-b). La corrélation scalaire entre ces protons diastéréotopes de la chaine

lysine est mise en évidence par le spectre TOCSY (figure 2.30).
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Figure 2.29 : a-b) Spectre HSQC des protons portés par le noyau bispidol et aliphatiques du ligand

(bleu) et du [Mn(HLY] (rouge) ; pH 7; 700 MHz.
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Figure 2.30 : Spectre TOCSY du complexe [Mn(HLY)] illustrant la corrélation scalaire entre les protons
méthylénes de la chaine lysine ; pH 7, 700 MHz.

L’ensemble de ces analyses nous permet de déduire I’existence de deux espéces en équilibre a
pH 7, dont la chaine lysine n’a pas la méme flexibilité : dans I’une des espéces la chaine lysine
est complétement figée alors que dans I’autre, elle est en mouvement libre. La rigidification de
cette chaine pourrait étre la conséquence d’une liaison hydrogeéne entre 1’amine primaire

(protonée a pH 7) et le carboxylate se trouvant dans le méme plan (figure 2.31).

HO
o] . 2\ o H *
S NS H © ®NH
o \ @/ @o N
= 14_-NH, H 14/14'
| N I N
_N—IA\mn2 12 13 O___ 4 12/12_~13/13'
NRRNY H X
- NQ N Y. /10 e | N 111
00
[o]
espece 1:52 % espece 2 : 48 %
* 1 site du proton relativement moins acide * 1 site du proton relativement plus acide

Figure 2.31 : Espéce 1 : Complexe [Mn(HL")] avec la chaine lysine en mouvement libre ; Espéce 2 :
Complexe [Mn(HL")] avec la chaine lysine figée.

Pour la suite de cette étude, et comme cela était fait lors des études de cinétique de dissociation,

on rajoute de I’acide pour faire passer le pH de 7 a 5, afin d’analyser la structure du complexe

apH>5.
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5.2. Etude RMN apH 5

En acidifiant la solution, nous obtenons quasiment les mémes spectres RMN qu’a pH 7. La
seule différence notable apparait au niveau des protons méthylenes de la chaine alkyle de la
lysine et du méthyle (H17). Une seule tache est détectée pour les protons du méthyle et une
seule série de signaux pour le bras lysine (celle des protons diastéréotopes) correspondantes a
I’espece 2. Ces résultats indiquent qu’a pH 5 le complexe est quasi exclusivement sous forme

de I’espece 2 dont la chaine lysine est figée (figure 2.32).
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Figure 2.32 : Spectre HSQC du complexe [Mn(LY)] & pH 7 (rouge) et a pH 5 (verte), illustrant la
présence quasi-exclusive de I’espéce 2 a pH 5 (pD 5,41).

Pour évaluer la proportion des deux especes a pH 7 et 5, nous avons intégré les signaux, plus

particulierement celui des protons du méthyle (H17 ; figure 2.33).
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Figure 2.33 : Spectre RMN *H du complexe [Mn(HL)] & pH 7,3 (rouge) et & pH 5 (vert).

En diminuant le pH de 7 a 5, la proportion des protons (H17) de I’espéce 2 est doublée, ce qui
conforte la conclusion précédente : a pH 7 deux espéces co-existent, alors qu’a pH 5, on observe
uniquement celle dont la chaine lysine est rigide. Il est tout a fait plausible que la rigidité de
cette forme conduise a une relaxivité légerement plus €levée a pH 5, alors qu’a pH 7, la
relaxivité est une valeur moyennée des deux espéces monoprotonées en équilibre. Ce
changement de rigidité entraine vraisemblablement aussi des variations dans la contribution de
la deuxiéme sphére a la relaxivité. Grace a sa charge positive, I’amine est aussi entourée par
des molécules de solvant qui seront plus rapprochées du centre paramagnétique dans 1’espece
2, conduisant a une contribution supplémentaire de la seconde sphére de coordination a la
relaxation. La séparation des deux effets (rotation et deuxieme spheére) reste difficile pour une
analyse fiable des relaxivités. Néanmoins, pour illustrer quelle variation du temps de corrélation
rotationnelle seule peut étre responsable de la différence de relaxivité observee entre pH 7 et 5,
les courbes NMRD ont été fittées sans considérer la contribution de la 2" sphére. Cette analyse
donne 2% = 124 ps a pH 5, & comparer avec #+?*® = 100 ps a pH 7. En effet, une telle
augmentation semble improbable avec seulement la rigidification de la chaine lysine, ce qui
nous conforte dans I’hypotheése que la contribution de deuxieéme sphere est également

importante.
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En plus de ces facteurs, une légere augmentation de la vitesse d’échange d’eau est également
observée a pH 5, comme I’indique 1’analyse des données de RMN de I’*7O (figure 2.34 ; tableau

2.6). Cette différence de kex n’aura par contre aucune conséquence pour les relaxivités.

17,1 -
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- 16,5 A
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2,8 3 3,2 3,4 3,6 3,8
1000/T / 1/K

Figure 2.34 : Variation de la vitesse de relaxation transversale réduite de |’oxygene 17 en fonction de
I'inverse de la température. A : pH 7,3 ; ¢ : pH 6, en présence n 0 pH 5, en absence Zn%*. cpnL =
3,56-3,64 mM. 400 MHz. Les courbes représentent les ajustements.

Tableau 2.6 : Propriétés de relaxation du complexe [Mn(HLY)] & pH 7,3 ; [Mn(HL%)] en absence de
Zn?*, pH 5 ; [Mn(HLY)] en présence de Zn?*, pH 6 ; sans considération de la contribution de la 2™

sphére de coordination.

kex / 107 (s1)  7rH?® (ps) AH? (kJ.mol™?) Ao/h /10° (rad.s?) A?/107° (s?)

[Mn(HLY] 51+0,7 100+5 10,6 £0.1 28,0 £0,1 0,8+0,1
pH 7,3
[Mn(HLY] 6,7+0,1 124 +3 9,5+0,2 250+0,1 05+0,1

pH 5, sans Zn?*
[Mn(HLY)] 8,2+0.2 143+3  133+05  30,0+02 0,4+0,1
pH 6, avec Zn?*

En ce qui concerne la situation en présence du Zn?* et a pH 6 (augmentation de 21 % de la

relaxivité observée par rapport a pH 7 et sans Zn?*), aucune étude RMN détaillée n’a été faite.
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Dans ce cas, la coordination potentielle du Zn?* aux sites coordinants du ligand, non-engagés
dans la complexation du Mn?* (carboxylate et ammonium de la lysine) pourraient également
jouer un role. Ainsi la formation d’un complexe dinucléaire [Mn(L1)Zn]* relativement stable
peut étre imaginée, qui, grace a sa rigidité et son poids moléculaire légérement plus élevé (poids
du Zn?* en plus), pourrait avoir une relaxivité plus haute.

La situation s’est révélé encore plus complexe. La coordination de 1’amine de la lysine au Zn?*
a bien pu étre mise en évidence par titrage potentiométrique du complexe [Mn(HLY)], préparé
préalablement a pH 7, en présence d’un équivalent de Zn?* (figure 2.35-a). Au début de ce
titrage, une solution de ZnCl; est rajoutée a 1’échantillon contenant [Mn(HLY)] & pH 7, ce qui
provoque une diminution immédiate du pH a 3,7 (premier point de la courbe bleu pale : figure
2.35-a). Cette diminution prouve la formation d’un complexe entre [Mn(HL)] et le Zn?*,
accompagnée d’une perte de protons, ce qui implique forcément ceux de 1’amine de la lysine.
En titrant cet échantillon par une base, deux points d’inflexion sont observés sur la courbe,
avant qu’une précipitation commence a apparaitre vers pH 9,8 (ou on arréte le titrage). Le
premier saut correspond a la consommation d’un demi-équivalent de base par ligand (et par
Zn?"). Ce résultat trés surprenant suggére que seulement la moitié de la teneur totale en protons
de I’amine de la lysine est titrée, ce qui laisse penser a la formation d’une espéce dimére reliée
par le Zn?*, comme représentée sur la figure 2.36. Eventuellement, on peut penser que des deux
espéces de [Mn(HLY)] identifiées en RMN a pH 7 (selon la rigidité de la chaine lysine), I’une
est plus apte a la déprotonation de la lysine pour complexer le Zn?*; cette déprotonation se
passe a pH < 4.5). Par la suite du titrage, apreés I’ajout d’exactement deux équivalents
supplémentaires de base, un second point d’équivalence est observé sur la courbe de titrage
(vers pH 8,8). Pour expliquer ce scénario, nous pouvons faire I’hypothése de la formation d’une
espéce dimére de composition (Mn(LY)Zn)2(OH)s qui soit assez stable (jusqu’a pH 9,8 ol la
précipitation commence). Dans ce dimére, les amines primaires des lysines sont déprotonnées,
en plus trois hydroxydes doivent étre également impliqués dans la coordination du Zn?* étant
donné la consommation de base (2,5 équivalents par ligands et par Zn?").

Pour compléter les informations sur ce systéeme, nous avons également mesuré des relaxivités
dans les solutions [Mn(HLY)] + Zn?* & différents pH (figure 2.35-b). Cette courbe montre encore
une fois que la relaxivité de [Mn(HLY)] est plus élevée en présence du Zn?*, mais on observe
également une légére augmentation de r1 du systéme [Mn(HLY)] + Zn?* quand on passe du pH
4 a pH 6, ce qui peut étre la conséquence de la formation de ’espece dimere.

La figure 2.36 illustre les différentes especes impliquées dans cette hypothése.
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En résumé, le complexe [Mn(HLY)], en fonction du pH et de la présence de Zn?*, génére des
situations trés complexes. Néanmoins, I’ensemble des études RMN, relaxométriques et
potentiométriques nous a permis de tirer un certain nombre de conclusions :

1. La RMN des complexes de Mn?*, contrairement a ce que 1’on peut penser a premiére vue,
peut étre tres informative.

2. A pH 7, le complexe [Mn(HLY)] a deux formes distinctes dont la chaine lysine a une rigidité
différente. A pH 5, ’espece avec la chaine rigide est prédominante, ce qui explique la légere
variation de relaxivité en fonction du pH.

3. [Mn(HLY)] est capable de complexer le Zn?*, avec la participation de 1’amine de la lysine, de
fagon relativement stable. L hypothése de la formation des diméres impliquant des ligands de

type hydroxo est une explication plausible des résultats expérimentaux.
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Figure 2.35 : a) Courbes de titrage potentiométrique ; b) Variation de la relaxivité en fonction du pH
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Figure 2.36 : lllustration des espéces chimiques supposées en fonction du pH.

Tableau 2.7 : Relaxivité et propriétés microscopiques.

(Mn),(ZnH

Mn(LY) / pH 7 Mn(LY) / pH 5 Mn(LY)Zn / pH 6
ri/mmistea 4,14 4,63 (Ar1 =12 %) 5,35 (Ar1 = 29 %)
kex?%8 /107 st 5,1(7) 6.7(1) 8,2(2)

2 [ s 100(5) 124(3) 143(3)

460 MHz, 25 °C.
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6. Etude de biodistribution et pharmacocinétique du complexe [Mn(HLY)]

A Tlissu des caractérisations physico-chimiques du complexe [Mn(HLY)], révélant des
propriétés tres intéressantes, des études in vivo (IRM) et ex vivo (ICP-OES) ont été réalisées
chez des souris saines (n=4). Pour ces évaluations, le complexe a été injecté a une dose de 0,06

mmol/kg, dose 40 % inférieure a celle utilisée en diagnostic clinique.'8-2!

6.1. Etude invivo (IRM) : Pharmacocinétique

Une étude in vivo a été faite sur des souris saines (n=4), afin d’évaluer les paramétres
pharmacocinétiques, tels que la clairance et le temps de demi-vie plasmique du complexe
[Mn(HLY)]. Des organes, comme le rein, le foie, le muscle, et aussi I’aorte ont été sélectionnés
pour suivre I’évolution de I’intensité du signal IRM normalisée, en fonction du temps.

La figure 2.37 représente 1’évolution du signal IRM normalisé et les images correspondantes

des organes considérés.
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Figure 2.37 : Evolution du signal IRM normalisé des organes sélectionnés de la souris et les images
correspondantes en fonction du temps, aprés injection de [Mn(HL)] & une dose de 0,06 mmol/kg.
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Nous notons une augmentation significative de I’intensité du signal IRM normalisée au bout de
4 min dans ’aorte et au niveau des reins, suivie de sa diminution en fonction du temps. Le
signal hyperintense observé au niveau des reins refléte une clairance rénale. Le temps de demi-
vie du complexe dans la circulation sanguine est estimé a 21 min. Ce temps correspond a celui
des molécules de petite taille.?>?> Ces résultats indiquent une élimination rapide du complexe

sans rétention notable.

6.2. Etude ex vivo (ICP-OES) : Biodistribution

Au bout d’une heure et trente minutes, les souris ont été sacrifiées et les organes prélevés, tels
que, le cerveau, le foie, le muscle, 1’0s, le poumon, la rate, les reins et aussi du sang. La
biodistribution quantitative du complexe [Mn(HLY)] a été évaluée en déterminant les quantités
de manganése a I’aide d’un spectrophotomeétre a plasma a couplage inductif (ICP). En vue de
la présence endogéne de manganeése, le teneur de Mn dans des organes des souris contréles qui
n’ont pas regu d’injection a aussi été analysé.

La figure 2.38 illustre la teneur en manganése des organes et du sang prélevés.
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Figure 2.38 : Quantification ICP-OES ex vivo de la teneur tissulaire en Mn des principaux organes et
sang des souris témoins et injectées avec [Mn(HL")] (1,5 h post-injection).
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On note I’accumulation du complexe [Mn(HLY)] au niveau des reins, confortant la clairance
rénale observée lors des études in vivo (IRM). A noter que 1’élimination du manganése “ libre
se fait par voie hépatobiliaire.?*" Nous observons la rétention d’une certaine quantité du
complexe dans le sang, qui pourrait étre due a la liaison de ce dernier avec I’albumine.

En effet, a 20 MHz, 37°C, en présence de HSA (human albumin serum), on a une augmentation

de 51 % de la relaxivité.

7. Radiomarquage du ligand L! par le >Mn?#

Le 52Mn?" a des propriétés de désintégration intéressantes pour des applications en tomographie
par émission de positons (TEP) : ti2 = 5,6 j ; énergie max p* = 575 keV. Grace a sa faible
intensité de désintégration B* (29,6 %), une bonne résolution de 1,2 mm peut étre obtenue, ce
qui est particuliérement important pour I’imagerie du petit animal.?® Son temps de demi-vie
assez long rend le ®2Mn?* particuliérement adapté a la conception de radiotraceurs couplés avec
des molécules biologiques de grand poids moléculaire dont la biodistribution est lente et
nécessite un temps d’observation long (par exemple des anticorps).

De plus, le manganése (Mn?*) est le seul métal offrant la possibilité de faire une imagerie
bimodale (complexes de *®°Mn?* : agent de contraste IRM / complexes *2Mn?* : radiotraceur
pour la TEP).%

Ainsi, en collaboration avec Isidro Da Silva, du cyclotron du CEMHTI, CNRS, Orléans, pour
la production du *>Mn?*, nous avons réalisé le radiomarquage du ligand L* et d’un dérivé portant
une fonction de ciblage, suivi d’une étude de stabilité des complexes dans différents milieux et
d’une étude de biodistribution ex vivo chez des souris porteuses de tumeurs colorectales
orthotopiques avec un dérivé de L! bio-fonctionnalisé.

La production du 52Mn?* a été réalisée pour la premiére fois en France, a I’occasion de ces

études.
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7.1. Radiomarquage et étude de stabilité

7.1.1. Radiomarquage du ligand L*

Le 2Mn?* est produit par irradiation d’une cible de chrome par un faisceau de protons, afin de
provoquer une réaction nucléaire °2Cr (p, n) >>Mn.

Les étapes de la production sont décrites dans la partie expérimentale.

Le radiomarquage du ligand L* par le %Mn?* est réalisé suivant deux méthodes : (1) soit en
utilisant le Mn?* en solution acide (pH 1) et par la suite, nous remontons le pH ; (2) soit aprés
évaporation du solvant (a sec) a la suite de la derniére étape de purification du >>Mn, repris en

tampon.

> Par la premiére méthode : ®?Mn?2* en solution

En présence d’acide ascorbique, pour éviter une éventuelle oxydation du manganese, on ajuste
le pH vers 7, avec du NaOH. Puis, on rajoute une certaine quantité du ligand L, afin d’obtenir
le ratio L*/*2Mn?* souhaité.

Le tableau 2.7 ci-apres représente les différentes conditions de marquage testées.

» Par la deuxiéme méthode : *>Mn?* & sec

Aprés avoir évaporé le solvant, le 2Mn?* est repris dans une solution tampon HEPES (pH 7)
de la concentration 0,1 M.

Puis, comme précédemment, on rajoute une quantité de ligand, pour obtenir le ratio souhaité.
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Tableau 2.8: Conditions de marquage du ligand L* par le *>Mn?* testées.

Ratio : Nbre de Nbre de Activit¢  pH T(C) Temps Rendement:
2Mn2* moles L! moles (MBq) 1
/Ll 52Mn2+
SZMn2+
en -12 -12
1/2 7,00x10 3,4x10 2,67 7 90
solution 2h 30 3%
1) min
-(2) 1/5 1,60x101! 3,03%1012 2,65 7 90 2h 30 8%
min
-(2) 1/5 1,60x101 3,03x1012 2,65 4 T° 18 h 20%
ambiante
- (5) 1/50 1,67x101° 2,85x1012 2,50 7 90 3h 100%
-(7) 1/1000 3,01x10 3,01x1012 2,65 7 90 1h 100%
- (6) 1/1000 3,01x10 3,01x1012 2,65 6 90 1h 70%
2Mn2 1/5 1,60x101! 3,02x1012 2,66 7 90 4h 40%
a sec
(3)
- (4) 1/10 3,70x101 3,02x1012 2,65 7 90 3h 100%

Le radiomarquage est suivi par TLC, en utilisant différents éluants. La figure 2.39 représente
les TLC, les conditions d’élution et les Rf des différentes especes.

Le rendement du radiomarquage est fonction du ratio, du pH, de la température et de la méthode
utilisée.

Nous observons que les meilleurs rendements de radiomarquage avec un ratio minimal sont
obtenus avec la deuxiéme méthode, avec laquelle nous récupérons le °>Mn dans une solution
tampon (HEPES).

Avec cette méthode, nous parvenons a obtenir un rendement de radiomarquage de 100 %, en
utilisant un ratio de 1/10 : %*Mn?*/L!, pH 7, 90 °C, aprés 3 h de réaction.
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A noter que dans la plupart des cas, les radiomarquages sont réalisés avec un large excés du
ligand. Alors, a pH 7, nous avons obtenu la formation complete du radiocomplexe, ce qui est
en accord avec les courbes de biodistribution des espéces en fonction du pH obtenues avec
I’isotope naturel. La durée de 3 h de radiomarquage reste raisonnable étant donné la longue
demi-vie du 2Mn?*,

Une fois le radiocomplexe formé, il est utilisé pour des études in vitro, et pour la détermination

de la lipophilie.
Mnse 4 52Mn,0 5
TLC: : Sodenires TLC ! ; : |
Silica Baker plates ek ¥ Silica Machery-Negel plates {i 74 }
Eluant = citrate | i - Eluant=NH,0Ac/MeOH1:1 = =
Rf 52Mn = 0,9 | Rf%Mn=03
Rf complex = 0,1 S R ' Rfcomplex =0,1
: ! | {
+ 54 L SN RS (RS
7 R

TLC:

Silica Baker plates ‘9 e

Eluent = MeOH/ H,0 1:1 W o

Rf 52Mn = not migration R ’% ,.

Rf complex = 0,8 : §

Figure 2.39 : TLC de suivi des radiomarquages, les chiffres représentent le numéro des conditions
expérimentales (voir tableau 2.7).
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7.1.2. Etude de stabilité

La stabilité du radiocomplexe a été évaluée dans différents milieux, tels que 1’eau, saline (0,9
% NacCl), PBS (phosphate buffered saline) et HSA (human serum albumin), en fonction du
temps (1, 18 et 24 h) par TLC.

La figure 2.40 illustre leur évolution dans chaque milieu.
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Figure 2.40 : Stabilité du radiocomplexe [°Mn(L")] dans différents milieux, a pH 7, a différents temps
(0, 1, 18 et 24 h).

Nous observons une légere diminution de la quantité du radiocomplexe (~13 %) en moyenne

au bout de 24 h, quel que soit le milieu.
Néanmoins, nous observons une bonne stabilité du complexe dans ces différents milieux.

Les études de lipophilie montrent que le radiocomplexe [?>Mn(HL?)] est hautement hydrophile
avec un logP =-1,96 £ 0,06, se trouvant dans la méme gamme de ceux des agents de contraste
a base de Mn?*, comme le [Mn(DPDP)]* ou [Mn(EDTA-BTA)]%, avec respectivement des
valeurs logP de -3,07 et -1,84 .

7.2. Etude ex vivo : [**Mn(L-RGD)]

Dans le but d’une validation biologique de la bispidine L!, nous avons fonctionnalisé cette
derniére avec un peptide de type RGD cyclique, connu pour cibler les intégrines surexprimées
sur les membranes cellulaires tumorales. Nous avons ainsi réalisé une étude de biodistribution
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du ligand L*-RGD chez trois souris femelles SWISS nudes, porteuses de tumeurs colorectales
orthotopiques. Ces tumeurs ont été induites par des cellules de type HCT116 (cellules humaines
de cancer colorectal), implantées au niveau de la paroi du ceecum (premiere partie du c6lon).
Le choix du RGD cyclique comme motif de ciblage permet de cibler plusieurs types
d’intégrines, dont avp5 et avp6, surexprimées par ce type de cellules.®!

Cependant, nous sommes conscients que ce motif de ciblage n’est pas le plus adapté pour les
radiocomplexes a base de 2Mn?* (sa demi-vie longue serait plus adaptée pour des motifs de

longue distribution tels que les anticorps), mais a 1’occasion, nous 1’avions a notre disposition.

La bispidine L! ciblée (L!-RGD) est obtenue a partir d’un dérivé L-maléimide (synthétisé par
nos collaborateurs a Strasbourg), suite a une addition nucléophile 1-4 de la cystéine RGD sur
la liaison double du groupement carbonylé a,B-insaturé du maléimide (figure 2.41), suivie
d’une tautomérie céto-énolique.

Elle est purifiée par Prep-HPLC et caractérisée par LC-MS (voir partie expérimentale).

Nous avons réalisé I’hémisynthése de ce ligand au CBM, en collaboration avec 1’équipe du Dr.

Vincent Aucagne.
Par la suite, le L:-RGD est mélangé avec du >>Mn?*, sous un ratio *>Mn?*/ L-RGD : 1/ 1000,

a pH 7, 70 °C, pendant 3 h, pour obtenir le radiocomplexe ciblé *>Mn(L!-RGD) avec un

rendement supérieur a 97 %.

¢(RGDfC)

Ratio dérivé L1/ ¢(RGDfC):1,1/1

Dérivé L1 PBS (pH 7) ; r,t; 10 min;
Rdt = 98%
Ratio /L¥RGD : 1/1000
pH7;70°C; 3 h;
[ N Rdt > 97%
HO OG) QMNS >—NH
\\\\\Qo OYV o o N

@

KON
/N

)\Q/}w = o HN\(\NH
o
s oj%o
(L-RGD)

Figure 2.41 : Schéma de synthése du radiocomplexe [**Mn(L*-RGD)].
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Une fois le radiocomplexe formé, nous avons injecté chaque souris une solution du
radiocomplexe contenant environ 2 MBq d’activité.

Au bout de 4 h, les souris ont été sacrifiées et les organes d’intéréts récupérés pour faire une
étude de biodistribution.

La figure 2.42 ci-apres illustre cette biodistribution. Les données sont représentées en % de

dose injectée par poids d’organe.
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Figure 2.42 : Biodistribution ex vivo du [®*Mn(L*-RGD)] dans les organes d’intéréts et du sang a 4 h
post-injection.

Nous observons une clairance rapide, accompagnée d’une excrétion plutdt renale du
radiocomplexe, suggérée par les faibles absorptions au niveau du foie, intestins et rate. Le profil
de biodistribution ne montre pas d’accumulation particuli¢re dans le sang, le cceur et le foie ;
organes typiques de fixation du >Mn?" « libre ».3?

Une fixation tumorale assez prometteuse est obtenue. Pour une meilleure exploitation de ces
résultats, nous avons analysé la fixation tumorale en termes de la taille des tumeurs, et calculé
le ratio de fixation entre les tumeurs et des organes/tissue d’intérét. Le tableau 2.8 représente

les données numériques obtenues.
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Tableau 2.9: Données de la fixation tumorale du [*>Mn(L*-RGD)] et du ratio tumeur / intestin ou sang.

Fixation Ratio Ratio
Poids (g) tumorale  tumeur/  tumeur/
(%I1D/g) intestin sang
Souris 1 0,458 1,7 2,2 3,1
Souris 2 0,116 58 6,9 12,2
Souris 3 0,081 8,3 8,9 15,0

Malgré le méme temps écoulé entre ’implantation des cellules tumorales et les études de
biodistribution, les trois souris étudiées présentaient des tumeurs de poids différent. 1l est
intéressant de remarquer que la fixation tumorale la plus élevée est observée avec la plus petite
tumeur. Ceci est en accord avec 1’expression plus importante d’intégrine dans des états plus
précoces de développement tumoral.®! Par ailleurs, un bon ratio entre la fixation dans les
tumeurs et 1’intestin ou le sang, laisse prévoir un bon contraste de la tumeur in vivo.

Alors, ces résultats sont prometteurs et valident le ciblage réalisé avec la bispidine L.
Néanmoins, d’autres études doivent étre faites avec plus de souris portant des tumeurs de méme
taille pour le produit L}-RGD, et idéalement en utilisant d’autres motifs de ciblage plus adapté

au °2Mn.
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Conclusion

En dépit de sa stabilité modeste, le complexe [Mn(HLY)] est doté d’une inertie inédite, lui valant
le titre du complexe de Mn?* hydraté le plus inerte connu a ce jour.

A pH 6, en présence de 50 équivalents de Zn?*, 37 °C, on observe aucune dissociation du
complexe pendant au moins 5 mois.

En plus, cette inertie cinétique exceptionnelle est accompagnée d’une bonne relaxivité (ry =
4,14 mM1.s?t, 60 MHz, 25 °C) pour un complexe de Mn?* monohydraté de petite taille.

Par le biais de la RMN, nous avons démontré qu’a pH physiologique le [Mn(HL)] est présent
sous deux formes distinctes qui différent par la rigidité de la chaine lysine ; et a pH 5, ’espéce
dont la chaine lysine est rigide prédomine.

L’étude in vivo réalisé en IRM chez des souris saines a suggéré que la clairance du [Mn(HLY)]
est rénale. Le complexe a un temps de demi-vie dans la circulation sanguine de 21 min. L’étude
de biodistribution ex vivo (ICP-OES) a permis d’évaluer la teneur en Mn des organes d’intérét
au bout d’une heure trente minutes et conforte les résultats obtenus en in vivo, ¢’est-a-dire une

élimination rapide et compléte.

Nous avons réussi a radiomarquer la bispidine L avec un rendement de 100 %, et on note une
bonne stabilité du radiocomplexe dans différents milieux.

Un dérivé du L portant une unité de ciblage biologique (c(RGDfC)) a été synthétisé, dont nous
avons injecté le radiocomplexe de ®?Mn?* & des souris porteuses de tumeurs colorectales
orthotopiques. Nous avons obtenu une bonne fixation tumorale vis-a-vis des autres organes,

plus particulierement de 1’intestin.

Tous ces résultats sont attrayants et prometteurs pour la conception de sondes destinées a
I’imagerie bimodale IRM / TEP.

Suite a ces résultats trés intéressants, nous avons décidé d’explorer d’autres ligands de type
bispidine penta-, et hexa-dentés, afin d’établir une relation entre leurs structures et les propriétés

physico-chimiques des complexes de Mn?* qu’ils forment.
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Chapitre 3 : Etude de la relation entre la
structure et les propriétés physico-
chimiques des complexes Mn(Bispidine)
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Relation structure-propriétés physico-chimiques des complexes Mn(Bispidine)

Introduction

Suite & I’étude du Mn(HL?Y) qui a révélé des propriétés physico-chimiques trés intéressantes,
plus particulierement une inertie inédite et une bonne relaxivité, ’exploration des ligands de
type bispidine pour la complexation du Mn?* a été élargie.

Sept nouveaux ligands, penta- ou hexa-dentés, ont été congus pour permettre une variation
rationnelle de la structure (figure 3.1). Notre objectif était avant tout de mieux comprendre le
role des différentes fonctions chimiques pour atteindre une inertie exceptionnelle et une bonne
efficacité de relaxation du complexe de Mn?*. Nous avons également voulu voir si une
amélioration de la stabilité du complexe était possible. Comme pour L!, nos collaborateurs de
Strasbourg ont réalisé la synthése des ligands et nous avons mené des études sur les ligands et

leurs complexes de Mn?*,

Dérivé « lysine » PO,H Dérivé « glycine »
o O N_O
HOOCY\/\/NHg, HOWOH HoocW
O N_O l\\\*‘ T K O _N_O
HO™ Yol ©H Lot HOWOH
D “ephosphonates /[T N

!
R4
Bispidine

Figure 3.1 : Structures des bispidines étudiées.
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Ces bispidines difféerent par la nature et la position des groupements fonctionnels que porte le
noyau bicyclique, plus particulierement en positions N7 (et N3) des cycles pipéridines. En
fonction de la nature de ce groupement fonctionnel, nous pouvons classer les bispidines étudiées
dans ce chapitre en trois familles : les bispidines qui peuvent étre considérées comme dérivées
« lysine » (LY, L" et L®), « glycine » (L3, L®, L et nous avons classé dans ce groupe également
L* qui est un isomeére de position du ligand L) et « phosphonate » (L?) (figure 3.1).

Au sein des bispidines considérées comme dérives de la lysine, la variation structurale nous
permettra d’étudier le role de la charge sur la lysine (comparaison L! et L®) essentiellement pour
I’inertie, ainsi que la contribution de I’effet de la deuxiéme sphére a la relaxivité (comparaison
L!etL"). Le groupement phosphonate (L?) ainsi que I’introduction d’un carboxylate additionnel
(L®) peuvent apporter une augmentation de la stabilité du complexe. La variation de la position
du groupement acétate qui porte un site coordinant (O), directement introduit sur le bicycle soit
en position N7, soit en position N3, pourrait conduire a une différence importante dans la sphére
de coordination du métal avec des consequences sur les propriétés physico-chimiques. Enfin,
I’introduction de deux groupements méthyle en position o du carboxylate portant un atome
donneur (L% devrait engendrer une rigidification supplémentaire du ligand et peut-étre une
inertie accrue du complexe MnL.

Dans la famille des bispidines, la conformation du bicycle a un réle primordial pour la formation
des complexes. Alors, dans un premier temps et afin de caractériser la conformation du bicycle
de nos ligands (chaise-chaise, chaise-bateau ou bateau-bateau), nous avons réalisé une étude
RMN 1/2 D, combinée a la potentiométrie. Les résultats de cette étude seront particulierement
importants car ils permettent de prédire I’inertie des complexes de Mn?*. Nous allons démontrer
que l’inertie est étroitement liée a 1’agencement des Sites de coordination et surtout a la
conformation de la molécule et la présence d’une cavité de coordination bicyclique qui en
découlent (figure 3.2). En effet, cette cavité fortement pré-organisée et parfaitement adaptée a
la coordination du Mn?* par sa taille, que nous allons appeler « cavité bicyclique » par la suite,
est essentielle pour obtenir des Mn(Bispidine) inertes ; comme en témoignent déja les ligands
macrocycliques (par exemple les dérivés cyclénes, cyclames’?) et macrobicycliques (les
cryptands®#) qui conférent a leurs complexes une haute inertie. La conformation du bicycle

permettra aussi d’expliquer d’autres phénoménes physico-chimiques.
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Conformation chaise-chaise Conformation bateau-chaise : Conformation bateau-bateau :
absence de la cavité hicyclique absence de la cavité bicyclique

Figure 3.2 : Illustration des différentes conformations que peuvent adopter les bispidines. Seule la
conformation chaise-chaise forme une « cage bicyclique » qui est généralement considérée comme
favorable a la complexation des métaux.

De facon générale, la conformation bateau-bateau est trés défavorable pour les bispidines. En
revanche, des études ont démontré qu’en fonction de la nature du groupement fonctionnel en
position N3, la conformation bateau-chaise peut étre favorisée en raison de la géne stérique des
substituants et aux interactions intramoléculaires comme des liaisons hydrogéne.®

A Tl’issue de cette étude conformationnelle, nous avons réalisé la caractérisation physico-
chimique des complexes de Mn?*, afin d’établir une relation entre leurs structures et leur
stabilité, inertie, et propriétés de relaxation. En particulier, I’'un de nos objectifs était de mettre

en évidence I’influence de la cavité bicyclique sur I’inertie de ces complexes.

1. Synthese et étude conformationnelle des bispidines

1.1. Synthese des bispidines

Toutes les synthéses ont été réalisées par 1’équipe du Dr. Loic Charbonniére et du Dr. Aline

Nonat a I’IPHC a Strasbourg.
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1.1.1. Bispidines dérivées de la lysine

Dans cette famille, mise a part la bispidine L!, nous avons étudié les complexes de Mn?* des
bispidines L’ et L8 qui différent de L, respectivement, par la réduction des carboxylates portés
par les carbones C1 et C5 en alcool primaire (L7), et par ’acylation de I’amine de la lysine pour
obtenir une amide (L8).

Leur schéma de synthése est illustré sur la figure 3.4.

(0]
O O O
\ H
\O)j\/u\/u\o/
NH,CH3
MeOH, 0 °C, 2h
P4
HOOCY\R CH,0, NaHCO,
NH, MeOH, 60 °C, 16 h
Lysine-Boc
HoOOC BN
R HOOC ' 1. LiBH,,THF,
o N_ O YR X

O

ta, 16h N
NaBH,4 o N 2.TFA, DCM,
\O O —_—— ~ _ 16h HO OH
C MeOH, -78 °C,6h O oo e l0h o A
X KIS . . oW

G\‘ ’il @ | NN %| = | _N ! N‘ Pz

Z7 NN L

2 1. TFA, DCM, ta., 16 h, 51 % 84 %

R = C3H6NHBOC 2.CH3COONHS
N-methylmorpholine, DMF
3.LiOH, H,O/THF, ta., 16 h
4. Protonation

Figure 3.4 : Schéma de synthése des bispidines considérées comme dérivées de la lysine.
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1.1.2. Bispidines dérivées du phosphonate

La bispidine L? est obtenue en quatre étapes dans une synthése convergente a partir de I’acide
aminoéthyl-phosphonique et de la pipéridinone Pi. L’acide aminoéthyl-phosphonique est
préparé en deux étapes, par I’hydrogénolyse du composé N,N-dibenzylamine éthylphosphonate
de diéthyle, suivie de I’hydrolyse acide de I’aminoethylphosphonate de diéthyle (figure 3.5).

A H
oA+

_N
NH,CH, ) o
MeOH, 0 °C, 2h ©/\N K

H,, Pd/C, EtOH

reflux, nuit
o OH 0, O~
Sp” HCI, 6 N P
CH,0, NaHCO, ) SOoH - 0\
MeOH/H,0, 60 °C, 6 h HoN reflux, 16 h H,N
2 quant quant
Acide aminoéthyl
phosphonique
rpost POLH, PO3H,
3 N O

0O N_O 1. NaOH 0
NaBH, o NJ O e
o o0 — " = \ _ 2. Acidification HO on ©H
A8, MeOH,-78°C,5h O ToH © E———
TN NN THF/H,0 Y NS
|
N N~ @ | @ N N~

Figure 3.5 : Schéma de synthése de L?, considérée comme dérivée du phosphonate.
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1.1.3. Bispidines dérivées de la glycine

Dans cette famille, les bispidines L3 et L* sont des isoméres de position, portant respectivement
un acétate sur 1’azote N7 ou N3. Pour obtenir les bispidines fonctionnalisées en position N7, la
piperidinone de type P est utilisee (figure 3.6).

Le composé 2, précurseur des bispidines L3, L%, L5 et L®, est obtenu en trois étapes. Pour les
bispidines L3 et L®, fonctionnalisées en position N7 a partir du composé 2, une réaction de
déprotection de I’amine est réalisée, suivie d’une substitution nucléophile sur le bromoacétate
d’éthyle pour obtenir le précurseur de L3 sous la forme estérifiée, ou sur le 2-bromoisobutyrate
de méthyle pour obtenir celle de L® (figure 3.6). Enfin, L3 et L® sont obtenus par hydrolyse des

esters.

Pour L*et L®, fonctionnalisées en position N3, la méme stratégie de synthése a été adoptée,

mais a partir de la pipéridinone Po.
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o

N H
A L
=N
NH,COOCH; NH,CH;
EtOH, 0 °C 2h MeOH, 0 °C, 2h

1:R;=CH;,75%
Py:R,=H,39%

CH,0, THF, o o
65°C 16 h o

amino de 3,5-diméthoxybenzyl
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I‘DMB DMB R2 COOR!
o n~l_ o [o] h‘l o o H o o N_ O
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1 2
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o o~ TFA/DCM o o~
OH OH
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o & o L LOH HO/THF,ta 16h
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2. Acidification ﬁ

Figure 3.6 : Schéma de synthése des bispidines considérées comme dérivées de la glycine.

1.2. Etude conformationnelle des ligands

1.2.1. Par pH-potentiométrie

Des etudes précédemment réalisées sur les bispidines ont montré que le degré de protonation

des héteroatomes du bicycle (seul N3 ou N7 protong, ou les deux) est intrinsequement lie a la
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conformation. Alors que la conformation chaise-chaise est toujours associée a la
monoprotonation, la diprotonation est observée dans les conformations bateau-chaise ou
bateau-bateau.®”

Par conséquent, dans un premier temps nous avons réalisé des titrages pH-potentiométriques
des bispidines L2, L3 L* L° et L® entre pH 2 et 12 afin de déterminer leurs constantes de
protonation et en particulier le degré de protonation des azotes du bicycle.

La figure 3.7 représente les courbes de titrage pH-potentiométriques et le tableau 3.1 rassemble
les constantes de protonation calculées.

Tout au long de ce chapitre, les résultats sur la bispidine L!, présentés dans le chapitre 2, seront

également cités pour inclure la L aussi dans les comparaisons.

12 4 12 4
10 + 10 +
1 2
8 1 L 8 A L
s
6 - :IQ:_ 6 -
4 4
2 T T ) 2 T T |
0 2 4 6 0 2 4 6
nKOH /nL1 nNaOH / nL2
12 4 12 4
10 A 10 1
3 4
8 A L 8 - L
T
=2 T
6 - = 6 A
4 - 4
2 T T | 2 T T |
0 2 4 6 0 2 4 6
nNaOH / nL3 nNaOH / nL4
12 12 4
10 107
8 - 81
T L5 I L6
o 6 | 6
4 4
2 T T ) 2 T T )
0 2 4 6 0 2 4 6
nNaOH / nL5 nNaOH / nL6

Figure 3.7 : Courbes de titrage potentiométrique des bispidines étudiées. ¢. = 1,6 mM. | = 0,15 M
NaCl ; 25°C.
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Tableau 3.1: Constantes de protonation des bispidines étudiées.

L? L2 L3 L* LS LS

logKH1 11,44(1)  11,15(1)  954(4)  11,37(2) 9,91(1) 10,74(1)
logKr2 10,31(2) 7,35(3) 511(6)  10,46(2) 9,05(1) 5,55(1)
logKHs 4,71(5) 3,78(4) 2,99(6) 4,65(3) 5,66(2) 2,89(1)
logKa 2,76(5) 3,02(5) 1,80(5) 3,40(3) 3,73(2) 1,48(1)
logKHs 2,22(4) - - 2,89(3) 2,74(1) -
logKHs - - - - 1,40(2) -
XlogKHi 31,44 25,26 19,44 32,93 32,49 20,66

En inspectant les constantes dans la gamme basique ou la protonation des amines du bicycle est
attendue, une seule constante de protonation est obtenue pour tous les ligands, sauf pour L, L*
et L®, qui en ont deux. Pour L1, nous avons vu dans le chapitre 2 que ’une de ces deux constantes
de protonation (la deuxiéme) correspond a celle de I’amine de la lysine. Les ligands L* et L® ne
possédent pas d’autres sites que les amines tertiaires (N3 et N7) du bicycle qui peuvent se
protoner en milieu basique. Pour L* et L®, le bicycle peut étre donc diprotoné (N3-H H-N7),
alors que pour L, L2, L3 et L®, il est monoprotoné (N3-H---N”; avec un pont hydrogéne établi
entre les deux sites). Ceci nous permet de conclure que la diprotonation est observée
uniquement pour les ligands qui portent un groupement acétate en position N3.

La diprotonation du bicycle entraine vraisemblablement des répulsions électrostatiques entre
les azotes N3 et N7 positivement charges, ce qui pourrait en conséquence favoriser la formation
des conformeres bateau-chaise, bateau-bateau, ou le mélange des deux.

En plus, la conformation bateau-chaise peut étre stabilisée par des liaisons hydrogene
intramoléculaires entre le proton de 1’azote N3 et les sites accepteurs d’hydrogéne environnants,
plus particulierement 1’oxygene du carboxylate porté par ce méme azote, a travers la formation
d’un pseudo-cycle a cing chainons (figure 3.8). D’ailleurs, une étude a été réalisée par 1’équipe
du Dr. Loic Charbonniere sur les analogues bispidone de ces deux ligands, portant des
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carboxylates estérifiés. Elle a également révelé une conformation bateau-chaise du bicycle ou
les pyridines se trouvent en position trans.®

La comparaison des logKm de L* et L® nous a permis d’attribuer la premiére étape de
protonation a I’azote N7. Pour L*, la basicité est renforcée par 1’effet inductif donneur (+I) du
méthyle. En revanche, elle est atténuée pour L° par la présence du carboxylate qui exerce un
effet inductif attracteur (-1).

L’ensemble de ces résultats combinés a ceux de la littérature®” laisse prévoir une conformation
bateau-chaise pour les molécules L* et L°, fonctionnalisées par un acétate en position N3, et
chaise-chaise pour tous les autres dont le méme azote porte un méthyle. Dans la suite, on se
référera respectivement aux systémes diprotonés (N3-H H-N7 pour L* et L®) ou monoprotonés
(N3-H---N’ pour L1,L2, L3 L® L' et L8). Dans le but de conforter cette hypothése, nous avons
réalisé une étude RMN 1 et 2D, plus particulierement ROESY (Rotating frame Overhauser
Effect SpectroscopY).

Figure 3.8 : Illustration des deux conformations supposées ; avec X = 1, 2, 3 et 6 pour HL* ; X = 4 et
5 pour H,L*.

1.2.2. Par étude RMN

La structure 3D de ces bispidines en solution aqueuse est caractérisée a travers 1’observation
des couplages dipolaires des protons (effet NOE, Nuclear Overhause Effect) ; nous avons choisi
I’expérience ROESY, car elle est plus adaptée aux petites molécules et I’intensité de NOE est

toujours positive.

140



Relation structure-propriétés physico-chimiques des complexes Mn(Bispidine)

a) RMN 1D :!H

Nous classons les protons des bispidines dans trois groupes : les protons aromatiques, les

protons du noyau bicyclique et les protons aliphatiques (figure 3.9).

H R) 'H : aliphatique

'H: noyau bicyclique

HO,C

Figure 3.9 : lllustration des trois groupes de protons et représentation des ligands étudiés.

> Les protons aromatiques :

Leurs signaux portent des informations sur la symétrie ou I’asymétrie de la molécule. Le
dédoublement de ces protons refléte la non-équivalence des deux pyridines, due a des liaisons
hydrogene intramoléculaires entre certains protons des pyridines et les sites accepteurs

d’hydrogene environnants.
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» Les protons du noyau bicyclique :

Comme les protons aromatiques, ils informent sur la symétrie de la molécule. lls permettent
aussi de caractériser la conformation du bicycle par la détermination de la position relative des
protons H®®ax-eq et H?* & travers ’effet NOE. En plus, la constante de couplage 2J, qui se
référe au couplage scalaire des protons H%®ax et H¥8eq, dépend de ’angle du diédre des noyaux
couplés et permet ainsi d’évaluer la rigidité du cycle pipéridine qui porte 1I’azote N7.

L’ordre du couplage est défini par la valeur du paramétre Av/J, avec :

Av = /D% —J? équation 3.1

D =vg;x — vy équation 3.2

va: fréquence de résonance de la partie A du systeme AB ou AX ;
veix . fréquence de résonance de la partie B/X du systéeme AB ou AX ;
Ja/ax : constante de couplage des protons.

e SiAv/J >10: le couplage est généralement considéré de 1% ordre (faible), le cycle se

rigidifie et le systéme est de type AX.
e SiAv/J <10 : le couplage est de 2" ordre (fort), le cycle tend & perdre sa rigidité et le

systeme est de type AB (effet toit).
e Si Av/J =0: le couplage est de 2" ordre (trés fort), le cycle perd sa rigidité et les

protons deviennent magnétiquement équivalents (systéme Ay).

» Les protons aliphatiques :

Ils donnent des informations structurales tres intéressantes, comme en témoigne I’étude RMN
réalisée avec le Mn(HL?) dans le chapitre 2.
Il est a noter que la différence de déplacement chimique entre les protons équatoriaux et axiaux

est positive (AD = dequ —dax > 0) quand le cycle est en conformation chaise (effet anisotrope).’

Les spectres RMN *H des ligands étudiés sont représentés sur la figure 3.10.
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Figure 3.10 : Spectre RMN *H des bispidines étudiées ; pD 7,7 ; 600 MHz ; 25°C.

L’attribution des protons est basée sur ’analyse des spectres RMN 1D (*H) et 2D (TOCSY et
HSQC, voir partie expérimentale) et des données de la littérature.

Les spectres RMN H révélent une haute symétrie de ces bispidines, a I’exception de la LY, qui
posséde un centre asymétrique au niveau du carbone C9. L’asymétrie de L! est caractérisée par
le dédoublement de tous les protons des pyridines et des protons H®®ax-eq du cycle
pipéridine(N7) (voir Chapitre 2).

L’analyse des déplacements chimiques des protons H¥®ax-equ suggére une conformation chaise
du cycle pipéridine(N7) pour tous les ligands.

Pour évaluer la rigidité du cycle, nous avons calculé le paramétre Av/J des protons H¥®ax-eq de

chaque ligand (tableau 3.2).

143



Chapitre 3

Tableau 3.2: Paramétres RMN caractérisant la rigidité du cycle pipéridine(N7). * Valeur fixée, en

prenant la valeur moyenne du %Jax des autres bispidines.

Ligand vx (Hz) va (Hz) D (Hz) 2Jax (Hz) Av (Hz) AvlJ
Lt 2136 1788 348 14,72 347,59 23,61
L2 2285 1943 342 14,27* 342,11 23,97
L3 2212 1914 297 13,41 297,14 22,17
L4 2365 1897 468 14,60 467,71 40,01
L® 2381 1985 396 14,27* 395,77 27,73
LS 2251 1909 342 14,32 342,12 23,89

Les constantes de couplage scalaire élevées et les valeurs du Av/J qui depassent 10 mettent en

évidence la rigidité du cycle pipéridine(N7)° et la présence d’un systéme de type AX. La valeur

de Av/J est particulierement élevée pour L* et L® (sous forme diprotonée N3-H H-N"a pH 7,3),

qui pourrait étre la conséquence des interactions inter et/ou intramoléculaires entre les protons

équatoriaux H®8eq et leur environnement le plus proche (figure 3.11). A noter que mis & part

les protons échangeables des azotes N3/N7, les bispidines portent d’autres sites donneurs

d’hydrogéne (C-HPY, C-H?4, C-H®®), et la force des liaisons hydrogéne du systéme (C-H---O)

a été estimée entre 1,7 et 4,0 kJ.mol?.®
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Figure 3.11 : Illustration de la rigidification du bicycle dans le cas de L* (R=CHs) ou L®> (R=CHsCO,
).

Gréace a la polarité du solvant (D20O) et la charge positive sur N7, de fortes interactions
intermoléculaires (liaison hydrogene ou Van der Waals) peuvent s’établir avec la participation
des protons H®® en position équatoriale, ayant pour conséquence le déplacement de leur
fréquence de résonance vers les champs faibles (déblindage). De tels effets du solvant'®*! et

des liaisons hydrogeéne!? 2 sur le déplacement chimique ont été décrits.

La différence de valeur du paramétre Av/J entre les bispidines L* et L° serait due a la nature du
groupement R. En effet, la présence d’un groupement attracteur (-1) (R = -CH,-COO™: L) ala
place du groupement donneur (+1) (R = -CHgs: L*) peut afflaiblir la force de la liaison N7-H et
atténuer les effets décrits ci-dessus.

L’ensemble de ces résultats nous ont permis de conclure I’existence d’un systeme AX entre les
protons H®ax-eq, et donc une conformation chaise et une forte rigidité pour le cycle

pipéridine(N7).

Par la suite, et afin de caractériser la conformation du cycle pipéridine(N3), nous avons réalisé
une étude RMN 2D homonucléaire (*H-'H) : ROESY.
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b) RMN 2D : ROESY

Nous avons analysé les spectres RMN ROESY des bispidines L* (systéme N3-H H-N7) et L®
(systeme N3-H---N") apH 7 (pD 7,41). Le choix de ces deux bispidines découle tout simplement
du fait que le signal des protons H?* du cycle pipéridine(N3) est facilement observable alors
qu’il est sous le pic de I’eau pour les autres ligands (a ’exception du L° qui a un spectre similaire
a celui du L* mais moins résolu). Tous les spectres sont enregistrés dans les mémes conditions
expérimentales (pH, concentration, nombre de scans, etc).

Afin de caractériser la conformation du cycle pipéridine(N3), nous avons plut6t suivi les taches
de corrélation entre protons H?* et H®®ax/eq (figure 3.12). En effet, en fonction de la
conformation du bicycle, la position relative des protons H¥# du cycle pipéridine(N3) vis-a-vis
des protons H®® en position axiale et équatoriale différe (figure 3.12) ; en conséquence leur

couplage dipolaire sera affecte.

Figure 3.12 : lllustration des corrélations probables en fonction de la conformation du bicycle : L° (&
gauche) et L* (a droite).
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> Etude du spectre ROESY de L® (systeme N3-H---N7)

La figure 3.13 représente la région du spectre ROESY ou on observe les protons du noyau

bicyclique et aliphatiques.
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Figure 3.13 : Spectre ROESY de la bispidine L® et illustration des corrélations observées.

Le couplage dipolaire observé entre les protons H®® axiaux et H* confirme la conformation

chaise du cycle pipéridine(N7).

Entre les protons H¥*et H%®, seule la correlation avec les H®® en position axiale est observable,
suggérant qu’ils sont plus proches des protons H?* que leurs diastéréotopes en positon
équatoriale (H%®eq). En conséquence, nous pouvons déduire que les protons H?* sont en
position axiale. Donc, ces résultats confirment la conformation chaise-chaise de la bispidine L®,

avec les pyridines en position cis et la fonction alcool en téte de pont pointant vers 1’azote N3.
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> Etude du spectre ROESY de L* (systeme N3-H H-N")

La figure 3.14 représente la région du spectre ROESY ou on observe les protons du noyau
bispidol et aliphatiques. Pour le cycle pipéridine(N7), les mémes corrélations sont détectées que
dans le cas du L®, confirmant sa conformation de type chaise. En revanche, et contrairement a
la bispidine L8, une tache de corrélation apparait également entre les protons H?* et H%8eq, avec
un NOE deux fois plus intense que celui avec les H®® en position axiale, suggérant la proximité
des protons H?* et H®8 équatoriaux. En plus, quasiment les mémes intensités d’effet NOE sont
observées pour les corrélations H¥4--H® et H?4--H%8eq, confortant la structure proposée sur la
figure 3.14.

Ces résultats suggeérent la conformation bateau du cycle pipéridine(N3) de la bispidine L*, avec

les pyridines en position cis.

L e
N
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™
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F 3
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H2/4 — H6l8equ H2/4 _ H6/8ax H2/4 —H°
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Figure 3.14 : Spectre ROESY de L* et illustration des corrélations observées.
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Figure 3.15 : Superposition des spectres ROESY de L* (couleur verte) et L® (couleur rouge) dans la
région des protons aromatiques et du noyau bicyclique.

La figure 3.15 indique une tache de corrélation trés intense entre les protons H® et H¥* pour L,
en contraste avec L. Ceci est probablement la conséquence d’une modification de I’angle du
diédre, qui rapproche les deux groupes de protons dans la conformation bateau. En plus, les

pyridines sont bloquées dans HzL* (figure 3.15) et non dans HL® (libre rotation).

En résumé, ces resultats RMN sont en parfait accord avec les conclusions des titrages
potentiométriques et indiquent que les bispidines dont le bicycle reste monoprotoné (N3-H---
N7) (L%, L?, L3, L®) adoptent une conformation chaise-chaise, avec une cavité bicyclique adaptée
a la complexation de métaux. En contraste, les ligands dont le bicycle subit une double
protonation (N3-H H-N’: L% L®), auront une conformation bateau-chaise, dénuée de cavité
bicyclique. La comparaison directe entre les isoméres L et L* montre a quel point le
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changement de la position d’un groupe donneur peut influencer sur la conformation du bicycle,
et ainsi sur les propriétés de coordination de ces ligands.

La suite du chapitre est consacrée a la compréhension des relations entre la structure et les
caractéristiques physico-chimiques des complexes de Mn?* formés par ces ligands. Nous allons
nous intéresser aux stabilités, inerties, ainsi qu’aux propriétés de relaxation et mettre en

évidence I’influence déterminante de la « cavité bicyclique ».

2. Etude de la relation structures-propriétés physico-chimiques des
complexes Mn(Bispidine)

Dans le processus de validation d’un complexe métallique paramagnétique comme agent de
contraste en IRM, I’étude des propriétés physico-chimiques est primordiale afin d’évaluer leur
stabilité, leur inertie cinétique et leur efficacité. Or, ces propriétés sont intimement liées a la
structure du ligand. Notre objectif a été alors de mieux comprendre la corrélation entre les

structures des complexes bispidines et leurs propriétés physico-chimiques.

2.1. Etude de la complexation des ligands de type bispidine avec le Mn?*
a pH physiologique et de la stabilité des complexes

2.1.1. Etude de la complexation a pH physiologique

Cette étape est essentielle pour définir le protocole expérimental approprié pour la préparation
des complexes de Mn?* utilisés lors des études ex et in vivo ainsi que pour la détermination des
constantes de stabilité par titrage potentiométrique. A cet égard, nous avons suivi trois
grandeurs physiques liées aux propriétés physico-chimiques des réactifs mis en jeu, tels que le
temps de relaxation longitudinale, 1’absorbance UV-vis et le pH, suite a un mélange équimolaire

du Mn?* et du ligand correspondant dans une solution aqueuse.
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a) Suivi de la complexation par relaxométrie

L’évolution du temps de relaxation longitudinal en fonction du temps dans des solutions
tamponnées a pH 7,4 (figure 3.16), qui refléte dans notre cas 1’évolution de la premiére sphére

de coordination du Mn?*, révéle trois scénarios différents en fonction du ligand :

a) Complexation trés rapide avec L* et L>;
b) Complexation relativement lente avec L2 et L3;

c) Complexation lente avec L!, L8 L7 et L8,
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Figure 3.16 : Evolution de la vitesse de relaxation longitudinale en fonction du temps a pH 7,4 dans
une solution équimolaire de Mn?* et L en milieux aqueux. ¢. = Cunz+ = 1,5 MM ; Cxepes = 50 mM ; 60
MHz ; 25°C.
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La complexation se fait en quelques minutes avec L* et L, qui sont diprotonés a pH 7 (N3-H
H-N") ; sans différence notable entre les deux ligands.

Tous les autres ligands sont monoprotonés sur le bicycle a pH 7 (N3-H---N’). La différence
principale entre les groupes (b) (L2 L®) et (c) (LY, LS L7 et L®) est que, contrairement aux
ligands du groupe (b), les molécules LY, L8, L7 et L® possédent un groupement encombrant en
position o du groupement fonctionnel (carboxylate) porté par 1’azote N7 (figure 3.17).
L’encombrement stérique induit par la présence de ce groupement est responsable du
ralentissement de la cinétique de formation. Ce phénomene est connu dans la famille des
complexes de lanthanides formés par des dérivés DOTA, ou par exemple I’introduction des
groupements méthyle en position o sur les bras acétates du DOTA (ligand DOTMA) conduit &

une diminution de la vitesse de formation du complexe d’Eu®* de 3 ordres de grandeur.

b)

R=-CO,;R,=R,=H;-CO, =-PO;H" : L?
R=-CO, ;R =R,=H: L3

R=-CO, ; R, = H; R, = -C,HyNH,*: L1
a s R=-CO, R, =R,=-CHj: LS
E - EES 'C'-O s R =-CH,-OH: R, = H; R, = -C,HyNH,": L7
=-CH,CO; R =-CO; R, = H; R, = -C;H;-NHCOCH: L8

Figure 3.17 : Classification des ligands selon la cinétique de formation des complexes de Mn?®*: a)
formation rapide ; b) relativement lente et c) lente.

Notre objectif n’était pas de réaliser une €tude poussée de la cinétique de formation des
complexes Mn(L) avec des ligands de type bispidine ; néanmoins, nous avons voulu faire une
estimation des temps de demi-vie de la réaction dans nos conditions expérimentales (qui ne sont
pas des conditions de pseudo-premier ordre). Nous avons donc fait un ajustement des données
de la figure 3.16 (sauf pour Mn(L* et Mn(L°) qui ont une cinétique trop rapide) & une fonction
mono-exponentielle. Il est intéressant d’observer que seules les courbes de Mn(L?2) et Mn(L®)
(groupe b) peuvent étre calculées avec une fonction mono-exponentielle. Les Kobs et t1/2 obtenus
sont respectivement 3,91x107° s et 1,41 min pour Mn(L?) et 2,74x107 s et 2,17 min pour
Mn(L3). Pour tous les autres complexes (groupe c), la variation du 1/T1 avec le temps peut étre

décrite par une fonction bi-exponentielle. Méme si I’interprétation de cette observation
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n’est pas évidente, cela montre encore une fois que la cinétique de formation de ces deux

groupes de complexes est trés différente.

b) Suivi de la complexation par spectroscopie UV-visible

La complexation du Mn?* par les ligands de type bispidine L!, L% L° et L% a été également
suivie par spectroscopie UV-visible via I’évolution de la bande d’absorption due aux transitions

n — 1 des pyridines en fonction du temps (figure 3.18).
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Figure 3.18 : Evolution de I’absorbance en fonction du temps : a) Mn(L') ; b) Mn(L®) ; ¢) Mn(L?) ; d)
Mn(L®) ; pH 7,36 ; & 25°C ; Cumno+ = CL = 45 UM, Chepes = 2 mM. Pour plus de clarté, nous avons inséré
dans les graphes a et b, la région qui illustre les premiéres minutes de la complexation.

Pour L! et L® dont la réaction est lente, nous avons suivi les longueurs d’onde de 1’absorbance
maximale (Amax) du ligand (260 nm) et du complexe (262 nm). Entre les ligands et leurs
complexes, nous observons une évolution hyperchrome, accompagnée d’un effet bathochrome.

Dans les premiéres minutes (< 0,2 h) aprés avoir mélangé le Mn?* avec le ligand, aucune

évolution de I’absorbance n’est observée, avant une augmentation lente et I’arrivée a un plateau
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au bout de 12 et 15 h respectivement pour Mn(L® et Mn(L!). Une deuxiéme phase
d’augmentation est observée par la suite (figures 3.18 et 3.19).

Ces résultats permettent de conclure I’implication progressive des pyridines dans la
complexation du Mn2*. 1l semble que la coordination des pyridines n’est pas immédiate, ce qui
suggére la formation d’un pré-complexe dans lequel 1’azote des pyridines ne sont pas
(entierement) coordinés.

Comme vu précédemment dans le suivi par relaxométrie, avec les ligands L* et L, la formation
du complexe est trés rapide, et elle est accompagnée d’une évolution hyperchrome, sans

changement dans la position de la bande d’absorption (figure 3.18).

0,8 -
L8+ 1equMn?*:17h
0,6 - f
< 0,4
0,2 -
0 T T 1
230 250 270 290

A/nm

Figure 3.19 : Spectres UV-vis pendant ['évolution de la complexation de la bispidine L°. CLe = Cwnz+ =
45 HM, pH 7, CHEPES = 2 mM, 25°C.1=0.1M.

¢) Suivi de la complexation par potentiometrie

Les résultats précédents (pour L! et L®) semblent indiquer la formation d’un pré-complexe dans
un premier temps. Des intermédiaires diprotonés ont été décrits dans la formation des
complexes de lanthanides avec des ligands cyclenes (comme le DOTA), dont la déprotonation
constitue 1’étape déterminante de la cinétique.’>° Il est tout a fait plausible d’imaginer la

formation d’un complexe monoprotoné comme intermédiaire dans notre cas, étant donné la

monoprotonation du ligand a pH 7,4.
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Afin d’obtenir des informations sur le degré de protonation de ce pré-complexe, nous avons
suivi un protocole similaire a ce qui était précédemment utilisé dans 1’é¢tude de cinétique de
formation du Gd(DOTA).2’ Aprés avoir mélangé le Mn?* et la bispidine L® en proportion
équimolaire (3 mM) a pH 7,36 dans une solution faiblement tamponnée (25 mM HEPES), nous
avons suivi I’évolution du pH en fonction du temps (figure 3.20-a). Dans les premieres minutes
de la complexation, le pH est quasi-constant, puis diminue progressivement jusqu’a 1’état
d’équilibre, atteint au bout de 2 h. Cette temporalité est en accord avec celle obtenue par
relaxométrie (figure 3.16), et I’évolution du pH suggere que 1’étape déterminante de la cinétique

de formation correspond bien a la déprotonation de 1’intermédiaire Mn(HL®)*.
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A A A
7,3 A A A A
7,3 1 3
ﬁ Q7,2
A
z AN 7.1 4 . . . . ,
AA 00 10 20 30 40 50
7,2 A A t/ min
A A
A A A A
7,1 T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
t/h
b) 7,4 -
N
A
A
7.3 1 SN
A
N
= N
A
7,2 A A A
A
A
A A
7,1 T .
0,0 0,5 1,0
nH*/ nligand

Figure 3.20 : a) Evolution du pH en fonction du temps. Cie = Cwn2+= 3 MM ; Crepes = 25 MM ; b) Titrage
potentiométrique de [’HEPES avec du HCI. ciei = 0,1 M. | = 0,15 M NaCl.

Pour mettre en évidence la quantité exacte de protons mise en jeu, nous avons titré une solution

contenant la méme concentration d’HEPES que celle utilisée dans I’expérience précédente avec
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de I’acide chlorhydrique (0,1 M) jusqu’a atteindre le pH mesuré¢ a I’équilibre de la complexation
(figure 3.20-b). Cette courbe de titrage révele qu’avec I’ajout d’un équivalent de protons (par
ligand), on obtient la méme variation de pH que celle observée lors de la réaction de
complexation de L®. Ceci nous permet de conclure que le pré-complexe formé dans la premiére
étape de la formation de Mn(L®) est un intermédiaire monoprotoné.

La méme expérience a été répétée avec la bispidine L! et conduit au méme résultat. On note
néanmoins que pour LY, le complexe final formé a pH 7,4 est un complexe monoprotoné (sur

la lysine ; Mn(HL?Y)), donc I’intermédiaire est en réalité un complexe diprotoné.

2.1.2. Stabilité

Afin d’évaluer la stabilité des complexes de Mn?* et de Zn?* formés avec les ligands, des études
potentiométriques ont été réalisés entre pH 2 et 12.

Pour les complexes de Mn?* des bispidines L® et L® qui se forment lentement, nous avons réalisé
des batchs entre pH 2,5 et 7. Pour L?, la complexation du Mn?* est compléte au dela de 10 min
apH 7 (et en 15 min a pH 3), nous avons donc réalisé un titrage manuel dans cette gamme de
pH avec un temps approprié pour atteindre 1’équilibre (~20 min). En revanche, pour L* et L la
complexation est rapide méme en milieu acide, nous avons alors réalisé un titrage automatique
: de méme que pour tous les complexes de Zn?* qui se forment rapidement.

La figure 3.21 représente les courbes de titrage. Les données expérimentales ont été analysées
via le logiciel Hyperquad 2008 et le tableau 3.3 représente les constantes de stabilité et de
protonation des complexes (voir I’équation 2.2 pour la définition des constantes). Les valeurs
de pMn et pZn ont été également calculées ; elles permettent une comparaison des stabilités
indépendamment de la basicité des ligands. La figure 3.22 représente la distribution des espéces
pour les complexes de Mn?* calculée selon les constantes déterminées, ainsi que 1’évolution de
leur relaxivité en fonction du pH. L’évolution de la relaxivité de ces systémes en fonction du
pH est en parfait accord avec la distribution des especes, confirmant le model d’équilibre utilisé

pour la détermination des constantes de stabilité.
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Figure 3.21 : Courbes de titrage potentiométrique des ligands en absence et en présence des métaux
Mn?* et Zn** ; c. = cmw = 1,6-1,8 mM ; | = 0,15 M NaCl et KCI (pour L%). 25°C.
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Tableau 3.3: Constantes de protonation des ligands et constantes de protonation et de stabilité des

complexes.

logKh:
logKhz
logKns
logKna
logKhs
logKns
XlogKHni
logKwmnL
logKmnHL
logKmnHaL
logKmnHaL

|OgKZn|_

logKznHL

logKznHa1

logKznHaL

pMn?

pZn?

L
11,44(1)
10,31(2)
4,71(5)
2,76(5)

2,22(4)

31,44

12,21(5)

10,42(3)

3,87(4)

15,59(3)

10,33(2)

3,28(1)

6,65

8,40

L2
11,15(1)
7,35(3)
3,78(4)

3,02(5)

25,26

13,72(3)

5,31(2)

3,90(1)

16,54(4)

5,43(3)

3,39(2)

7,28

8,76

LS
9,54(4)
5,11(6)
2,99(6)

1,80(5)

19,44

11,26(4)

3,20(3)

13,72(2)

3,26(1)

7,06

8,29

apM = - log[Miibre] ; Cmn =CL =10 M, pH 7,4.

L4
11,37(2)
10,46(2)
4,65(3)
3,40(3)

2,89(3)

32,77

12,81(5)

9,54(3)

3,70(4)

18,49(3)

9,35(2)

3,44(2)

2,51(2)

6,47

9,21

L5
9,91(1)
9,05(1)
5,66(2)
3,73(2)
2,74(1)
1,40(2)

32,49

14,40(1)
9,12(1)
3,52(1)
2,20(1)

17,59(3)

8,94(3)

3,44(3)

2,26(4)

8,48

9,98

L6
10,74(1)
5,55(1)
2,89(1)

1,48(1)

20,66

11,60(4)

4,52(3)

14,90(4)

3,43(2)

6,63

8,28

159



Chapitre 3

L’analyse de ces constantes nous permet de tirer un certain nombre de conclusions.
Similairement a ce qui était déja observé dans le cas du L! dans le chapitre précédent, les
stabilités des complexes de Mn?* restent plutot modestes en comparaison aux meilleurs ligands
décrits par la littérature dans le contexte de I’'IRM. En effet, les valeurs de pMn sont toutes
moins élevées pour nos ligands penta-dentés (donc les complexes de Mn?* monohydratés) que
celles de [Mn(PyC3A)] (pMn = 8,17) ou [Mn(PC2A-EA)]* (pMn = 9,27), les deux chélates
que I’on peut avant tout considérer comme références. Il faut noter quand-méme que PyC3A et
PC2A-EA sont tous les deux des ligands hexa-dentés (et les complexes monohydratés).
Néanmoins, la complexation est compléte & pH 6 dans chacun des systémes Mn?* - L (figure
3.22). En raison de ses six fonctions donneurs, L° forme un complexe de Mn?*
considérablement plus stable que les autres ligands penta-dentés. La stabilité des complexes de
Zn?* est de 3-6 ordres de grandeur supérieure a celle de leur analogue de Mn?*, obéissant a la

série d’Irving-Williams.

A pH physiologique, les complexes Mn?* de L, L* et L5 sont monoprotonés, mais leur situation
n’est pas pareille. Contrairement au [Mn(HL)] qui porte le proton sur la lysine, dans le cas de
[Mn(HL%] et de [Mn(HL®)]", c’est I’amine N3 ou N7 du bicycle qui reste protoné et ainsi ne
participe pas a la complexation du métal. Ceci est évident, vue la valeur élevée de la constante
de protonation des complexes, correspondant clairement a une amine. La situation est identique
pour leurs analogues [Zn(HL*)] et [Zn(HL®)]". Ces résultats confirment que ces complexes
[M(HL%] et [M(HL®)]", comme d’ailleurs les ligands non-complexés, ont une conformation qui
differe a celle des autres systéemes (chaise-chaise), et par conséquent, dans les complexes le
cation métallique ne se trouve pas dans une « cavité bicyclique ». Il est intéressant de constater
que malgré cette conformation a priori moins favorable a la complexation, la stabilité du
complexe [Mn(HL*)] n’est que trés légérement dégradée en comparaison aux autres chélates
pentadentés, en conformation chaise-chaise [(Mn(LY)], [Mn(L?)]%, [Mn(L®], [Mn(L%]". On
peut en déduire que la coordination de 1’un des carboxylates portés par le bicycle du L* stabilise
la complexation. On note aussi que comparés aux autres ligands, L* et L> forment des
complexes de Zn?* plus stables. Cela pourrait signifier que le site de coordination proposé par
ces ligands en conformation bateau-chaise est mieux adapté a la taille plutot petite du Zn?* que

le site (cage bicyclique plus large) disponible dans une conformation chaise-chaise.
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Concernant les complexes [Mn(HL%] et [Mn(HL®)]", leur déprotonation en milieu basique
n’affecte pas notablement la relaxivité (figure 3.22), méme si une légére variation est détectée
pour [Mn(HL*)] autour de pH 9. Il est impossible de savoir sans études supplémentaires en
RMN par exemple, si la déprotonation de I’amine génére une réorganisation conformationnelle
du complexe, mais I’invariance de la relaxivité suggere que les parametres qui interviennent
dans la détermination de la relaxivité ne sont pas affectés.

Comme c’est souvent le cas dans une famille de ligand, la valeur de la constante de stabilité est
directement corrélée a la basicité des ligands (3 logKni) au sein de la série des bispidines portant
le méthyle en position N3 et ’acétate en N7, a I’exception du dérivé phosphonate L?; la stabilité
accroit avec ’augmentation de la basicité. La substitution de la fonction carboxylate (L?) par
un phosphonate (L?) engendre I’augmentation modérée de la stabilité aussi bien pour le Mn?*
que pour le Zn?*. Le méme phénomeéne a été observé par exemple pour les ligands 1,7-Hsdo2a
et 1,7-Hzdo2p, avec des logKmnL respectives de 14,542122 et 18,10%,
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Figure 3.22 : Distribution des espéces et variation de la relaxivité en fonction du pH: a) Mn/L* ; b)
Mn/L?; ¢) Mn/L® ; d) Mn/L* ; &) Mn/L® ; f) Mn/L®. Cunz+ = Ciig = 1 mM.

Sur la base de tous ces résultats, la complexation des différents ligands peut étre comme illustrée
sur la figure 3.23.
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a) Complexation trés rapide

Cl,,5H,0
—_—
pH 7,4 ;25°C
Mn(HL%)
b) Complexation relativement lente
Cl,,5H,0
pH 7,4 ; 25°C
HL3 Mn(L3)
€) Complexation lente
HO __ o
o
Cl,,5H,0
—_—
pH 7,4 ; 25°C

Etape cinétique
déterminante

Mn(LS)

Figure 3.23 : lllustrations représentatives de la complexation des différents ligands a pH 7.
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En résumé, dans cette classe des ligands de type bispidine, la fonctionnalisation de 1’azote N3
du bicycle est déterminante sur les propriétés cinétiques et thermodynamiques de

complexation :

a) : Quand I’azote N3 porte un acétate (L* et L®), les ligands sont diprotonés a pH 7 sur le
bicycle et possedent une conformation bateau-chaise. A pH physiologique, leur complexation
avec le Mn?* est trés rapide, ne conduit probablement pas & un changement de la conformation,
et I’'une des amines du bicycle reste protonée dans les complexes. Cette situation est représentée
par le cas du [Mn(HL*] sur la figure 3.23.

b et c) : En revanche, les ligands qui ont un méthyle sur 1’azote N3 ne peuvent porter qu’un seul
proton sur le bicycle (N3-H---N7). Ils possédent une conformation chaise-chaise et donc une
cavité bicyclique pour la complexation métallique. A pH physiologique, la formation de leur
complexe de Mn?* est plus au moins lente en fonction de 1’encombrement stérique du
groupement en position a par fonction portée par I’azote N7, et les complexes formés ne sont
pas protonés. Cette situation est représentée par le cas des complexes [Mn(L?)]" et [Mn(L®)]
sur la figure 3.23.

A cause de la formation lente, pour toute utilisation lors des études de caractérisation et in vivo,
ces complexes sont préparés en mélangeant des quantités équimolaires de Mn?* et de ligand, &
pH 7, 65 °C, pendant 30 min. Le pH est régulierement contr6lé et ajusté par ’addition d’une

solution de base (NaOH).

2.2. Influence de la nature et de la position des groupements
fonctionnels sur les propriétés physico-chimiques des
complexes Mn(Bispidine)

Afin d’établir une corrélation entre la nature et la position des groupements fonctionnels des
bispidines étudiées dans ce chapitre et les propriétés physico-chimiques de leurs complexes de
Mn?*, nous avons étudié 1’ensemble des complexes de Mn?* (Mn/L1®). Dans un souci de clarté
et vu le trés grand nombre de systémes a comparer et la quantité des résultats a analyser, nous
avons décidé de les présenter en différents sous-chapitres. Nous allons d’abord discuter sur leur
inertie et par la suite les propriétés de relaxation seront présentées. Dans chacune de ces deux

parties, différents groupes de complexes seront comparés entre eux. Cela nous permet de tirer
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des conclusions de fagon plus claire par rapport a I’influence d’un changement structural
spécifique sur le ligand (par exemple la substitution d’un carboxylate par un phosphonate, ou

le remplacement des carboxylates non-coordinants par des fonctions OH sur le bicycle).

2.2.1. Inertie des chélates de Mn(L)

Aujourd’hui, il est généralement reconnu que I’inertie des complexes est plus primordiale que
leur stabilité quand une application in vivo, par exemple comme agents de contraste en IRM,
est envisagée;?* du fait qu’une éventuelle toxicité de ces complexes est intimement liée a la
libération du métal dans le milieu sous forme libre, donc a ’inertie.

Dans I’objectif d’évaluer I’inertie des complexes, différentes expériences peuvent étre réalisées,
mais le plus souvent il s’agit des réactions de transmétallation. De fagon générale, la
dissociation du complexe peut se faire (i) par voie spontanée, (ii) par catalyse acide, ou (iii) par
assistance d’un cation métallique (figure 3.24). Ces différentes voies contribuent a la
dissociation en fonction des conditions expérimentales et des propriétés intrinseques du

complexe.

ZnL2" + Mn2*  Mn?* + HoL

+H Zn2+ HkmnhL
LY H*
Mnlzn g e e
anLan kvnL ‘ KmnHL
ZnL + Mn?* Mn2* + L Mn?* + HL

Figure 3.24 : Les différentes voies susceptibles de contribuer a la dissociation des complexes MnL.

En présence d’un excés de Zn?*, la vitesse de la réaction peut étre exprimée comme suit, ol Kops
est la constante de vitesse de pseudo-premier ordre et [MnL]it correspond a la concentration

du complexe :

_ d[MnL], . _

= kops X [MnL], . équation 3.3
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Si on considére 1’ensemble des voies de dissociation, la vitesse de la réaction peut étre

exprimée :
K [MRHL]+" Kppnpg [MRHL). [H ]+ %" Kpgpgy [MnHL]. [Zn7] équation 3.4

Dans cette équation, chaque terme correspond a une voie de dissociation. La concentration
totale de MnL est la somme des concentrations des complexes protoneés et dinucléaires, donc

on peut exprimer Kobs par :

ko + + + ka[Zn?*] +
Kobs =
1+ KMol [H'] + Kuniza[Zn?*] équation 3.5
ol Ko = KmnL, K1 = KmnHL-Kmnae, K2 = Kvnae-"Kmnne, k3 = Kmnizn-KmnLzn, Ko = 2"Kmnae-KmnHL.

KwmnHL st la constante de protonation du complexe déterminée par potentiométrie, et Kvnizn

est la constante de stabilité du complexe dinucléaire formé avec le Zn.

Nous avons suivi des réactions de transmétallation avec du Zn?* dans des conditions de pseudo-
premier ordre, en mettant en jeu 50 équivalents de Zn?* par rapport au complexe a différents
pH (3,13 a 6,00, dans des solutions tamponnées), a 37 °C. Pour suivre la dissociation, nous
avons mesureé le temps de relaxation longitudinale ou transversale en fonction du temps (figure
3.26).

Les conditions (pH 6, 37 °C et 50 équivalents de Zn?*) représentent un protocole qui devient de
plus en plus standard dans 1’étude des complexes de MnL et les temps de demi-vie calculés
pour ces conditions sont souvent utilisés pour obtenir une comparaison simple et directe des
inerties. En effet, des études trés complétes permettant de décrire tous les mécanismes de
dissociation et de déterminer les constantes de vitesse pour chacun des mécanismes sont
souvent chronophages, fastidieuses et complexes a réaliser. La comparaison des données
obtenues dans des conditions expérimentales souvent trés différentes pour les complexes dont
les mécanismes de dissociation différent est problématique. Pour ces raison-13, il est utile de

définir un protocole simple qui permet une comparaison directe entre les complexes, méme s’il
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faut étre conscient qu’une autre comparaison dans des conditions, méme légérement différentes,
peut conduire a une conclusion différente sur I’ordre des inerties. On note également que pour
certains de nos complexes ces conditions «standards » ne sont pas adaptées pour une
comparaison quantitative car la dissociation est trop lente & pH 6 et ne permet pas le calcul du

temps de demi-vie.

2.2.1.1. Influence de la nature des groupements fonctionnels en
position N7 sur I’inertie des complexes

Dans un premier temps, nous allons analyser I’effet du substituant sur la position N7 en étudiant
les complexes des ligands L, L2, L3, L’ et L8 L’ensemble de ces ligands portent un groupement
méthyle sur N3 et un atome donneur sur N7. lls peuvent étre seulement monoprotonés sur le
bicycle (N3-H---N7) et possédent donc une conformation chaise-chaise (figure 3.25).

Les courbes de la variation de la relaxation longitudinale ou transversale en fonction du temps
dans des solutions Mn/L au cours de la transmétallation avec du Zn?* sont représentées sur la
figure 3.26. L’ajustement de ces courbes a permis de calculer les constantes de vitesse, Kobs, et

les temps de demi-vie, t12 & chaque valeur du pH (tableau 3.4).

167



Chapitre 3

Dérivé « lysine »

o

NH

[Mn(HLY)] [Mn(HL)]* [Mn(L®)]

Dérivé « glycine » Dérivé « phosphonate »

[Mn(L3)] [Mn(LA*

Figure 3.25 : Complexes Mn(Bispidine) étudiés pour relier l'inertie cinétique a la nature du groupement
fonctionnel porté par le cycle pipéridine(N7).
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Figure 3.26 : Variation du 1/T1, r1 ou r2 en fonction du temps au cours de la transmétallation par le
Zn** pour a) Mn(HLY) ; b) [Mn(LH1% ; ¢) [Mn(L®] ; d) [Mn(HL")]** ; e) [Mn(L%)]". 60 MHz, 37 °C,
Cvny = 1 mM, ¢czo = 50 mM, dans des solutions tamponnées. Les courbes représentent les ajustements
des données expérimentales par une fonction mono-exponentielle.
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Tableau 3.4: Constantes de vitesse de dissociation (Kobs) et t12 = In2/kqns des complexes etudiés.

Complexes Kobs / 1076 (s1) / Kobs / 106 (s1) / Kobs / 106 (s1)/  Kobs / 10 (s2) /tur2

tiz (pH 3,1) tiz (pH 3,7) tiz (pH 4,1) (pH 5,1)
[Mn(HLY)] 8,47(3) /22 h 0,82(1)/10] 0,24(1) /33 0,06(1) / 137 ]
[MN(L)]>  24,93(5)/7,72h  4,37(2)/ 1,84 ] 2,45(1) /3,27 j 0,28(5) / 28,65 |
[Mn(L3] 14,33(4) / 13,44 h 32(2)/2,51j 1,79(2) 1 4,48 j 0,11(5) /72,93 j

[Mn(HL))J?*  9,14(3)/21,06h  1,21(2)/6,63 ] 0,66(1)/12,16j  0,22(3) /36,47

[Mn(LY)]  20,02(5)/9,62h  2,01(2)/4,01] 0,80(1)/10,03)  0,17(3)/ 47,19

Pendant la durée de I’expérience (max. 150 jours), on observe une décomplexation totale dans
chacun des échantillons a pH 3,13, 3,75 et 4,16, avec des temps de demi-vie allant de 8 h a 33
jours. Cependant, a pH 5,1 et 6,0, la dissociation est trés lente, voire “inexistante” [(Mn(HL)]),
confirmant une inertie exceptionnelle pour 1’ensemble de ces complexes des bispidines
fonctionnalisées au niveau du cycle pipéridine(N7). Le [Mn(HL)] reste toujours le plus inerte,
avec des kobs d’a peu prés un ordre de grandeur plus petits par rapport aux autres complexes
dans cette famille. D’ailleurs, cette haute inertie rend difficile leur comparaison avec les
complexes de Mn?* hydratés qu’on retrouve dans la littérature parmi lesquels le plus inerte est
[Mn(PC2A-EA)]*, avec un temps de demi-vie de 54,4 h® (25 equ Zn?*, 37 °C, pH 6).

Au sein de la série, I’inertie reste assez similaire pour les dérivés lysine (sauf [Mn(HLY)]) et
glycine, alors que le dérivé phosphonate [Mn(L?)]* est le moins inerte. L’inertie réduite des
dérivés phosphonate a été régulierement observée pour les complexes de lanthanides, en raison
de la présence de plusieurs complexes protonés qui facilitent la dissociation proton-assistée.?

Dans le but d’estimer la contribution de la voie assistée par le Zn?*, nous avons suivi la
transmétallation du complexe [Mn(HLY)] aux pH 3,1 et 4,8 en présence de Zn?* & des

concentrations variables (10, 20, 30, 40 ou 50 equ). Les résultats sont illustrés sur la figure 3.27.
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Figure 3.27 : Variation de keps en fonction de la concentration de Zn?* aux pH 3,1 et 4,8 pour
le complexe [Mn(HLY)]. 25 °C.

A pH 4,8, la valeur de kops reste strictement constante et elle varie de trés peu a pH 3,1. Cette
petite variation ne permet pas de décrire une dépendence du Zn?* et suggére que la contribution
de la voie de dissociation assistée par le Zn?* est négligeable. Afin d’estimer les constantes qui
caractérisent la voie de dissociation proton-catalysée, les valeurs de kobs (déterminées a 50

équivalents de Zn?*) vs. cu ont été fittées en utilisant I’équation 3.6 (figure 3.28).

Kops = ko + ky [HT] + ky[H*]? équation 3.6

Comme dans le cas du [Mn(HLY)] décrit dans le chapitre précédent, nous considérons que la
dissociation spontanée est négligeable et ko a été fixé a 0. Les données montrent une dépendance
de second ordre en concentration de protons, mais vu le nombre trés limité des points a fitter,

le fit peut étre considéré comme une estimation tres approximative des valeurs de kj et surtout

de k2, qui sont représentées dans le tableau 3.5.

171



Chapitre 3

a) 100 - b) 25 -
T}) 80 1 ‘_t'n 20 -
’(‘b 60 4 o 15 A
— o
x 40 - ;' 10 A
<20 1 451
0 T 1 0 . .
0 0,0004 0,0008 0,0000 0,0004 0,0008
Cys /M Cye /M
c)
15 -
% 10 A
&
—
x 5 A
N
0 :
0,0000 0,0004
Ch: /M Cys /M
e)
20
- 15 -
(7]
& 10 A
—
X
xo 5 -
O T 1
0,0000 0,0004 0,0008
Cye/ M

Figure 3.28 : Variation du kos en fonction de la concentration en H*. a) [Mn(HLY)] ; b) [Mn(L?]?* ; ¢)
[Mn(L®] ; d) [Mn(HL)]?* ; e) [Mn(L®)]". Les courbes représentent les ajustements.
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Tableau 3.5: Constantes de vitesse de dissociation de la voie proton-assistée (ki, k2) des complexes
étudiés.

Complexes [Mn(HLY)] [Mn(L?)]> [Mn(L®)] [Mn(HL)]? [Mn(L®]

ki/ 103 (s1) 2,2(2) 21,1(5) 17,9(5) 4,9(2) 5,5(2)

ko (s 12(2) 13(4) - 8(1) 25(2)

Les valeurs de ki sont de 2-5 ordres de grandeur plus petites que celles des complexes de Mn?*
hydratés que I’on trouve dans la littérature,?® 2 27 et illustrent encore une fois I’inertie

exceptionnelle de ces complexes de Mn?* basés sur des bispidines pré-organisées et rigides.

2.2.1.2. Influence de la fonctionnalisation de 1’azote N3 par un
méthyle ou par un acétate

Par la suite, nous allons nous intéresser a 1’influence de la fonctionnalisation du bicycle en
positions N7 et N3. Nous allons comparer [Mn(L®)] et [Mn(HL*)Y], qui sont des isoméres de
position, fonctionnalisés respectivement en N7 et N3 par un acétate, alors que 1’autre amine du
bicycle porte le méthyle. Nous allons aussi examiner le cas de [Mn(HL®)]", fonctionnalisé sur
les deux positions N7 et N3 par un acétate. Cette comparaison nous permettra de voir si I’inertie
des complexes de Mn?* est affectée par la conformation de la bispidine, et donc de la présence
[(MNn(L®)]) ou ’absence ([Mn(HL*)] et [Mn(HL®)]") d’une cavité bicyclique pour coordiner le
métal. En effet, précédemment, les études potentiométriques et RMN ont mis en évidence une
conformation chaise-chaise pour les ligands monoprotonés sur le bicycle (N3-H---N7; L®) et
bateau-chaise pour les ligands diprotonés (N*-H H-N’; L*, L®). A pH 7, ces conformations sont
trés probablement maintenues dans les complexes de Mn?* respectifs, qui n’ont pas le méme
état de protonation non plus : Mn/L2 est déprotoné et Mn/L* Mn/L% sont monoprotonés. La

figure 3.29 représente la structure des complexes étudiés.
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Isomére de
position

H

[Mn(L3)T

+COOH
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Figure 3.29 : Structures des complexes étudies.
Les études de cinétique de dissociation ont été faites dans les mémes conditions que

précédemment. La figure 3.30 représente 1’évolution de la relaxivité transversale ou

longitudinale en fonction du temps au cours de la transmétallation avec le Zn?".
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Figure 3.30 : Evolution de la relaxivité longitudinale ou transversale en fonction du temps. a)
[Mn(L3]; b) [Mn(HLYT ; ) [Mn(HL®)T". cpuny = 1 mM, ¢z, = 50 mM, 60 MHz ; 37 °C. Les courbes
représentent les ajustements.

La décomplexation totale des complexes [Mn(HL*)] et [Mn(HL®)] se réalise en moins de trois
minutes & pH 3,13, alors que [Mn(L®)] se dissocie au bout de sept jours dans les mémes
conditions.

Les kobs Obtenus des calculs sont représentés dans le tableau 3.6.
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Tableau 3.6: Constantes de vitesse de dissociation (Kobs) et t12 = In2/Kqps des complexes étudiés.

Complexes Kobs (5%) / tar2 Kobs (5™) / tu2 Kobs (5™) / tu2 Kobs (5%) / tar2 Kobs (5) / tar2
(PH 3,1) (PH 3,7) (pH 4,1) (PH5,1) (pH 6,0)
[Mn(L®]"  14,33(4) x 10°  3,2(2) x10° / 1,79(2) x 10° 0,11(5) x 10°® 0,03(2) x 10°
/13,44 h 2,51] 14,48 ] 172,93 ] /-
[Mn(HL%] 23,88(4) x 10° 10,63(2) x 10° 4,58(2) x 10° 0,43(1) x 10°  0,13(1) x 107
/ 0,48 min /1,09 min /2,52 min / 26,87 min /1,48 h
[Mn(HL®)]" 31,29(5) x 10°  13,54(2) x 10° 8,01(2) x 10° 0,78(1) x 10°  0,05(1) x 10

/0,37 min

/0,85 min

/1,44 min

/ 14,81 min

/3,85h

La comparaison des constantes de vitesse révele une différence de 3-4 ordres de grandeur entre
[Mn(L®)] et les complexes [Mn(HL%] et [Mn(HL®)], avec des temps de demi-vie estimés
respectivement a 4,48 jours, 2,52 min et 1,26 min, a pH 4,1. Ces résultats montrent tres
clairement que la conformation chaise-chaise du ligand, donc I’existence d’une cavité
bicyclique qui encapsule le Mn?*, a un rdle primordial pour obtenir une grande inertie de ces
complexes.

Dans le but d’évaluer la contribution des différentes voies qui menent a la dissociation des
complexes [Mn(HL*] et [Mn(HL®], nous avons étudié la dissociation a différentes
concentrations en Zn?* (10, 20, 30, 40, 50 equ) aux pH 3,7 et 5,1. La figure 3.31-a représente

la variation du kops €n fonction du pH a différentes concentrations en Zn?*.
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Figure 3.31 : a) Variation de kqps €n fonction de la concentration en H™ a différentes concentrations en
Zn* pour [Mn(HL*]. b-c) Variation de kons en fonction de la concentration en H* avec la présence de
50 equ de Zn**; avec b) : [Mn(HL"] et ¢) : [Mn(HL®)].

Pour un pH donne, la constante de vitesse (Kobs) diminue avec 1’augmentation de la
concentration en Zn?*. Ce fait, qui n’est pas rare en cinétique de dissociation, est la conséguence
de la formation d’un complexe dinucléaire [Mn(L)Zn] qui se dissocie moins vite que le
complexe protoné [Mn(HL)]. Dans I’attente de I’obtention de données supplémentaires pour
ces deux systémes [Mn(HL*)] et [Mn(HL®)]" a pH et czn variables, ce qui nous permettra de
réaliser une analyse compléte pour calculer toutes les constantes de vitesse caractéristiques,
nous avons simplement tracé les valeurs de kobs Obtenues a 50 équivalents de Zn?* en fonction
de I’acidité (figure 3.31). La forme de ces courbes, tres différente de ce que nous avons eu pour
[Mn(L®)] (figure 3.28) indique que la différence entre [Mn(HL*], [Mn(HL®)]" et [Mn(L%)] ne

concerne pas seulement la vitesse, mais également le mécanisme de dissociation.
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2.2.1.3. Influence des substituants en position o du groupement
fonctionnel sur N7 sur I’inertie du [Mn(L)]

Cette étude a été réalisée en comparant les complexes portant des atomes hydrogéne [(Mn(L%)]
) ou deux méthyles ([Mn(L®)]") en position o de la fonction carboxylate sur ’azote N7 (figure
3.32). Pour [Mn(L®)T, les expériences ont été réalisées dans les mémes conditions que celles
des autres complexes. La figure 3.33 montre la variation des vitesses de relaxation au cours de

la transmétallation et le tableau 3.7 représente les constantes de vitesse de dissociation obtenues
aux différents pH.

[Mn(L3)I [Mn(LO)T

Figure 3.32 : Structures des complexes étudiés.
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Figure 3.33 : Evolution de la relaxivité longitudinale ou transversale en fonction du temps. a)
[Mn(L*)] ; b) [Mn(L®)]". 60 MHz ; 37 °C. Les courbes représentent les ajustements.
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Tableau 3.7 : Constantes de vitesse de dissociation (Kops) €t t12 = In2/kons des complexes étudiés.

Complexes Kobs/ 107 (S'l) Tt Kobs/ 107 (S'l) [t Kobs/ 107 (S'l) [t Kobs / 107 (S'l) [t

(pH 3,1) (pH 3,7) (pH 4,1) (pH 5,1)
[Mn(L)]"  14,33(4) /13,44 h 3,2(2) /2,51 1,79(2) 1 4,48 | 0,11(5) / 72,93
[Mn(LS)] 2,26(3) /3,55 2,06(2) /3,89 0,86(1)/9,32] 0,17(2) / 47,19 j

L’introduction des groupements méthyle résulte en un renforcement de I’inertie, comme en
témoignent les temps de demi-vie de dissociation considérablement plus longs a chaque pH
pour [Mn(L®]" que pour [Mn(L®] sauf a pH 5, qui peut étre du fait de la constante de
protonation plus élevée pour [Mn(L®%)] (logKmnHL = 4,52) que pour [Mn(L®)] (logKmnnL =
3,20), méme si le gain d’inertic ne représente pas plusieurs ordres de grandeur.
L’encombrement stérique sur le carbone en alpha de la fonction carboxylate portant I’atome
d’oxygeéne coordiné a donc un role important. Une conclusion similaire a été précédemment
trouvée dans le cas des complexes macrocycliques des lanthanides. Le complexe d’Yb** formé
avec le ligand HPDO3MA [acide (R,R,R,R)-10-(2-hydroxypropyl)-a,a’,a’’-trimethyl-
1,4,7,10-tetraazacyclo-dodecane-1,4,7-triacetique], qui porte un groupement méthyle sur
chacun des trois acétates portés par le cycléne a été récémment étudié.?® Son inertie est deux
fois plus élevée que celle de son analogue hormis des substituants méthyle en position o, 0o’,00”’
qui était attribué a une meilleure préorganisation de la structure et une rigidification accrue du

ligand grace a ’encombrement stérique induit par les méthyles.
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2.2.1.4. Conclusion sur les facteurs déterminants pour I’inertie

De I’ensemble de ces résultats, on peut tirer deux conclusions principales, illustrées par la figure

3.40 ci-dessous :

> Les complexes de Mn?* basés sur des bispidines de conformation chaise-chaise et
fonctionnalisées par un groupement coordinant en N7 et par un méthyle en N3 sont
dotés d’une inertie exceptionnelle pour un complexe de Mn?* hydraté.

» De petites modifications structurales qui touchent ces deux positions engendrent un
impact fort sur I’inertie cinétique, comme en témoigne la comparaison entre les
complexes [Mn(L3)] et [Mn(HL*)], isoméres de position. La présence de la cavité
bicyclique est primordiale pour obtenir une haute inertie, donc on peut en déduire que
la taille de cette cavité est adéquate pour encapsuler le Mn?* (on peut parler d’un «effet
cryptand»). Néanmoins, pour les complexes [Mn(HL*)] et [Mn(HL®)]", dénués de cavité
bicyclique, I’inertie reste encore relativement bonne, en tous cas en comparaison a celle
des complexes de Mn?* que 1’on retrouve dans la littérature. Par exemple dans les
mémes conditions (pH 6, 37 °C, 25/50 equ Zn?"), les complexes [Mn(HL%)] et
[Mn(PyC3A)]" ont respectivement un temps de demi-vie de 3,85 et 0,29 h?°,

» La présence de groupements encombrants en position o de la fonction carboxylate
portant I’atome d’oxygeéne coordiné en position N7 renforce 1’inertie.

» On note également une influence remarquable de 1’amine de la chaine lysine, en
synergie avec celle des carboxylates dont 1’oxygéne est non-coordiné. Ceci peut étre
probablement mis en relation aussi avec les résultats des études structurales réalisées

sur [Mn(HLY)] dans le chapitre 2. Le complexe [Mn(HLY)] reste de loin le plus inerte.
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Figure 3.40 : lllustration des facteurs qui influent sur [’inertie cinétique des Mn(Bispidine)
étudiés.

2.2.2. Influence de la nature et de la position des groupements
fonctionnels sur les propriétés de relaxation des complexes Mn(L)

L’efficacité IRM et les différents paramétres qui la déterminent ont été déterminés et comparés
pour les complexes [Mn(HLY)] (voir chapitre 2), [Mn(L?)]%, [Mn(L®)], [Mn(HL")]?*, ainsi que
pour [Mn(HL*)] et [Mn(HL®]". Encore une fois, la situation de ces deux derniers est trés

différente et nous allons donc les présenter dans un deuxiéme temps, séparément des autres.
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Les profils NMRD des complexes ont été enregistrés entre 0,5-80 MHz a deux températures,
25 °C et 37 °C (figure 3.41).
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Figure 3.41 : Profils NMRD; 4 : 25°C ; A : 37°C. a) Complexe [Mn(HLY)] ; b) Complexe [Mn(L)]%,
ajustement réalisé en considérant la 2" sphére de coordination ; ¢) Complexe [Mn(L®)] ; d) Complexe
[Mn(HL"]. Les courbes représentent les ajustements.

Ces profils NMRD sont typiques des complexes de Mn?* de faible poids moléculaire, pour
lesquels la relaxivité est limitée par une rotation rapide. On observe une seule dispersion (1-10
MHz). Ces systémes ont tous une bonne relaxivité pour un complexe de Mn?*, comparable &
celle des agents de contraste a base de gadolinium (Gd®") de petite taille*® et ceci malgré les
différences du spin électronique des deux cations metalliques.

Afin d’évaluer des facteurs qui gouvernent la relaxivité, en particulier les parameétres
caractérisant 1’état d’hydratation du complexe, 1’échange d’eau et la rotation (q, Kex, zH), qui
sont étroitement liés a la structure moléculaire, nous avons réalisé des études RMN de 1’Y'0 a
température variable et ces donnees ont été analysées ensemble avec les relaxivités. Les
ajustements ont été faits via Matlab selon la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan pour

décrire la relaxation paramagnétique en utilisant les équations décrites dans I’annexe.
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La figure 3.42 représente 1’évolution de la vitesse de relaxation transversale réduite de 1’*’O en

fonction de 1’inverse de la température.
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Figure 3.42 : Variation de la vitesse de relaxation transversale réduite de [’*'O en fonction de
’inverse de la température. a) [Mn(HLY] ; b) [Mn(L?]* ; ¢) [Mn(L®)]"; d) [Mn(HL")]**. 400 MHz.
Les courbes représentent les ajustements.

Dans un premier temps, ces données de RMN de 1’70 ont été utilisées pour 1’estimation de la
valeur du nombre d’hydratation des complexes, g, selon la méthode de Gale et. al.>* Comme
attendu avec des ligands penta-dentés et par analogie au [Mn(HLY)] (chapitre 2), I’estimation
donne des valeurs proches de 1. Néanmoins, la méthode n’est pas applicable dans le cas du
[Mn(L?)]? car la courbe de 1/T2r vs. 1/T ne présente pas de maximum ; en effet, dans toute la
gamme de température, le systéme se trouve dans un régime d’échange lent. Pour la suite, nous
avons supposé g = 1 pour [Mn(L?)]%, en plein accord avec les relaxivités. On peut noter
également que nous ne pouvons pas totalement exclure que le nombre d’hydratation soit
légérement diminué par rapport aux analogues acétate, comme [Mn(L®)], di & un
encombrement stérique plus important du groupement phosphonate, et que ce q légerement
diminué soit compensé par une contribution de la 2" sphére plus importante a la relaxivité.
183



Chapitre 3

Néanmoins, méme sans maximum observé, les valeurs absolues de 1/Tor de 1’Y’O montrent
clairement que le nombre de molécule d’eau ne peut pas étre trés loin de 1.

Afin de calculer les paramétres microscopiques qui déterminent la relaxivité pour [Mn(L?)],
[Mn(L®)] et [Mn(HL")]*, les valeurs de 1/T2 de I'’O et les relaxivités ont été analysées
ensemble. Dans I’ajustement, certains parametres ont été fixés a des valeurs habituelles: la
distance entre le cation métallique et le proton de la molécule d’eau en premiére sphére et dans
la sphére externe, respectivement & rvin = 2,83 A et awnn = 3,6 A%, le coefficient de diffusion
et son énergie d’activation 3 Dvnn = 26x107° m?s™t et Emnn = 20 kJ mol™?, et I’énergie
d’activation pour la relaxation électronique a Ev =1 kJ mol™. Les paramétres suivants ont été
calculés : la vitesse d’échange d’eau, kex?*®, I’enthalpie et 1’entropie d’activation de I’échange,
AH' et AS', le temps de corrélation rotationnelle, #+?%, et son énergie d’activation Eg, les
parametres caractéristiques de la relaxation électronique, comme I’énergie de 1’éclatement du
champs, A? et le temps de corrélation pour la modulation du zero field splitting, %%, ainsi que
la constante de couplage scalaire de 1’Y'O, 4/A. Le nombre d’hydratation a été fixé a q = 1.

Vu que les relaxivités des complexes [Mn(L3)] et [Mn(HL’)]?* sont plus basses que celles de
[Mn(HLY)], nous avons décidé de ne pas considérer la contribution de la deuxiéme sphére dans
I’analyse des courbes NMRD. Evidemment, on ne peut pas completement exclure une telle
contribution, mais elle semble moins importante que dans le cas de [Mn(HL)]. Cependant,
pour [Mn(L?)]%, avec la présence des oxygénes du phosphonate proche de la sphére de
coordination, en plus des carboxylates, nous avons considéré la deuxiéme sphere dans 1’analyse.

Les paramétres obtenus dans I’ajustement sont représentés dans le tableau 3.8.
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Tableau 3.8: Parametres caractérisant I’échange d’eau et la relaxivité des complexes étudiés.

[Mn(HLY]  [Mn(L)FF  [Mn(L)]  [Mn(HL)J*

ri(mM=Ls?) / 60 MHz/25°C 4,14 391 3,66 3,71
kex2%® / 107 (s1) 5,1(7) 0,12(1) 5,5(1) 7.4(2)
AH? (kJ.mol ) 10,6 (1) 25,71(7) 14,9 (4) 13,5 (4)
AS? (kJ.mol?) -62 -42 -47 -49
Ew (kJ.mol?) 22(1) 19(1) 20(1) 30(2)
2% (ps) 100(5) 92(2) 89(2) 93(2)
2% (ps) 24(10) 22(1) 17(1) 18(2)
A2/1070 (s?) 0,8(1) 0,35(1) 1,64(9) 1,1(2)
Ao/h /108 (rad.s?) 28,0(1) 30(2) 33,2(2) 28,9(2)

On observe un échange d’eau lent pour [Mn(L?)]%, le dérivé phosphonate. Plusieurs
phénomenes peuvent étre évoqués pour expliquer cette diminution d’un facteur de 50 du kex €n
comparaison au dérivé carboxylate [Mn(L%)]". L’encombrement stérique ou encore la charge
négative supplémentaire du phosphonate sont défavorables a 1’arrivée de la molécule d’eau
entrante dans un processus associatif. Mais on peut aussi imaginer une rétention de la molécule
d’eau coordinée grace a la formation de liaisons hydrogéne relativement fortes avec les

oxygenes du phosphonate.

En revanche, pour les autres complexes dont I’atome donneur (O) appartient a un groupement
carboxylate [(Mn(HLY], [Mn(L®], [Mn(HL)]?"), la constante de vitesse d’échange est
comparable & celle des complexes de Mn?* monohydratés,?® sans différence notable entre les
trois complexes. On peut ainsi dire que la disparition de la charge négative des carboxylates

portés par les carbones C1 et C5 dans [Mn(HLY)] n’a pas d’effet détectable sur la vitesse de
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I’échange d’eau (comparaison [Mn(HL')] et [Mn(HL")]?"). La raison est probablement la

position de ces charges qui sont relativement loin du site de coordination de I’eau.

Dans I’analyse des relaxivités, un point intéressant concerne la contribution potentielle de la
deuxieme sphere a la relaxation pour les complexes qui portent des carboxylates en C1 et C5.
Précédemment, nous avons jugé cette contribution importante pour [Mn(HLY)] (chapitre 2) ; ici
la comparaison avec [Mn(HL")]?* permet d’appréhender un peu plus directement ce point,
méme si dans une moindre mesure, les groupements hydroxyl peuvent aussi créer une deuxieme

spheére.

HN® Contribution
de la 2" sphere

’ \\\\\\\\\\ (
A\ —
N/ K w ‘\\\\\\

[Mn(HL")]

[Mn(HL7)]**

Figure 3.43 : Illustration de la contribution de la 2" sphére de coordination a travers les carboxylates
portés par C1 et C5.

L’augmentation de la relaxivité reste modérée (~ 10 %) pour [Mn(HLY] par rapport a
[Mn(HL"]?*, ce qui indique que la présence et la charge des carboxylates a peu d’importance.
On observe un gain de relaxivité quand on passe de la fonction acétate [(Mn(L®)]") a la lysine
(IMn(HLY]) (12 %). Ceci implique une augmentation de la taille et donc du temps de
corrélation rotationnelle, mais probablement la charge de 1’amine de la lysine contribue aussi a

augmenter I’effet du 2" sphére en augmentant ainsi la relaxivité.

Les deux autres complexes qui sont monoprotonés sur I’amine du bicycle et dont la
conformation est bateau-chaise ([Mn(HL*)] et [Mn(HL®)]") ont un comportement trés différent.
Les relaxivités sont plus basses (figure 3.44) que celles observées pour le groupe discuté plus
haut, mais sans différence importante entre les deux complexes. Les vitesses de relaxation
transversale de 1’*’O en fonction de la température (figure 3.45) indiquent la présence d’une

demi molécule d’eau (q = 0,5) selon la méthode de Gale et al®* pour [Mn(HL%], reflétant
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’équilibre entre un complexe monohydraté et un autre non hydraté. Pour [Mn(HL®)], les
données sont peu concluantes car le maximum n’apparait pas clairement dans la gamme de
température accessible. Pour rappel, r2 est linéairement proportionnel au g et une valeur
maximale de 510 mM.s? du r, correspond a q = 1.
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Figure 3.44 : Profils NMRD; 4 : 25 °C; A : 37 °C. a) [Mn(HL%] ; b) [Mn(HL®)].
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Figure 3.45 : Variation de la relaxivité transversale de 1'*'O en fonction de la température. a)
[Mn(HL%] ; b) [Mn(HL®)]". 400 MHz.

Etant donné que [Mn(HL*)] présente un équilibre d’hydratation, le fit des données NMRD est
trés complexe car les vitesses de relaxation de *H sont le résultat des contributions des deux
espéces dont la fraction molaire change en plus avec la température. Nous n’avons aucun moyen
d’étudier la variation du g avec la température, et méme en la connaissant, la séparation des
contributions ne serait pas évidente. Par conséquent, aucun ajustement de ces données n’a été
réalisé. Par ailleurs, en absence de I’information slire concernant 1’état d’hydratation du
[Mn(HL®)]", méme une discussion sur la comparaison des relaxivités des deux complexes, qui

sont tres similaires, resterait aussi hypothétique.
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En conclusion sur les relations structures — propriétés de relaxation des complexes, on peut

souligner les points suivants :

> Les complexes [Mn(HLY)], [Mn(LH)]*, [Mn(L®)] et [[Mn(HL")]** sont tous
monohydratés et ont des relaxivités globalement similaires a celles des complexes de
Gd*" monohydratés, malgré la différence de spin entre Mn?* et Gd**. La relaxivité de
[Mn(HLY)] reste la plus élevée, probablement grace a une contribution forte de la
deuxiéme sphére générée par la présence combinée des carboxylates portés par C1 et
C5, et I’amine chargée.

» Le complexe formé avec le dérivé phosphonate a un échange d’eau plus lent que les
autres. Sur tous les complexes [Mn(HLY], [Mn(L»)]%, [Mn(L®)] et [Mn(HL")]**, un
mécanisme fortement associatif est suggéré par les entropies d’activation.

> Le comportement des complexes [Mn(HL*] et [Mn(HL®)]" est encore une fois trés
différent de celui des autres. Leur relaxivité est plus basse et ils possédent moins d’une

molécule d’eau en premiére sphere de coordination.
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Conclusions

Les études réalisées dans ce chapitre nous ont permis de mettre en évidence le lien étroit entre
les structures des bispidines étudiées et certaines propriétés physico-chimiques des complexes
de Mn?* qu’elles forment.

Dans un premier temps, les études potentiométriques et RMN sur les ligands ont révélé que la
présence d’un groupement acétate en position N3 (L* et L%) & la place d’un méthyle engendre
une importante modification structurale, plus particulierement sur la conformation du bicycle.

On observe le passage d’une conformation chaise-chaise a bateau-chaise, respectivement quand
le méthyle est substitué par un acétate, qui sera aussi synonyme de perte de la «cavité
bicyclique ».

Par la suite, les études physico-chimiques de leurs complexes de Mn?* ont révélé le role
primordial de cette « cavité bicyclique » et des fonctions portées par les cycles pipéridines dans
la coordination du métal, affectant pratiquement toutes les propriétés des chélates.

On note une complexation (i) rapide pour L* et L° de conformation bateau-chaise ; (ii)
relativement lente pour L? et L3, de conformation chaise-chaise et dénuées de groupement
emcombrant en position a du site coordinant porté par I’azote N7 ; et (iii) lente pour L, L®, L7,

et L8, qui possédent un groupement emcombrant en position a.

Les études thermodynamiques montrent une augmentation modérée de la stabilité lors de la
substitution de I’acétate par un groupement phosphonate en position N7 (L! vs. L?), ainsi qu’au
passage d’un ligand penta-denté a hexa-denté, comme en témoigne la comparaison entre L* et
LS. En plus, ces derniers forment des complexes de Zn?* plus stables, suggérant que la

conformation bateau-chaise offre une cavité adaptée a la taille plutot petite du Zn?".

Les études de I’inertie des complexes [Mn(L)] ont également confirmé le r6le primordial de la
cavité bicyclique, comme en témoignent de fagon directe les complexes [Mn(L®)] et
[Mn(HL*)], dont la comparaison des constantes de vitesse de dissociation révéle une différence
de 3-4 ordres de grandeur, la décomplexation du [Mn(L?)]" étant la plus lente.

Dans toute cette famille de complexes, [Mn(HLY)] reste le plus inerte. Cette résistance
extraordinaire a la transmétallation au zinc est probablement liée a la présence combinée de

I’amine primaire de la chaine lysine et des carboxylates portés par le noyau bicyclique.
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Ceci met alors en évidence le rdle non négligeable des fonctions chimiques, mise a part la

« cavité bicyclique ».

La versatilité structurale observée chez les ligands de type bispidine se réfléte aussi dans
’hydratation et les propriétés de relaxation de leur complexe de Mn?*. Ceux qui portent un
groupement méthyle en position N3 sont monohydratés. En raison de leur taille Iégerement plus
élevée que celle des agents de contraste commerciaux, leurs relaxivités sont globalement
similaires, malgré la différence de spin entre Mn?* et Gd**. La contribution de la seconde sphére
de coordination est mise en évidence a travers [Mn(HLY)], conduisant & une relaxivité
remarquablement élévée.

Les complexes [Mn(HL*)] et [Mn(HL®)], qui portent un acétate a la place du méthyle sur la
position N3, possédent moins d’une molécule en premiére sphére de coordination et par

conséquence ont une relaxivité considérablement plus basse.

En résumé, I’ensemble de ces résultats constitue une belle démonstration de la versatilité des
propriétés physico-chimiques des complexes de Mn?* de type bispidine en fonction des
différences structurales des ligands. L’optimisation de la structure permet alors de former des
complexes de Mn?* hautement inertes et efficaces en tant qu’agent de contraste potentiel pour
I’IRM.

Cependant, leur stabilité thermodynamique reste plutét modeste, et pour 1’améliorer, dans le
chapitre 4, nous avons étudié des complexes de Mn?* basés sur des bispidines hepta- et octa-

dentées.
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Introduction

Jusqu’ici, les études réalisées dans cette thése sur des bispidines penta-dentées ont révélé une
inertie exceptionnelle et une bonne efficacité des complexes de Mn?*. Cependant, un point
faible de ces complexes reste leur stabilité modeste. En plus, elles forment des complexes de
Zn?* plus stables que ceux a base de Mn?*, prédit par la série d’Irving-Williams.?

Dans ce contexte, en collaboration avec 1’équipe du Pr. Peter Comba de I’Université
d’Heidelberg, en Allemagne, nous avons étudié des complexes de Mn?* basés sur des bispidines

hepta- et octa-dentées (figure 4.1).

Figure 4.1 : Structures des bispidines étudiées.

D’une part, I’augmentation de la denticité du ligand pourrait conduire a une stabilité plus élevée.
D’autre part, la présence d’une cavité de coordination toujours rigide et plus grande due au
nombre plus élevé de sites coordinants sur le ligand pourrait potentiellement engendrer une
sélectivité au Mn?* vis-a-vis du Zn?* qui a un rayon ionique plus petit (rmnz+ est
approximativement 10 % plus élevé que rzn2+, en fonction du nombre de coordination).

Contrairement aux bispidines penta- et hexa-dentées, décrites précédemment, qui ne présentent
pas de discrimination entre le Mn?* et le Zn?*, les bispidines hepta- ou octa-dentées étudiées
dans ce chapitre pourraient privilégier le cation métallique plus gros et ainsi inverser 1’ordre de
stabilité prédit par la série d’Irving-Williams.! Concevoir des ligands sélectifs au Mn?* vs. le
Zn?* représente un défi majeur ; en effet, la base de données des constantes de stabilité de
I’TUPAC ne contient que quelques exemples de ligands sélectifs au Mn?* par rapport au Zn?*

avec des différences de logK qui sont toutes inférieures a 1.2
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Il est important de noter que la présence d’une cavité bicyclique grande et rigide due a
I’augmentation du nombre de site de coordination est connue pour favoriser la complexation
des ions métalliques de grande taille.>® En effet, avec les ions de petite taille, certains sites ne
sont pas coordinés pour des raisons stériques, par rapport a un ion de plus grande taille, or le

nombre de coordinant autour de 1’ion influe significativement sur la stabilité.

Les trois bispidines étudiés dans ce chapitre différent par la nature du groupement en position
N3. Les bispidines L® et L! offrent sept sites de coordination. Idéalement, ils peuvent étre tous
accueillis dans la sphére de coordination du Mn?* pour former un complexe trés stable, mais
pas autour du Zn?*, cation de plus petite taille. La substitution du groupement pyridyle de la
bispidine L° par un picolinate (L!°) nous permettra d’étudier directement I’influence du
renforcement de la denticité du ligand (de 7 a 8) sur la stabilité, en espérant que le nombre de
coordination du Mn?* peut monter jusqu’a 8. Avec des ligands plus flexibles et plus «
conventionnels », le Mn?* forme des complexes typiquement hexa- ou hepta-coordinés en
solution, et en effet, la plupart des systémes reportés dans la littérature dans le contexte de
’IRM sont des complexes monohydratés avec un nombre de coordination de NC = 7.7
Néanmoins, quelques complexes de Mn?* ont été également décrits avec un NC = 8.812

Quant au ligand L, sa comparaison avec la L® sera intéressante afin de comprendre le réle de

la nature de 1’atome donneur sur la stabilité et la sélectivité entre le Mn?* et le Zn?*.

La synthése des ligands a été realisée au sein de I’équipe du Prof. Peter Comba a Heidelberg,
et comme précédemment, nous avons mené toutes les études physico-chimiques. Tout d’abord,
les constantes de stabilité des complexes de Mn?* et de Zn?* ont été déterminées. A I’issue de
I’étude thermodynamique, nous avons caractérisé I’inertie des complexes de Mn?* pour voir
I’impact de I’augmentation de la denticité. Comme les ligands L® et L!* forment des complexes
de Mn?* monohydratés, leurs propriétés de relaxation sont également intéressantes et ont été
donc caractérisees.

Enfin, avec le complexe [Mn(L')]* nous avons aussi réalisé une étude pharmacocinétique in
vivo chez des souris saines par IRM, et la biodistribution ex vivo du complexe a été déterminée

par des mesures ICP-MS.
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1. Synthese, Complexation et stabilité thermodynamique des M(L)

1.1. Synthése des ligands

Le schéma d’hémisynthése a partir de précurseurs de type bispidine décrits dans la littérature!®

15 et le chlorure de di-(2-pyridyl)-méthyle est représenté par la figure 4.2.

X X
N N \N \N
Cl
Na,C0;/Cs,CO;
MeCN, reflux,
16 h

L%:R=

Py L°: R=py:Rdt=30%
L% : R =pa

P L®:R=pa:Rdt=48%
Lia: R = CO,H

L% :R=CO,H : Rdt =30 %

Figure 4.2 : Schéma d’hémisynthése des bispidines étudiées.

Les ligands sont obtenus suite a une substitution nucléophile entre 1’amine secondaire
nucléophile des précurseurs L%, L1% et L2 et le chlorure de di-(2-pyridyl)-méthyle en présence
d’une base pour la déprotonation de I’intermédiaire formé ([L¥1%'8-NH-di-(2-pyridyl)-
méthyle]™).

Dans le cas du ligand L®, la réaction est catalysée par de 1’iodure de sodium (Nal) pour former
un intermédiaire iodé, plus réactif que son analogue chloré, car I’iodure est beaucoup plus

nucléofuge que le chlorure.

Les spectres RMN *H des ligands sont représentés par la figure 4.3.
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Figure 4.3 : Spectres RMN *H des bispidines étudiées dans du D,O. 600 MHz, 25 °C. a) L° ; b) L' et ¢)
Lt

200



Etude de ligands de type bispidine sélectifs au Mn(l1) vs. le Zn(lI)

1.2. Complexation

Dans 1’objectif de définir les conditions idéales de complexation et de titrage pour la
détermination des constantes de stabilité, nous avons suivi la complexation de ces bispidines
avec le Mn?* et le Zn?*. La complexation du Cu?* avec la L° a aussi été étudiée. A noter que le
Cu?" est le troisiéme métal de transition le plus abondant dans 1’organisme, aprés le Fe?* et le
Zn?*.1% Cependant, par rapport au Cu?*, la concentration physiologique du Zn?* est beaucoup

plus importante dans des fluides biologiques.

La complexation a été suivie dans des échantillons composés d’un mélange équimolaire du
ligand et du métal correspondant, tamponné a un pH donné. Nous avons réalisé cette étude entre
pH 2 et 6 et la réaction est suivie par spectroscopie UV-visible, en observant 1’évolution de la
bande d’absorption des pyridines. La figure 4.4 représente les spectres d’absorption en fonction

du temps de la complexation de L° avec le Mn?* (pH 3 et 6), le Zn?* et le Cu?* (pH 3).

b)

Al/nm A/nm

c) d)

<

. . , 0,0 . . \
240 260 280 300 240 260 280 300
Al/nm Alnm

Figure 4.4 : a) L°+ 1 equ Mn?*, pH 3. b) L°+ 1 equ Mn**, pH 6. ¢) L%+ 1 equ Zn**, pH 3.
d) L%+ 1 equ Cu?*, pH 3. Clo=cm =5x10°M ; 25 °C; 1 = 0,15 M NaCl.
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Nous observons une complexation rapide avec le Zn?*, compléte en moins de cing minutes a
pH 3. En revanche, avec le Mn?*, 1a complexation est lente méme a pH 6, comme nous I’avons
observé lors des études de complexation des bispidines penta-dentées (Chapitre 3). La
formation du complexe est caractérisée par une évolution hypochrome de la bande d’absorption,
accompagnée d’un déplacement hypsochrome.

Avec le Cu?*, la complexation est moins rapide, mais elle est compléte au-dela de cing minutes
apH 3.

A noter qu’avec les deux autres bispidines (L° et L'%) nous avons eu les mémes évolutions avec
une temporalité similaire.

Pour toute utilisation lors des études de caractérisation et in vivo, les complexes Mn(L%*%) sont
préparés en mélangeant des quantités équimolaires de Mn?* et du ligand correspondant, a pH 7,
65 °C, pendant 30 min. Le pH est réguliérement contrdlé et ajusté par 1’addition d’une solution
de base (NaOH).

Lors des études de stabilité par potentiométrie, nous avons réalisé des batchs pour les complexes
de Mn?* ou de Cu?* entre pH 2,5 et 7 ; alors que pour le Zn?*, nous avons procédé a un titrage

direct, avec le temps approprié pour atteindre 1’équilibre (~ 5 min).

1.3. Stabilité des [M(L*'1)]

Dans un premier temps, nous avons réalisé un titrage potentiométrique des ligands entre pH 2
et 12 (figure 4.5), nécessaire au calcul de leurs constantes de protonation. Pour L, le titrage est
arrété a pH 9, car au-dela de ce pH, le ligand commence a précipiter.

Pour les systémes Mn/L®, Mn/L!, Cu/L® et Zn/L°, nous avons pu déterminer les constantes
de stabilité par potentiométrie en réalisant des titrages directs (Zn?*) ou en échantillons
individuels (batchs : Mn?* et Cu") avec des temps d’attente pour atteindre 1’équilibre entre 6
et 75 h, en fonction du pH et du ligand. Dans certains cas, nous avons débuté les titrages a partir
du pH 1,8 (Zn/L¥°, Zn/LY, Cu/L®). Toutes les courbes de titrage sont représentées sur la figure
4.5.a-b.

Dans le cas du systtme Mn/L®, un titrage direct a pu également étre réalisé avec un temps
d’attente de 3 min (figure 4.5-a). La courbe ainsi obtenue est parfaitement reproductible. Elle
est évidemment trés différente de celle constituée des points mesurés dans les batchs qui

correspondent au vrai état d’équilibre. Cette courbe correspond a la formation d’un pré-
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complexe, [Mn(HL®)*]**, une sorte d’intermédiaire relativement stable au cours de la formation
du complexe [Mn(L®)]. Il s’agit trés probablement d’une espéce dans laquelle le Mn?* est encore
en dehors «de la cavité bicyclique » et I’amine tertiaire du bicycle reste protonée a pH 7.
L’analyse de cette courbe de titrage permet de calculer une constante de stabilité pour cette
espéce, logKvnnHLe+3+ = 6,50(5), ainsi que trois constantes de protonation dont la premiéere
correspond certainement a la déprotonation de I’amine tertiaire du bicycle : l0gK[mn(HL9)*13+ =
9,10(4) ; logKmn(HzL9)*13+ = 5,98(3), l0gK [mn(H3L9)*13+ = 3,61(5). L’intermédiaire est de 16 ordres
de grandeur moins stable que le complexe obtenu aprés 48 h, [Mn(L%)]%* (voir plus bas). On
peut supposer que I’étape de déprotonation de I’intermédiaire constitue 1’étape cinétique
déterminante, comme nous 1’avons observé lors des études de complexation des bispidines
penta-dentées portant des groupements encombrants (Chapitre 3). Il est intéressant de noter que
la constante de stabilité de 1’intermédiaire a pu étre déterminée de la méme fagon, par titrage
potentiométrique direct, dans le cas de la formation du [Gd(DOTA)] ; dans ce cas-la il s’agit
d’un intermédiaire qui est diprotoné sur les deux azotes du macrocycle.!’

En contraste a [Mn(L%)]?* et [Mn(L!1)]*, le complexe [Mn(L1°)]" est trop stable, et il est déja
complétement formé a pH 1. Par conséquent, son logKmn(10y+ n’a pas pu étre déterminé par
potentiométrie. Afin d’accéder a cette constante de stabilité, nous avons réalis¢ un titrage
relaxométrique dans des échantillons batchs avec des temps d’attente pour atteindre 1’équilibre
appropriés (figure 4.5-d). Lors de cette expérience, nous avons suivi la variation de la relaxivité
transversale ou longitudinale en fonction du pH dans des échantillons qui contiennent des
quantités équimolaires de ligand et de Mn?*. A chaque pH, le temps de relaxation
paramagnétiqgue mesuré est la somme des contributions des différentes espéces
paramagnétiques, c’est-a-dire le complexe [Mn(L)], le complexe protoné [Mn(HL)] (s’il y en
a) et le métal non-complexé (Mn?*). En connaissant les concentrations totales du ligand et du
métal ainsi que les constantes de protonation du ligand, il devient possible de calculer les
constantes de stabilité et de protonation du complexe. Par ailleurs, afin de valider cette méthode
relaxométrique que nous avons mise en place pour la premiere fois pour la détermination du
logK d’un complexe de Mn?*, un titrage relaxométrique a été également réalisé et les données

ont été analysées pour Mn/L°.
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Figure 4.5: a-c) Courbes de titrage potentiométrique des ligands en absence et en présence des
métaux ; d) Courbe de titrage relaxométrique du complexe [Mn(L*)]*. c. = cm =2x10° M ; 298 K ; |
= 0,15 M NacCl.

Les constantes de stabilité sont calculées en utilisant le logiciel Hyperquad 2008 pour les
titrages potentiométriques, et Matlab pour les titrages relaxométriques. Les ajustements des
titrages relaxométriques sont illustrés sur la figure 4.6. Cette figure représente aussi la
distribution des espéces pour les systémes Mn/L%1%, calculée a partir des constantes de stabilité

déterminées, ainsi que 1’évolution de la relaxivité des échantillons en fonction du pH.

Tous les résultats sont représentés dans le tableau 4.1 ci-apres.
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Tableau 4.1 : Constantes de protonation des ligands et constantes de protonation et de stabilité
des complexes.

o o Q

o

logKHz1
logKH2
logKhs
logKHa

logKHs

YlogKHi
logKmnL

logKmnHL
logKmnHaL
logKznL
logKznHL
logKznHaL
logKcuL
pMnd

pzZnd

L9
>9,12
6,73(5)
5,62(6)
5,27(6)
2,30(5)

>29,05

22,23(4)
22 4(2)°

3,04(3)°

14,30(5)

8,88(3)

5,44(2)
>25

12,71

9,50

LlO Lll
11,902)  12,26(3)
544(2)  6,52(2)
528(2)  4,41(2)

1,36(2)  2,83(3)

23,98 26,02
24,7(2°  19,47(2)°

- 4,38(2)°

14,70(8)  15,04(6)

9,36(5)  9,73(5)

- 2,91(6)
12,59 9,82
8,58 8,73

Ll
11,44(1)
10,31(2)
4,71(5)
2,76(5)

2,22(4)

315
12,21(5)
10,42(3)
3,87(4)
15,59(3)
10,33(2)

3,28(1)

6,65

8,40

PC2A-EA!®

11,34

8,93

6,91

1,97

18,25

19,01

6,88

2,50

9,27

: Estimation limite inférieure du logKw a partir de Mn(HL®)* (pré-complexe).
: Calculée par titrage potentiométrique.

: Calculée par titrage relaxométrique.

: pM calculé pour cw = ¢ = 10° M, pH 7,4.
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A cause de la précipitation observée au-dela de pH 9 lors du titrage du ligand L°, sa premiére
constante de protonation ne peut pas étre directement déterminée. Nous avons donc estimé
logKn1 4 9,1, & partir de la premiére constante de protonation de I’intermédiaire [Mn(HL®)*]**.
La premiére constante de protonation du complexe [Zn(L®)]?* (8,88) n’est pas trés loin de cette
valeur. On note que cela représente forcément une sous-estimation du logKni du ligand, car la
déprotonation se passe nécessairement a un pH plus acide dans le complexe ou le site de
protonation se trouve a proximité d’une charge positive (du cation métallique). D’ailleurs, la
premiére constante de protonation est considérablement plus élevée pour L et L. La sous-
estimation du logKn1 va nécessairement engendrer une sous-estimation des constantes de
stabilité des complexes ; cependant, elle n’influence pas le rapport des constantes de stabilité
des complexes, ni les valeurs de pM. Par conséquent, les sélectivités entre les différents métaux
ne seront pas faussées par I’estimation du logKni. On note qu’il serait assez raisonnable de
penser que logKnz est du méme ordre de grandeur pour les trois ligands (autour de 12) et dans
ce cas-la les constantes de stabilité des complexes du L° seraient également plus élevées ;
néanmoins, comme 1’un de nos objectifs est justement d’augmenter la stabilité des complexes
de Mn?*, nous préférons risquer une sous-estimation qu’une éventuelle surévaluation de la
stabilité.

Les valeurs des constantes de protonation des trois ligands indiquent clairement une seule étape
de protonation en milieu basique ou une des amines tertiaires (N3 ou N7) est protonée. Ceci
signifie que le bicycle peut accepter un seul proton (qui va certainement conduire a la formation
d’un pont hydrogéne : N3"-H---N7), et par conséquent, la conformation du bicycle est trés
probablement chaise-chaise.'® Par analogie avec d'autres ligands de type bispidine,® 2022 |3
premiére constante de protonation pour les bispidines L%! est donc attribuée & I'un des groupes
amine tertiaire, tandis que l'autre amine du noyau bicyclique reste non protonée dans la
conformation chaise-chaise du ligand.

Les autres constantes de protonation correspondent aux pyridines et au carboxylate (L% et L?).
En ce qui concerne la stabilité des complexes métalliques étudiés, tout d’abord il faut noter que
dans le cas de chacun des trois ligands, la forme des courbes de titrages est différente pour le
Mn?* et pour le Zn?* et la courbe de Mn?* passe toujours en dessous de celle de Zn?*. Ceci
montre sans ambiguité que le complexe de Mn?* est plus stable que le complexe de Zn?*.

Les valeurs de constantes de stabilité révélent des différences logK de 4 a 6 ordres de grandeur

en faveur du Mn?*. On note que la méthode potentiométrique et relaxométrique donnent des
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logKmni; trés similaires pour [Mn(L%)]?* (22,23 et 22,4, respectivement), ce qui permet de
valider I’approche du titrage relaxométrique.

En revanche, le complexe [Cu(L%)]?" est trés stable, voir trop stable pour déterminer sa
constante de stabilité par potentiométrie, donc la valeur de logKcuwe) = 25 est certainement une
sous-estimation. Afin d’accéder a la vraie constante de stabilité, une étude de compétition avec

un autre ligand pourrait étre faite.

Alors, contrairement aux bispidines penta- et hexa-dentées étudiées dans le Chapitre 3, ces
bispidines forment des complexes de Mn?* plus stables que ceux basés sur le Zn?* en solution
aqueuse, avec une tres bonne discrimination. Ces résultats révelent un autre potentiel des
ligands de type bispidine, mise & part leur inertie exceptionnelle.

lIs représentent les premiers exemples de sélectivité réelle et efficace vis-a-vis du couple
Mn?*/Zn?* | car avec les deux exemples de sélectivité que nous retrouvons dans la base de

données des constantes de stabilité de 'TUPAC, les différences de logK sont inférieures a 1.2

a b) 100 - 60
) 100 + 6,5 ) [Mn(L0)]*
[Mn(Lo)J2* | o
B 80 A
i 80 L 60
S - L 40
% 60 - P g 604
5 55 2 > L 30
S 40 4 ~, 5 40 20
- L 5,0 3
20 - I 20 A L 10
LYNUN N
0 A T T T - 4,5 0 . ] T T 0
1 3 5 7 9 0 2 4 6 8 10
pH pH
100 - 60
©) [Mn(L®)]
80 - 50
g L 40
2 60 =2
S 30 =
3 40 E
i r20 o
20 L 10
0 ‘ 0
8 10

Figure 4.6 : Courbes de distribution des especes chimiques et de [ ’évolution de la relaxivité en fonction
du pH. Les courbes (r1 = f(pH)) représentent les fits obtenus lors des calculs effectués par la méthode
du titrage relaxométrique. a) Mn(L9) ; b) Mn(L'%) ; ¢) Mn(L™). Cunz+ = cL= 2 mM.
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Les profils qui illustrent I’évolution de la relaxivité en fonction du pH valident parfaitement les
courbes de distribution, et donc les constantes de stabilité déterminées par titrage
potentiométrique et relaxométrique. Le plateau observé dans 1’évolution de la relaxivité a partir
du pH 1 pour [Mn(L9)]*, pH 4 pour [Mn(L®%)]?* et pH 5 pour [Mn(LH)]* coincide avec la
formation totale des complexes.

La variation modeste de la relaxivité du Mn(L®) observée entre pH 6,5 et 7,8 ne correspond pas
a un équilibre de protonation (figure 4.6-a).

Nous observons une valeur de relaxivité transversale paramagnétique trés basse, r> = 0,52 mM-
Lst pour [Mn(L)]* qui témoigne 1’absence de molécule d’eau en premiére sphére de
coordination. Ceci suggeére que tous les atomes donneurs du ligand sont coordinés au Mn?*, ce
qui justifie la stabilité plus élevée par rapport aux deux autres complexes de Mn?*. Donc,
I’augmentation de la denticité renforce la stabilité du complexe, accompagnée d’une perte de
la molécule du solvant en premiére sphére de coordination, et en conséquence son utilisation
pour I’IRM ne sera pas envisageable, mais le complexe reste intéressant pour des applications
en TEP. En revanche, [Mn(L%)]?* et [Mn(L)]" possédent des relaxivités plus élevées qui
impliquent nécessairement une molécule d’eau dans la premiére sphére. En supposant que le
nombre total de coordination est identique pour [Mn(L®)] et [Mn(L")], on peut conclure que la

substitution de 1’acétate (L) par une pyridine (L%) conduit & un complexe de Mn?* plus stable.

Les trois ligands ont une sélectivité tout a fait exceptionnelle pour le Mn?* vis-a-vis du Zn?",
néanmoins cette sélectivité est meilleure pour L (Alogkme = 10), et elle diminue pour la L°
(Alogkme > 8) et la L' (AlogkmL = 4). Il semble que la pyridine est particuliérement
intéressante pour la stabilisation du complexe de Mn?* et pour la sélectivité. Ceci n’est pas
étonnant, car c’est un groupement plus encombrant que 1’acétate, ce qui contribue a une

meilleure différenciation entre les deux métaux selon leur taille.

Pour une comparaison plus significative de la stabilité des complexes Mn?*, dont la basicité des
ligands est différente, nous avons également calculé leur pM (pM = -log[Miibre], @ pH 7,4, et a
des concentrations totales de ligand et de métal de 10° M).

Les valeurs de pMn obtenues, particulierement pertinentes pour des applications biologiques
des complexes de Mn?*, sont respectivement égales a 12,71, 12,59 et 9,82 pour [Mn(L%)]%,
[Mn(L)]* et [Mn(LH]*, et sont sensiblement plus élevées par rapport & celles des complexes

de Mn?* considérés comme particulierement stables, tels que [Mn(DOTA)] (pMn = 9,02),%
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[Mn(PC2A-EA)]* (pMn = 9,27)?* ou [Mn(PCTA)]" (pMn = 9,02),% ayant la valeur la plus
élevée parmi les complexes de Mn?* publiés dans la littérature.

Ces résultats de stabilité et les sélectivités des ligands pour le Mn?* vs. le Zn?* ont pu étre
confortés par les structures cristallines des complexes (figure 4.7). Chacun des ligands forme
un complexe octa-coordiné avec le Mn?*. Dans le cas des deux ligands hepta-dentés (L° et L1%),
la sphere de coordination est complétée a 8 par une molécule de solvant ou de contre-ion ; alors
que dans le complexe [Mn(L%)]*, tous les huit atomes donneurs du ligand sont coordinés au
métal. Dans la structure de [Mn(L%)]?* et de [Mn(L'%)]*, I’azote d’une pyridine est plus éloigné
du centre métallique que les autres atomes donneurs ; néanmoins, sa paire d’électrons pointe
vers le cation, donc on peut considérer qu’il y a interaction/coordination au métal.

Ces trois systémes font partie des rares exemples des complexes de Mn?* octa-coordinés,®1? et
cela conforte I'hypothése selon laquelle la cavité de ces bispidines est large et bien adaptée au

Mn(L9)(OTf) Mn (L10) Mn(L1)(MeOH)

N,O N:O, NgO,

R”F\/]/(\”/“

Zn(L9) Zn(L10) Zn(L™)

Figure 4.7: Structures cristallines des complexes Mn(L) et Zn(L).
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En contraste avec les complexes de Mn?*, les analogues Zn?* ont une structure trés différente
(figure 4.7). Le nombre de coordination est de NC = 6, car la plus petite taille du Zn?* ne permet
pas de former autant de liaisons que dans le cas du Mn?* (NC = 8). En effet, ’azote d’une des
pyridines (L° L et L) et un azote du noyau bicyclique dans le cas de L restent non-
coordinés et cette différence de coordination est donc I’origine de la sélectivité des ligands.

Le tableau 4.2 ci-dessous représente les données numériques des structures déterminées par des

études cristallographiques.

Tableau 4.2 : Distances de liaison sélectionnées [A] et angles [°] dans la structure cristalline de
Mn(L%)(OTf), Mn(L'), Mn(L*)(MeOH), Zn(L®), Zn(L™) et Zn(L™).

Mn(L?) Mn(L?)  Mn(L) Zn(L?) Zn(L1°) Zn(LY)
Distance (A)
M-N3 2,4527(17) 2,3592(15) 2,502(3)  2,155(3)  2,745(1)  2,1266(13)
M-N7 2,4079(16) 2,5521(15) 2,357(3)  2,208(3)  2,4791(11)  2,2017(13)
M-Npy1 3,037(2)  2,3636(18) 2,373(3)  2,134(3)  3,806(1)  2,3902(15)
M-Npy2 2,2937(19)  2,910(2)  2,354(4)  2,534(3)  2,1601(12) 2,1505(15)
M-D(N3) 2,2728(18) 2,2412(17) 2,370(3)  2,149(3)  2,1363(12) 2,0358(12)
M-Ndpy1l 2,2520(18) 2,4233(17) 2,621(3)  3,374(3)  2,1643(12)  2,0185(14)
M-Ndpy2 2,5487(17) 2,3773(18) 2,496(3)  2,059(3)  2,2300(12)  3,5609(15)
M-Ox 2,3804(16) 2,2015(14)  2,182(3) - 2,1244(10) -
Angle (°)
N3-M-N7 72,42(5)  73,37(5) 7525(10) 84,81(5)  65,69(4) 84,81(5)
Ndpyl-M-Ndpy2 ~ 130,92(6)  129,37(6) 131,51(11) 153,40(5) 120,67(4)  153,40(5)

Par ailleurs, ces structures cristallines montrent également que les complexes de Mn?* et de
Zn?* sont en conformation chaise-chaise.
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Sur les courbes de titrage potentiométrique (figure 4.5), nous avons observé que 1’amine
tertiaire est protonée en milieu faiblement basique pour les complexes de Zn?*. Afin de mieux
comprendre le comportement du systéme et de suivre en particulier 1’étape de déprotonation,
nous avons réalisé des titrages RMN *H et UV-visible du complexe Zn(L%) en fonction du pH,

et la figure 4.8 illustre les résultats obtenus.
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Figure 4.8 : a) Spectres RMN *H de Zn(L¥) de la région ol on observe les protons H*®ax-eq a pH
variable, cLi0 = Czn2+ = 3,5 MM ; b) Distribution des especes et évolution des déplacements chimiques
des protons H¥8ax-eq en fonction du pH (¢ : H*%eq, A : H%®ax), cL10 = Czn2+ = 3,5 MM ; ¢) Evolution de
la différence de déplacements chimiques entre les protons H®® équatoriaux et axiaux en fonction du
pH ; d) Distribution des especes et évolution de la bande d’absorption des pyridines en fonction du pH
a 258 nm, Crio = Czn2+ = 50 HM .
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Tout d’abord, on observe que la distribution des especes en fonction du pH, telle qu’elle est
calculée a I’aide des constantes thermodynamiques obtenues en potentiométrie, est en parfaite
accord avec I’évolution des déplacements chimiques des protons H®® axiaux et équatoriaux
(figure 4.8-b) et de la bande d’absorption des pyridines dans les gammes de pH ou le complexe
protoné se forme et ensuite se déprotone (figure 4.8-d ; pour plus de clarté, nous avons tracé
I’absorbance a la longueur d’onde de 258 nm). Les figures 4.8-a et ¢ montrent clairement que
les protons H®® axiaux et équatoriaux deviennent non-équivalents lors de la formation du
complexe entre pH 1,5 et 3, nous suggérant que la complexation s’accompagne d’une perte de
la flexibilité du ligand. La déprotonation (IogKznHL10y2+ = 9,36) est de nouveau accompagnée

par des changements dans les spectres de RMN et UV-Vis.

En plus de ces changements attendus, nous observons une variation supplémentaire dans les
déplacements chimiques des protons H®® axiaux et équatoriaux ainsi que dans le spectre UV-
vis vers pH 5-7. Cependant, cette variation ne correspond pas a un processus de protonation
détecté sur les courbes potentiométriques. Elle n’impacte pas non plus la rigidité du cycle
pipéridine qui porte 1’azote N7, donc il ne s’agit pas de la déprotonation de 1’amine tertiaire
(voir figure 4.8-c). En revanche, la figure 4.8 et surtout les résultats UV-Vis, directement
dépendants des pyridines, nous suggere que ce phénoméne met en jeu une ou plusieurs
pyridine(s), et ceci pourrait étre la conséquence d’un réarrangement structural du ligand a

travers les sites N3 et N(py2) du cycle pipéridine(N3) comme illustré sur la figure 4.9.
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10041, 0,73
80 1\ % 0,72
o A
R 60 0,71
E AA AN
E 40 0,7
i
20 + 0,69
Zn2+
0 T 0,68
1 3

Figure 4.9 : lllustration de ['hypothése impliquant un réarrangement structural du ligand qui pourrait
expliquer les changements spectroscopiques observés en RMN de *H et en UV-Vis pour le complexe
Zn(L"), cLio = Czno+ =50 UM .

D’ailleurs, cette hypothése semble également étre confortée par une étude DFT réalisée par nos
collaborateurs a Heidelberg. Ces calculs DFT avaient pour but de déterminer 1’énergie
minimale du complexe [Zn(L'%)]* en fonction de la structure, et en particulier des atomes non
coordinés au Zn?*. lls ont observé une sorte de plateau dans les minima des énergies avec
plusieurs structures, notamment les plus basses énergies sont obtenues pour les isoméres dont
les sites N(py2) ou N3 ne sont pas coordinés (figure 4.10). Il est plausible alors que la variation
des déplacements chimiques et de I’absorbance UV-vis observée a partir de pH 5 soit la

conséquence d’un réarrangement structurel mettant en jeu ces sites de coordination.
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Figure 4.10 : Energies minimales calculées pour le complexe Zn(L'®) en fonction de I’atome non
coordiné : a) N(py2) non coordiné; b) N3 non coordiné et c) N7 non coordiné. A noter que le trait entre
le métal et la N(py1) correspond & une distance trés longue (3,8 A) et ne représente pas une liaison.

En conclusion, ’augmentation de la taille de la cavité de coordination a travers 1’augmentation
de la denticité favorise la sélectivité du Mn?* au détriment du Zn?*. Ces études ont dévoilé une
autre facette exceptionnelle des bispidines, car I’ordre de stabilité observé va a I’encontre de
celui prédit par la série d’Irving-Williams entre le Mn?* et le Zn?", et conforte le fait que la

cavité bicyclique de ces bispidines est trés adaptée a la complexation du Mn?*.

2. Inertie des [Mn(L%1)]

Les études thermodynamique ont révélé une trés bonne sélectivité des L* au Mn?*, cependant
I’étude de leur inertie est autant plus importante, si des applications biologiques sont
envisagées. L’augmentation de la denticité du ligand est trés favorable a la stabilité, néanmaoins,
elle peut potentiellement devenir un probléme pour I'inertie. La présence de plus de sites
coordinants peut faciliter la formation des complexes ternaires qui sont importants dans les
réactions de transmétallation. Ce phénomeéne a été observé par exemple dans la famille des
complexes de Mn?* formés par des ligands basés sur un noyau pyridine, ou le temps de demi-
vie de dissociation diminue de 55 s ([Mn(dapy1)]) & 0,024 s ([Mn(dapy2)]%) en rajoutant un
groupement acétate de plus sur le ligand (pH 7,4 et ccuz+ = 10 M ; voir figure 4.11 pour les

structures).?
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En plus, en inspectant les données cristallographiques, nous remarquons qu’au sein des
complexes de Mn?* (figure 4.11), certaines liaisons M---N(donneur) sont allongées (voir
tableau 4.2), et cet allongement pourrait se traduire par un affaiblissement relatif de la liaison
entre le Mn?* et les atomes donneurs. Ce phénoméne pourrait étre favorable a I’initiation d’une

réaction de transmétallation entre le Mn?* et le Zn%* ou le Cu?*.

A
A
HN
N
| X
F
Mn(L®)(H,0) Mn(L10) Mn(L1)(H,0) Dipyridylamine (DPA)
7~ \ - \
\N \N
N
HOZC\/N /N\/COZH HOL \\ N\/COZH
CO,H COM CO,H
dapy1 dapy2

Figure 4.11 : Structures des complexes et molécules étudiés dans cette partie. (—) :représente les
liaisons relativement allongées. D(Mn---N(Py1)) = 3,04 A; D(Mn---N(Py2)) = 2,91 A ; D(Mn---
N(dpy1)) = 2,62 A.

Nous avons évalué ’inertie des [Mn(L*1)] en présence du Zn?* et du Cu?* pour [Mn(L®)]?".

2.1. Cinétique de dissociation en présence du Zn?

Selon les constantes de stabilité déterminées précédemment, le Zn?*, méme présent en grand
exceés, ne devrait pas remplacer le Mn?* dans ces complexes, donc aucune transmétallation n’est
attendue avec le Zn?*. Néanmoins, les essais réalisés dans des conditions « classiques » de

pseudo-premier ordre, en mettant en jeu 25 équivalents de Zn?* par rapport au complexe, a
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37°C, dans des solutions tamponnées a pH 6 (MES), témoignent d’une transmétallation. Pour
suivre la réaction, nous avons mesuré le temps de relaxation transversale en fonction du temps ;

et en effet, la relaxivité détectée a I’équilibre correspond a celle du Mn?* libre (figure 4.12).

r,/ mMls?

t /days

r,/ mMlst

0 30 60 90 120
t /days

Figure 4.12 : Variation du r, en fonction du temps au cours de la transmétallation par le Zn?*. 60 MHz,
37 °C, cwnL = 1,4 MM, Czy = 35 mM, cumes = 50 mM. &) [Mn(L)]%* ; b) [Mn(L*)]* et c) [Mn(L*)]".Les
courbes représentent les ajustements des données expérimentales avec une fonction biexponentielle.

Etant donné le nombre élevé de sites de coordination au sein de ces ligands, ces résultats nous
ont mené a poser I’hypothése d’une probable formation d’un complexe de Zn?* dinucléaire qui
serait plus stable que le complexe de Mn?*. En plus, ces ligands sont dotés d’une partie similaire

aux dérivés du dipyridylamine (figure 4.11) connus pour leur grande affinité au Zn?*,16-27-28

De ces constats, nous avons déterminé la stabilité d’éventuel complexe de Zn?* dinucléaire par
titrage potentiométrique, en présence de deux équivalents de Zn?* entre pH 1,8 et 11. Les

courbes de titrage potentiométrique sont représentées sur la figure 4.13.
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Figure 4.13 : Courbes de titrage potentiométrique des ligands en présence des métaux. ¢, = 2x10° M ;
Crnz+ =2%107, Czno+ = 2x107° pour Zn(L) et 4x10° M pour Znz(L) ; 25 °C ; I = 0,15 M NaCl.

Ces courbes de titrage montrent sans ambiguité la formation de complexes dinucléaires stables
entre les ligands L%! et le Zn?*. A noter qu’au-dela du pH 6, nous observons la formation de
complexes hydroxo solubles. De facon étonnante, le nombre équivalent de protons titrés (par
rapport au ligand) lors de la formation de ces complexes hydroxo n’est pas un nombre entier,
mais égal respectivement a 1,5, 2,5, et 1,5 pour [Zn2(L%)]**, [Zn2(L¥)]?*, et [Zno(L1H]*. Ces
résultats sont parfaitement reproductibles et suggerent la formation de complexes dimeres (2
ligands, 4 Zn?*) dans lesquels il existe au moins un pont hydroxyle. Vu la complexité des
systemes, nous n’avons pas cherché a les caractériser plus et nous avons analysé uniquement la
partie acide des courbes de titrage pour calculer la constante de stabilité des complexes
dinucléaires [Zn2(L)] a P’aide du logiciel Hyperquad 2008 (tableau 4.3; logp =
[Zn2(L))/[Zn]¥[LD).
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Tableau 4.3 : Constantes de stabilité des complexes My(L) ; avec x=1 ou 2.

L9 LlO Lll
logKmin(L) 22,23(4) 24,70(2) 19,47(2)
logKznw) 14,30(5) 14,70(8) 15,04(6)
logBzna(L) 25,36(3) 26,03(2) 22,21(4)

En utilisant ces constantes, nous avons calculé la distribution des espéces dans des conditions
de I’étude de transmétallation (figure 4.14). Ces résultats montrent que les complexes
dinucléaires [Zn2(L%1)] sont plus stables que les complexes [Mn(L%)], ce qui explique la
décomplexation observée lors des études de cinétique de dissociation. On note que la formation
d’un complexe dinucléaire est également a I’origine de la transmétallation du [Gd(DTPA)]*
par le Zn?*. La constante de stabilité du [Gd(DTPA)]* est supérieure a celle du [Zn(DTPA)]*
(les logKmL sont respectivement 22,46 et 18,29), mais le complexe dinucléaire [Zn2(DTPA)]
est relativement stable (logBznz) = 22,77).2° D’ailleurs, des études réalisées par 1’équipe du Pr.
Peter Comba avaient révélées la formation de complexes dinucléaires avec des bispidines en

présence de métaux de petite taille.®
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Figure 4.14 : Distribution des espéces en fonction du pH en présence de 10 équivalents de Zn**. cun. =
1,4 mM, ¢z = 35 mM.

Les complexes de Mn?* basés sur des bispidines penta-dentées avec une cavité bicyclique
(chapitre 3) avaient une dissociation extrémement lente, voire inexistante a pH 6 et en présence
de 50 équivalents de Zn?* (protocole standard). En contraste, pour [Mn(L%)]?*, [Mn(L1))]" et
[Mn(L)]*, nous observons une décomplexation totale respectivement au bout de 20, 40, et 90
jours, dans les mémes conditions (avec 25 equ Zn?*). Alors, nous pouvons en déduire

qualitativement que 1’augmentation de la denticité s’accompagne d’une diminution de I’inertie.

Par ailleurs, contrairement aux cas étudies dans le chapitre précedent, les courbes cinétiques de
la figure 4.12 ne peuvent pas étre décrites par une fonction mono-exponentielle comme ce qui
serait attendue pour une cinétique de pseudo-premier ordre, mais par la somme de deux termes
exponentiels (équation 4.1) :

— = A, — (a, e Fovs1t 4 g, e~ Kobs2t) équation 4.1
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Il n’est pas évident de connaitre les raisons de cette observation ; I’explication la plus plausible
est la présence de deux isomeres en solution qui se dissocient de facon indépendante, avec une
cinétique différente chacune caractérisée par un Kobs. Les deux facteurs a; et a» sont alors
proportionnels a la concentration de chacune des deux especes. Les courbes ont été analysées
selon 1’équation 4.1, et les valeurs obtenues pour les différents parameétres, ainsi que les temps
de demi-vie calculés individuellement pour les deux processus de dissociation sont représentés

dans le tableau 4.4 ci-dessous.

Tableau 4.4 : Constantes de vitesse de dissociation (Kos1 €t Kobsz ) €t t12 = In2/Koens des complexes étudiés
en présence de 25 equ Zn**, 37°C, pH 6.

[Mn(L)]*  [Mn(LO]*  [Mn(L*)]* [Mn(PC2A-EA)]* 8 [Mn(PyC3A)] *°

kobst/ 10 (s7)  19,723)/  4,86(2)/  5,16(2)/ 660 / 3,54/
It 9,76 h 39,60 h 37,20 h 0,29 h 54,4 h

Kobs2/ 10 (s1)  2,97(2) / 0,94(1) / 0,48(1) / - -

/ tys 2,70 8,53 ] 16,71j
a 26(4) 21(2) 4(1) ; ]
az 48(2) 52(1) 58(2) - -

[Mn(L!)]* détient la meilleure inertie. Ce résultat peut étre mis en paralléle avec le fait que les
liaisons M---(N ou O) donneur établies au sein de ce complexe (selon la structure
cristallographique) sont moins allongées que celles de ses analogues, et en conséquence ces
derniers pourraient étre plus susceptibles a une éventuelle initiation d’une réaction de
transmétallation. On note aussi que L** forme le complexe dinucléaire [Zn2(L)]3* relativement

le moins stable.

Méme si ces complexes de Mn?* sont moins inertes que ceux étudiés dans les chapitres

précédents, [Mn(L%)]?* et [Mn(L')]* possédent une inertie trés intéressante qui reste meilleure
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par rapport a celle des complexes mono-hydratés décrits dans le contexte de I’IRM (tableau
4.4).24’ 30

Afin de mieux comprendre le mécanisme de dissociation de ces complexes, nous avons suivi la
transmétallation du complexe [Mn(L%)]* aux pH 3 et 5 en présence de Zn?* a des concentrations
variables (10, 20, 25, 40 ou 50 equ). Le choix de ce systéeme pour une étude plus complete est
essentiellement motivé par le fait que L° nous permettra d’étudier au mieux les conséquences
de la haute denticite du ligand.

La figure 4.15 représente I’évolution de la relaxivité transversale paramagnétique du [Mn(L%)]*

en fonction du temps, a différentes concentrations de Zn?*, a pH 3 et 5.

a)

45,0

30,0

r,/ mMmist

15,0

0,0

b) 50,0

40,0

30,0

r,/ mMilst

20,0

10,0

0,0

50

0 30
t /days

Figure 4.15 : Variation du r, en fonction du temps au cours de la transmétallation de Mn(L'°) par le
Zn?*. 60 MHz, 37 °C, Cvn1o) = 1L, A MM. A 2 Cznp+ =14 MM ; A2 Czne =28 MM ; A & Czna+ = 35 MM
A > Czna+ =56 MM ; A X Czno+ = 70 MM. @) pH 3 et b) pH 5. Les courbes représentent les ajustements des
données expérimentales & une fonction biexponentielle.
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Toutes ces courbes montrent la méme allure que celles de la figure 4.12 et peuvent étre décrites
par la somme de deux fonctions exponentielles. Les valeurs obtenues pour les constantes de
vitesse Kobs et les facteurs de proportionnalité a; et az par I’ajustement des courbes a 1’équation

4.1 sont représentés dans le tableau 4.5.

Tableau 4.5: Constantes de vitesse de dissociation (Kops €t Kons2) du complexe Mn(L%) en présence de
10, 20, 25, 40 ou 50 équivalents de Zn** a pH 3, 5 et 25 equ a pH 6 ; 37°C.

pH Zn?*

10 equ 20 equ 25 equ 40 equ 50 equ

Kobs1/10° (s1)  3,82(3) 3,76(2) 4,35(3) 4,91(5) 6,34(4)

kobs2 /10 (s1)  0,36(1)  0,83(1) 1,03(1)  1,56(2) 1,89(2)

3 a 15,3(5) 20(1) 18(2) 20(4) 21(2)

a 53,2(4) 52(1) 54(2) 50(4) 49(2)

kobs1 /106 (1) 3,94(2) 3,66(2) 4,54(2) 5,25(3) 6,41(3)

Kobs2 /108 (s7)  0,34(1) 0,80(1) 1,01(2) 1,54(2) 1,78(2)

5 a1 15.2(3) 20(1) 16(2) 20(3) 25(2)
a 54,9(3) 50(1) 55(3) 50(4) 45(1)
Kobs1 /10 (s) - - 4,86(2) - ;
konsz /107 (s*) - - 0,94(1) - i
6 a - i 21(2) : i
a - - 52(1) - i

Tout d’abord, on note que les facteurs a1 et az varient peu d’une courbe (un pH et une Czn2+
donnés) a ’autre et correspondent a peu pres a des fractions molaires de 0,7 pour I’espece qui
se dissocie plus lentement et de 0,3 pour ’autre. Cette relative invariance des a; et a» semble
conforter I’hypothése de deux espéces qui sont a I’origine de cette fonction biexponentielle.

Par ailleurs, nous avons vu plus haut que le [Zn(L%)]* peut avoir différents isoméres en solution

(résultats RMN, UV-Vis et DFT). Les mémes études n’ont pas été faites pour le complexe de
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Mn?* et certes, I’isomérisation du [Zn(L°)]" est liée au fait que toutes les atomes donneurs du
ligand ne peuvent pas se coordiner au métal. Néanmoins, pour le [Mn(L'%)]* on note aussi une
liaison plus allongée a I’état solide, et on peut imaginer qu’en solution deux espéces co-existent
dans lesquelles ce n’est pas la méme liaison qui est plus allongée, donc un peu plus faible.

Evidemment ce n’est qu’une hypothése et nous n’avons pas de preuve expérimentale concrete.

En inspectant les kops, ON Observe que, pour une concentration de Zn?* donnée, la variation du
pH de 3 a 6 a trés peu d’effet. Par exemple, en présence de 25 équivalents de Zn?*, nous avons
calculé des constantes de vitesse de dissociation trés similaires (Kobsz = (1,03+0,03) x 107,
(1,01+0,02) x 105, et (0,94+0,01) x 10 s, respectivement a pH 3, 5 et 6.

Ces résultats suggerent que la voie de dissociation proton-assistée est négligeable,
contrairement a ce que nous avons observé pour les complexes de Mn?* & base de bispidine
étudiés dans le Chapitre 3. En effet, en représentant I’ensemble des valeurs de Kobs1 OU de Kobs2
en fonction de la concentration de Zn?*, on obtient une seule droite, indépendamment du pH
(figure 4.16). 11 s’agit d’une observation trés unique, car la catalyse par les protons représente

une voie communément observée dans la dissociation des complexes métalliques.
Les données de la figure 4.16 ont été analysées en utilisant 1’équation 4.2 ci-dessous pour
calculer la constante de vitesse caractéristique de la voie métallo-assistée (kzn2+) de la

dissociation.

kObS = ko + kZTl2+ [Zn2+] équatlon 42
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Figure 4.16 : a) et b) Variation respective de Kobs1 €t Kobs2 €n fonction de la concentration en Zn?*. CynLao)
=14mM.A:pH3.0;0:pH5.0; 0 pH6.0.

Les calculs sont effectués en fixant la constante de vitesse de la voie de dissociation spontanée,
ko, @ z&ro, autrement nous obtenons une valeur avec une trés grande erreur ko = (4,34+4,12)x10°
8 1, suggérant que cette voie est négligeable, ou en tous cas n’est pas accessible dans nos
conditions. On obtient alors kznz+ = (2,72+0,04)x10° s2.M? pour la constante de vitesse
caractéristique de la voie de dissociation catalysée par le Zn?" pour 1’étape lente. Cette valeur
est de 7 a 8 ordres de grandeur plus petite en comparaison par exemple a 1,45x10* st.M?,
1,13x10% st.M? ou 45 st.M? pour les complexes [Mn(dapyl)], [Mn(dapy2)]> % ou
[Mn(EDTA)]? 3.

Elle est comparable a celle déterminée pour le [Mn(DOTA)]?* (kzno+ = 1,5%10° st.M?1)*2, un
complexe reconnu pour son inertie.

En résumé, ces résultats suggerent la présence de deux espéces en solution avec des cinétiques

de dissociation différentes. Pour chacune des espéces, le mécanisme de dissociation est le
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méme, en impliquant uniquement la voie assistée par le Zn?*, alors que la voie proton-catalysée
n’est pas du tout observée. Ceci représente un cas unique, car la catalyse par les protons est tres

commune dans la dissociation des complexes métalliques.

2.2. Cinétique de dissociation en présence du Cu?

Nous avons également évalué I’inertie cinétique du [Mn(L®)]?* en présence du Cu?*, en réalisant
des réactions de transmétallation dans des conditions de pseudo-premier ordre. Nous avons
réalisé ces réactions a pH 2,30 ; 2,50 ; 2,70 ; 3,15 et 3,53 ; en variant le nombre d’équivalent
du Cu?* entre 10 et 40. On note que la précipitation des hydroxo-complexes de Cu?* empéche
la réalisation ces études aux pH plus élevés.

A titre d’exemple, la figure 4.17 représente 1’évolution de la relaxivité transversale
paramagnétique du [Mn(L°)]?* en fonction du temps, a différentes concentrations de Cu?*, a pH
3,15.

60,0

18 24

t/h

Figure 4.17 : Variation du r, en fonction du temps au cours de la transmétallation de [Mn(L%)]** par le
Cu?*. 60 MHz, 25 °C, pH 3,15 ; Cmno) = 1,6 MM. A : Ccuo+ = 16 MM ; A = Ceuo+ = 32 MM ; A & Couos =
48 mM ; A : ccio+ = 64 mM. Les courbes représentent les ajustements des données expérimentales.

Nous observons qu’en présence du Cu?*, la décomplexation est beaucoup plus rapide : pour la

réaction la plus lente (en présence de 10 equ de Cu?*), elle est totale en moins de 24 h.
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Comme pour la transmétallation du [Mn(L°)]*, les courbes cinétiques ne peuvent pas étre
décrites par une fonction monoexponentielle, elles ont été analysées en utilisant 1’équation 4.3.
Les constantes de vitesse de dissociation calculées, ainsi que les paramétres ai et a1 sont
représentées dans le tableau 4.6.

T, = Ay — (a; X e Kobsit 4 g, x e~Kobszt ) équation 4.3

Tableau 4.6 : Constantes de vitesse de dissociation (Kobs: et Kons2) du complexe [Mn(L®)]?* en présence
de 10, 20, 30 ou 40 équivalents de Cu?* & différents pH.

pH Cu?

10 equ 20 equ 30 equ 40 equ

Kobst / 1073 (s2) 0,33(1) 0,52(2) 0,80(3) 1,00(2)

Kobs2/ 1073 (s2) 1,06(2) 1,78(2) 2,84(3) 3,23(3)

2,30 a1 0,010(1) 0,006(1) 0,004(2) 0,003(1)
a 0,018(1) 0,012(2) 0,009(3) 0,007(2)

Kobst / 1073 (s2) 0,32(1) 0,54(2) 0,73(2) 1,06(3)

Kobsz / 102 (s%) 1,04(3) 1,67(3) 2,78(4) 3,19(3)

2,50 a1 0,011(1) 0,005(1) 0,005(2) 0,002(1)
a 0,020(1) 0,012(2) 0,010(3) 0,006(2)
Kobst / 107 (%) 0,34(1) 0,56(2) 0,73(2) 1,01(0,4)

Kobsz / 103 (s1) 1,02(4) 1,75(3) 2,72(3) 3,26(4)

2,70 a1 0,010(1) 0,007(1) 0,004(2) 0,002(1)
a 0,019(1) 0,013(2) 0,008(3) 0,005(2)

Kobst / 1073 (s2) 0,33(1) 0,58(2) 0,78(2) 1,09(4)

Kobs2 / 1073 (%) 0,96(2) 1,69(2) 2,68(2) 3,17(3)

3,15 a1 0,009(1) 0,006(1) 0,003(2) 0,003(1)
a 0,016(1) 0,013(2) 0,008(3) 0,006(2)

Kobs1 / 1073 (s%) 0,40(1) 0,57(1) 0,84(0,2) 1,08(2)

Kobs2/ 107 (%) 0,95(2) 1,67(3) 2,71(3) 3,15(3)

3,53 a1 0,012(1) 0,005(1) 0,004(2) 0,004(1)
a 0,020(1) 0,011(2) 0,010(3) 0,009(2)
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Le caractere biexponentiel des courbes est probablement lié a la présence de deux isomeéres,
donc la méme hypothése peut étre proposée que dans le cas précédent. Comme pour Mn(L1?),
ici aussi le rapport de ai/a> reste constant (dans la marge d’erreur) pour I’ensemble des
expériences, ce qui encore une fois conforte cette hypothése. L’isomére majoritaire dont la
fraction molaire est ~0,7 se dissocie plus vite, alors que 1’isomére minoritaire se dissocie avec
une vitesse plus petite.

Comme nous 1’avons observé pour la transmétallation du [Mn(L!%)]* en présence du Zn?*, la
dissociation du [Mn(L%)]* est aussi indépendante de la concentration en H*, en conséquence la
voie de dissociation proton-assistée est négligeable. En effet, en tracant 1’ensemble des Kobs1 OU
Kobs2, ON obtient une droite pour chacune des deux séries.

Afin de déterminer la constante de vitesse de la voie métallo-assistée, kcu2+, NOUs avons analysé
les données de la figure 4.18 en utilisant I’équation 4.4. La figure 4.18 représente la variation

des Kobs1 et Kobs2 €n fonction de la concentration en Cu?*, a différents pH.

kobs = ko + kcuz+ [Cu2+] équation 4.4
a) Q
1 4
- &
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Figure 4.18 : Variation des kos €n fonction de la concentration en Cu®*. o : pH 2,30 ; x : pH 2,50 ;
A:pH270; 0:pH3,1590 : pH 3,53. Cmne) = 1,6 mM, 25 °C.
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A partir des calculs, en fixant ko & zéro, nous obtenons une valeur de kcu2+ égale a (2,35+0,05)
x 103 s1. M, supérieure au moins de deux ordres de grandeur par rapport a celle obtenue en
présence du Zn?* pour [Mn(L19)]*. Bien que kzn2+ n’ait pas été déterminée pour [Mn(L%)]%,
nous avons une comparaison directe des vitesses de transmétallation entre [Mn(L%)]?* et
[Mn(L'9)]* (tableau 4.6) qui montre que la dissociation est ~4 fois plus rapide pour [Mn(L%)]?*
(pH 6, 25 equ Zn?*). De fagon générale, on trouve trés rarement des données comparatives entre
Zn?* et Cu* dans les cinétiques de dissociation des complexes métalliques. Néanmoins, le Cu?*
a été mentionné 5-10 fois (en fonction de la température) plus actif dans la transmétallation du
[GA(DTPA)]?* que le Zn?*.2°

Dans notre cas, un phénomeéne supplémentaire peut également intervenir. Le manganése et le
cuivre peuvent tous les deux avoir une activité redox. On peut alors imaginer que la présence
du Cu?* conduit & une oxydation du Mn?*en Mn** qui a une taille plus petite, moins adaptée a
la taille de la cage de coordination de la bispidine. En paralléle, la réduction du Cu?* en Cu* se
traduit par une augmentation de la taille du cation (le rayon du Cu* approximatif est 1,2 fois
plus élevé que celui du Mn?*) qui sera donc plus adapté a la « cavité bicyclique ». Alors, cette
réaction d’oxydoréduction aurait pour conséquence la catalyse de la décomplexation, réalisée
par voie métallo-assistée.

Afin de procéder a une expeérience tres préliminaire dans ce contexte, nous avons réalisé une
réaction de transmétallation en mélangeant des quantités équimolaires du Cu?* et du [Mn(L%)]%,
a 37 °C, pH 3. A la fin de la réaction, on obtient une solution incolore, au lieu d’une solution
de couleur bleu, caractéristique des complexes de Cu?* basés sur des ligands N(donneur). Ce
résultat reflete la formation trés probable d’un complexe de Cu* qui est incolore. Evidemment,
cette réaction et le changement de couleur n’étaient pas observables dans le cas des expériences
cinétiques conduites en présence d’un large excés du Cu?". La figure 4.19 illustre ce
phénomene. Pour confirmer cette hypothése de transformation redox, d’autres études (RPE par

exemple) seront nécessaires.
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Figure 4.19 : lllustration du phénomeéne redox contribuant & la dissociation du [Mn(L®%)]** en présence
du Cu**.

Ces résultats ont encore une fois démontrée la complexité structurelle des bispidines, dont
quelques modifications engendrent d’importants changements sur les propriétés physico-
chimiques des complexes de Mn?*.

Malgré Iinertie relativement moins bonne des complexes [Mn(L%11)] par rapport a certains des
complexes étudiés dans le Chapitre 3, elle reste suffisante pour que nous puissions les utiliser

pour d’éventuelles études biologiques.

Par la suite, nous avons étudié les propriétés de relaxation de [Mn(L%)]?* et [Mn(L'%)]*pour
lesquels les études cristallographiques et les mesures de relaxivité ont révelé la présence d’une

molécule du solvant en premiére sphére de coordination.

3. Propriétés de relaxation

Pour évaluer ’efficacité de relaxation de [Mn(L%)]%" et [Mn(L'Y)]*, nous avons enregistré leurs
profils NMRD entre 0,5-80 MHz a deux températures, 25 et 37 °C.

Ces mesures ont été complétées par des études RMN de 1’1’0 & température variable afin de
déterminer les facteurs qui gouvernent la relaxivité, en particulier les parametres caractérisant
I’état d’hydratation du complexe, I’échange d’eau et la rotation (q, Kex, zH). TOUtes ces données
de RMN de 1’70 et de relaxivité ont été analysées ensemble. Les ajustements ont été faits via
Matlab selon la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan pour décrire la relaxation
paramagnétique en utilisant les équations décrites dans I’annexe.

La figure 4.20 représente les profils NMRD et I’évolution de la vitesse de relaxation

transversale réduite de 1’*’O en fonction de 1’inverse de la température.
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Figure 4.20 : a-b) Profils NMRD respectifs de Mn(L°) et Mn(L™); ¢ : 25°C; A : 37°C; A: 25°C en
présence de I’ HSA ; c-d) Variation de la vitesse de relaxation transversale réduite de [’*'O en fonction
de linverse de la température. a) et c) Mn(L°); b) et d) Mn(L™). Les courbes représentent les
ajustements.

A 60 MHz, 25 °C, nous observons des relaxivités respectives de 4,87 et 4,47 mM.s™ pour
[Mn(L%)]?* et [Mn(L™)]*. Nous notons une trés bonne relaxivité pour ces complexes,
comparable & celle des agents de contraste & base de Gd** de petite taille ;>3 et un peu plus
élevée par rapport a celle du complexe [Mn(HLY)] (4,14 mM1s?).

En présence de I’ HSA, a 20 MHz, 25 °C, nous observons des augmentations respectives de la
relaxivité de 102 et 39 % pour [Mn(L%)]?* et [Mn(L)]*. Trés certainement, 1’affinité a
I’albumine est bien plus importante pour le [Mn(L°)]?* par rapport a son analogue, gréce a la
présence du groupement pyridine hydrophobe a la place du carboxylate en position N3 du noyau
bicyclique. En plus d’une affinité plus haute, la rigidité de la liaison peut étre €¢galement plus
importante, et ces deux facteurs conduisent a une augmentation remarquable de la relaxivité.
Les relaxivités transversales de 1’1’0 a température variable nous renseignent sur le nombre de
molécule en premiére sphére de coordination, selon la méthode de Gale et. al.3* Le maximum
de ces courbes ont révélé la présence d’une molécule d’eau en premiere sphere de coordination

pour les deux complexes, en parfait accord avec les structures cristallines (figure 4.21).
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Figure 4.21 : Variation de la relaxivité transversale de 1™*’O en fonction de la température. a)
[Mn(L)]1?" ; b) [Mn(L™)]*. 400 MHz.

Pour calculer les paramétres microscopiques qui gouvernent la relaxivité, nous avons procédé
a la méme démarche que celle utilisée dans le Chapitre 3.

Les parameétres obtenus sont représentés dans le tableau 4.7.
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Tableau 4.7: Parameétres caractérisant /’échange d’eau et la relaxivité des complexes étudiés.

Mn(L?) Mn(L1) Mn(HL?Y)
Poids moléculaire 710,10 676,18 578,18
(g.mol™?)
r (mM'l.s'l) / 60 MHz 4,87 4.47 4,14
[ 25°C
q 1 1 1

kex?®8 / 107 (52 11,9(4) 13,5(5) 5,1(7)
AH? (kd.mol) 31,4 (5) 34,0(6) 10,6 (1)
AS? (kJ.molY) +15 +25 -62(8)
Ern (kJ.mol™?) 31(2) 22(3) 22(1)
2% (ps) 137(4) 110(4) 100(5)
2% (ps) 24(2) 23(2) 24(10)

A%] 107 (s?) 0,96(7) 0,83(3) 0,8(2)
Ao/h/ 108 (rad.s?) 38,0(5) 30,3(5) 28,0(1)

Nous observons un échange d’eau a peu pres deux fois plus rapide avec ces complexes par
rapport au [Mn(HLY)]. Cette différence est probablement liée & un changement de mécanisme
d’échange, qui devient dissociatif comme en témoigne la valeur positive des entropies
d’activation, en contraste avec le mécanisme associatif et la valeur trés fortement négative du
AS” pour [Mn(HLY)]. Ceci est la conséquence évidente de la différence de la sphére de
coordination, un complexe octa-coordiné de Mn?* aura forcément un échange d’eau dissociatif
car il ne peut plus accueillir une molécule d’eau supplémentaire en premicre spheére de
coordination, alors qu’un complexe hexa-coordiné a un échange associatif.

Nous n’observons pas de différence notable entre ces deux complexes, mis a part le temps de

correélation rotationnelle (z+) qui est en accord avec leur poids moléculaire. D’ailleurs, c’est la
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taille légérement plus importante de ces deux complexes par rapport a celle du [Mn(HLY)] qui
est responsable de la tres bonne relaxivité, et ceci malgré le fait que le remplacement des deux
carboxylates du L par des esters devrait certainement diminuer la contribution de la seconde
sphére a la relaxivité (qui n’a pas été prise en compte dans nos analyses).

Avec la bonne efficacité observée avec [Mn(L!)]*, accompagnée d’une trés bonne inertie, nous
avons réalisé des études in vivo et ex vivo sur des souris saines.

Le choix de [Mn(L)]* par rapport a [Mn(L%)]%" repose sur plusieurs critéres: (i) il est
cinétiquement plus inerte, (ii) il se lie moins a I’albumine, (iii) il a une meilleure solubilité, et

(iv) la charge positive est plus petite, car la charge positive pourrait étre source de toxicite.

4. Etudes in vivo (IRM : Pharmacocinétique) et ex vivo (ICP-MS :
Biodistribution)

Dans un premier temps, nous avons réalisé une étude in vivo chez des souris saines (n = 3), afin
d’évaluer des paramétres pharmacocinétiques, tels que la clairance et le temps de demi-vie de
[Mn(L!)]*, en comparaison au DOTAREM utilisé en diagnostic clinique.

Nous avons injecté par voie intraveineuse aux souris une dose inférieure de 80 % (0,02
mmol/kg) a celle utilisée en diagnostic clinique avec les complexes de Gd**.3>% La figure 4.22
représente 1’évolution du signal IRM normalisé au niveau des reins et les images de certains

organes, tels que les reins, la rate, les poumons, etc, obtenues a différents temps apres injection.

Au bout de deux minutes apres 1’injection, nous observons un signal hyperintense au niveau
des reins, et beaucoup plus intense que celui obtenu avec le DOTAREM a la méme dose (0,02
mmol/kg). Ceux-ci suggere que la clairance est rénale et rapide, comme nous 1’avons observé
avec [Mn(HLY)]. Le temps de demi-vie du complexe dans le sang est estimée a 25 min. Ces
résultats illustrent la trés bonne efficacité du [Mn(LY)]*, car avec une dose aussi faible pour

des études en IRM, nous obtenons une intensité de signal trés intéressante.
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Figure 4.22 : a) Evolution du signal IRM normalisé obtenu au niveau des reins ; b) Images obtenues a
différents temps.

Pour déterminer la biodistribution du complexe, nous avons réalisé une étude ex vivo en
sacrifiant les souris au bout de 24 h aprés injection. Ensuite, nous avons sélectionné quelques
organes, tels que le foie, les poumons, la rate et les reins, pour déterminer leur teneur en Mn?*,
aprés digestion, par le biais de la spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-

MS). La tableau 4.8 représente les résultats obtenus.
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Tableau 4.8: Teneur tissulaire en Mn?* 24 h aprés injection de 0,02 mmol/kg de Mn(L*") ; 0,1 mmol/kg
de Mn(pyC3A-4), Mn(pyC3A-6) et Mn(pyC3A-10), chez des souris saines déterminée par ICP-MS. La
quantité en Mn** est représentée en nmol.g™.

Mn(L)  Mn(PyC3A-OH)** Mn(PyC3A-OMe)*® Mn(PyC3A-OBn)*

poumons  3,3+0,3 4,23 5,14 4,87
foie 20,4+4.0 25,0 24,0 23,3
rate 2,240,9 8,21 11,3 9,03
reins 19,6£3,4 35,2 31,8 31,6

o o
Y;N\ N\Aﬁ R = OH : Mn(PyC3A-OH)
o Mq2* o R = O-CH, : Mn(PyC3A-OMe)
R 1IN /K
S O
S R= o : Mn(PyC3A-0OBn)

En comparant nos résultats a ceux obtenus avec les complexes [Mn(PyC3A-OH)J,
[Mn(PyC3A-OMe)] et [Mn(PyC3A-0Bn)] publiés par 1’équipe du Dr. Peter Caravan, nous
notons une similarité. Ces complexes ont été étudiés pour évaluer le changement de la polarité
sur la biodistribution ; d’ailleurs [Mn(pyC3A-OBnN)]" est un candidat pour la détection de
tumeurs du foie chez le modéle murin.®® A noter qu’avec ces complexes, le Mn?* exogéne est
totalement éliminé au bout de 24 h apres I’injection. Donc, on peut en déduire que ces résultats
ex vivo sont en accord avec ceux des études in vivo dont nous avons observé une clairance

rapide.

Nos résultats viennent enrichir les propriétés intéressantes propres aux complexes de Mn?*
basés sur les bispidines. Cependant, pour des études beaucoup plus poussées en IRM, il faudrait
fonctionnaliser le ligand, afin de détecter un biomarqueur. Pour améliorer le profil de toxicité,
la charge du complexe qui est égal a +1 devrait étre diminuer.

Le complexe [Mn(L%)]?" qui a une liaison non négligeable avec 1’albumine, en diminuant sa

charge, pourrait étre éventuellement utilisé pour I’angiographie.
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Conclusion

Les études réalisées dans ce chapitre, plus particulierement celles de la stabilité des complexes
ont révelé une autre facette sans précédent des bispidines.

L® et L sont des bispidines hepta-dentées, alors que la L° est octa-dentée. Tous les trois
forment des complexes de Mn?* plus stables que ceux a base de Zn?*. En comparant leur logK,
nous notons une différence de 4 a 10 ordres de grandeur, conférant a ces bispidines le statut des
seuls ligands connus a ce jour sélectifs au Mn?* vs. le Zn?* avec une telle différence de logK.?
Cette sélectivité exceptionnelle est la conséquence de la différence au niveau de la sphére de
coordination, octa-coordinée pour le Mn?* et hexa-coordinée pour le Zn?*, comme en
témoignent les structures cristallines. Grace a la haute denticité des ligands et la rigidité du
squelette bispidine, la cavité de coordination est trop grande pour le Zn?* alors qu’elle est
adaptée a la taille relativement plus grande du Mn?*.

Ces chélates font partie des rares exemples dans lesquels le Mn?* est octa-coording.

La haute denticité des ligands renforce la stabilité des complexes de Mn?*, mais les huit atomes
donneurs du L' induisent aussi I’absence de molécule d’eau en premiére sphére de coordination
du complexe de Mn?* ([Mn(L'9]"). Le changement de la nature de 1’atome donneur porté en
position N3 (N : pyridine ou O : acétate) impacte Iégerement la stabilité, tout en maintenant la
sélectivité vis-a-vis du Zn?*. Ces résultats thermodynamique vont & I’encontre de I’ordre prédit
par la série d’Irving-Williams entre Mn* et Zn?*, 1ls démontrent une nouvelle fois les propriétés
de coordination et les caractéristiques physico-chimiques uniques engendrées par des ligands

de type bispidine.

[MNn(L®)]?*, [Mn(L )] et [Mn(L™)]* ont une trés bonne inertie, méme si elle est inférieure a
celle de [Mn(HLY)] qui ne se dissocie pas pendant au moins 144 jours a pH 6, alors que dans
les mémes conditions, 20 a 90 jours suffisent pour une décomplexation totale des complexes
[Mn(L®%11)]. Néanmoins, leur inertie est largement suffisante pour des applications biologiques.
Malgré la grande différence de stabilité entre les complexes mono-nucléaires de Mn?* et de
Zn?*, une transmétallation est possible en présence d’excés de Zn?", lié & la formation d’un

complexe dinucléaire [Znz(L)].

Le mécanisme de dissociation de [Mn(L%]%" et [Mn(L¥°)]" est unique. Contrairement aux

exemples de la littérature et aux complexes de Mn?* hexa-coordinés précédemment étudiés
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comme [Mn(HLY)], la décomplexation est indépendante du pH (dans la gamme étudiée, pH~2-
6) et se réalise exclusivement par voie métallo-assistée. Les études cinétiques suggeérent
également la coexistence de deux isoméres en solution, avec une vitesse de dissociation

Iégerement différente.

[Mn(L®)]?* et [Mn(L)]* possédent une trés bonne relaxivité pour un complexe monohydraté.
L’échange de la molécule d’eau est approximativement deux fois plus rapide que celui du
[Mn(HLY)] ; le mécanisme est dissociatif comme attendu pour un Mn?* octa-coordiné.

Les études IRM in vivo réalisées chez des souris saines en injectant [Mn(L)]* illustrent cette
bonne efficacité. En effet, avec une dose inférieure de 80 % a celle utilisée en diagnostic
clinique (pour le Gd**), nous observons un bon signal IRM qui est nettement supérieur a celui
observé avec le DOTAREM, a dose identique. [Mn(L)]* est excrété rapidement par voie
rénale et on ne détecte aucun résidu du métal dans les tissus au bout de 24 h.

[Mn(L®)]?* a une affinité non négligeable a ’albumine qui pourrait étre mise au profit pour
I’angiographie par exemple, aprées avoir diminuée la charge en hydrolysant les fonctions esters
afin d’améliorer son profil de toxicité.

En revanche pour [Mn(L°)]*, trés stable et inerte mais sans molécule d’eau en premiére sphére
de coordination, une utilisation en TEP aprés radiomarquage avec >Mn?* pourrait étre trés

intéressante.
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Depuis 1’identification d’un lien de causalité entre les injections de complexes de Gd** pour des
examens IRM et la maladie mortelle de fibrose néphrogénique systémique,? beaucoup de
recherches ont été menées pour développer des agents de contraste plus sdrs et biocompatibles.
Dans ce contexte, les chélates de Mn?* représentent les meilleurs alternatifs. Le Mn?* posséde
des propriétés de relaxation similaires a celles du Gd®*, et le manganése est un métal de
transition essentiel a la vie. De plus, le Mn?* est le seul métal qui offre la possibilité de faire
une imagerie bimodale (IRM / TEP), qui couple la haute sensibilité de la TEP et la tres bonne
résolution spatiale de I’IRM. Néanmoins, afin d’éviter toute toxicit¢é du métal aux
concentrations nécessaires en IRM, il est nécessaire de chélater le Mn?* et le complexe doit
étre stable et inerte, il doit également permettre, pour une bonne efficacité de relaxation, la
coordination d’une molécule d’eau en premiére sphere.

En raison de son rayon plus petit que celui du Gd®* (regs+ = 1,31Xrvin2+) et le manque d’énergie
de stabilisation du champ cristallin, le Mn?* forme des complexes peu stables et labiles. De
plus, les complexes de Zn?*, dont ce dernier (Zn®*) est le compétiteur principal du Mn?* en
milieu biologique, sont plus stables, comme prédit par la série d’Irving-Williams.?® Dans ce
contexte, I’objectif principal de cette these a été la conception de complexes de manganése
(Mn?*) hautement inertes, stables et efficaces pour des applications en imagerie par résonance
magnétique, mais également en imagerie bimodale (IRM/TEP). La tres grande rigidité, la pré-
organisation et la versatilité de coordination des ligands de type bispidine sont des atouts
majeurs pour atteindre ces objectifs.

En collaboration avec 1’équipe des Dr. Loic Charbonni¢re et Dr. Aline Nonat a I’Institut
Pluridisciplinaire Hubert Curien, CNRS, Strasbourg, France, et I’équipe du Pr. Peter Comba de
I’Université d’Heidelberg, Allemagne, spécialisées dans la conception de ligands de type
bispidine, nous avons étudié en tout onze complexes de Mn?*. Nous avons caractérisé leur
stabilité et leur inertie, ainsi que les propriétés de relaxation. Pour certains, nous avons réalisé
des études in vivo en IRM, et de biodistribution ex vivo (ICP-OES/MS) chez des souris saines.
Grace a la production de 1’isotope %?Mn pour la premiére fois en France (CEMHTI, CNRS,
Orléans), nous avons réussi a radiomarquer la bispidine L! et son dérivé RGD (L'-RGD).

Dans un premier temps, les études réalisées sur [Mn(HL)] dans le Chapitre 2 ont révélé une
inertie cinétique inédite. En effet, [Mn(HLY)] est le complexe de Mn?* hydraté le plus inerte
connu a ce jour, sans aucune dissociation détectable pendant au moins cing mois dans des

conditions standards (pH 6, en présence de 50 équivalents de Zn?*, 37 °C). Dans ces mémes
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conditions, le complexe de Mn?* considéré comme le plus inerte jusque-la posséde un temps
demi-vie de dissociation de 54,4 h.*

Cette inertie exceptionnelle est accompagnée d’une bonne efficacité de relaxation pour un
complexe de Mn?* de petite taille (r1 = 4,14 mM™.s, 60 MHz, 25 °C), comparable a celle des
agents de contraste a base de Gd*'.°> Cette bonne relaxivité est probablement due a la
contribution non-négligeable de la seconde sphere de coordination, grace a la présence de deux
carboxylates et une fonction amine dont les atomes donneurs sont non-coordinés au métal.

Les études RMN réalisées sur le complexe [Mn(HLY)] ont été trés informatives malgré le fort
paramagnétisme du Mn?*, et elles nous ont permis de démontrer qu’a pH physiologique,
Mn(HL?Y) existe sous deux formes distinctes caractérisées par une rigidité différente de la chaine
lysine.

Des images IRM in vivo de bonne qualité ont pu étre enregistrées chez des souris saines, en
utilisant une dose de [Mn(HL)] 40 % inférieure & la dose habituelle de Gd** en diagnostic
clinique.®® Nous avons observé une clairance rénale, et un temps de demi-vie de 21 min dans
la circulation sanguine. Une étude de biodistribution ex vivo chez la souris (ICP-OES) a été
menée afin d’évaluer la teneur en Mn dans les organes d’intérét au bout d’une heure trente
minutes. Les résultats confortent une élimination rapide du complexe, sans aucune rétention
détectée dans les organes.

Nous avons réussi a radiomarquer la bispidine L* avec du ®2Mn?*, avec un rendement de 100%,
en utilisant un ratio >Mn?*/Lt: 1/10. Le radiocomplexe posséde une bonne stabilité dans
différents milieux biologiquement pertinents. Un dérivé RGD du L! a été également
radiomarqué au 5?Mn?* et le radiocomplexe injecté a des souris porteuses de tumeurs
colorectaux orthotopiques. La biodistribution ex vivo a montré une bonne fixation tumorale du

complexe vis-a-vis des autres organes, plus particuliérement a I’intestin.

Dans le Chapitre 3, notre objectif était d’établir des relations entre la structure des ligands et les
propriétés physico-chimiques des complexes de Mn?*. Pour cela, huit ligands de type bispidine
penta ou hexa-dentés (L®) ont été comparés. Dans un premier temps, les études RMN et
potentiométriques ont démontré que les bispidines qui portent un groupement méthyle en
position N3 (LY, L?, L3, LS, L7 et L8 ont un comportement trés différent des autres portant une
fonction acétate sur cette méme position (L*, L®). Avec les ligands du premier groupe, un seul

des deux hétéroatomes du bicycle peut étre protoné (N3*-H---N7). Ils ont une conformation
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chaise-chaise, ce qui engendra la formation d’une «cage bicyclique », bien adaptée a la
complexation des métaux.

En revanche, les bispidines L* et L°® peuvent étre diprotonées sur le bicycle (N3*-H H-N7*) et
elles sont en conformation bateau-chaise, dénuées de « cage bicyclique » pour la coordination
des metaux, comme illustré sur la figure ci-dessous. Ces résultats soulignent a quel point de
petits changements structuraux a travers la fonctionnalisation de certains sites engendrent

d’importantes variations conformationnelles.

Ilustration des deux conformations; avec X =1, 2, 3, 6, 7 et 8 pour HL* ; X = 4 et 5 pour
HoLX.

Les ligands en conformation bateau-chaise se complexent trés rapidement avec le Mn?*; en
revanche, pour ceux en conformation chaise-chaise la complexation est plus ou moins lente en
fonction de la nature du groupement qui se trouve en position o du carboxylate en position N7.
L’¢étape déterminante de la cinétique correspond a la déprotonation de I’amine du bicycle.

Les études de cinétique de dissociation démontrent le réle primordial de la cavité de
coordination bicyclique sur la trés haute inertie observée avec les complexes de Mn?* des
ligands en conformation chaise-chaise. Ceci est attesté par la comparaison entre [Mn(L3)]" et
[Mn(HL*)Y], isoméres de position, caractérisée par une dissociation 3-4 ordres de grandeur plus
rapide pour [Mn(HL*)] que [Mn(L®)]". Ces études ont révélé aussi le réle non négligeable de
I’amine primaire de la lysine combiné & celui des carboxylates portés par le «noyau
bicyclique » pour renforcer I’inertie. En conséquence, [Mn(HL)] reste le complexe le plus
inerte dans cette série. La dissociation de tous ces complexes se réalise essentiellement par
catalyse acide.

Un point faible des complexes de Mn?* basés sur les bispidines L -L8 est leur stabilité modeste.
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Par la suite, nous nous sommes intéressés aux bispidines hepta- (L°et L), et octa-dentées (L)
dans I’objectif d’augmenter la stabilité des complexes de Mn?*, et d’atteindre une sélectivité
vis-a-vis du Zn?*. Nos études décrites dans le Chapitre 4 ont révélé les premiers exemples de
ligands qui forment des complexes de Mn?* plus stables que ceux de Zn?*, avec une différence
de logK de 4 & 10 ordres de grandeur.'® Ces complexes de Mn?* font partie des rares exemples
dont le Mn?* est octa-coordiné. Cette sélectivité impressionnante est la conséquence directe des
sphéres de coordination différentes - aussi bien a 1état solide qu’en solution - pour le Zn®* et le
Mn2*, le premier étant plus petit et ne pouvant accommoder que six atomes donneurs,
contrairement aux 8 pour le Mn?*,

Cependant, I’inertie de ces chélates de Mn?* octa-coordinés est relativement moins bonne par
rapport a celle de [Mn(HLY)], car leur dissociation totale se réalise entre 20 et 90 jours (a pH 6,
en présence de 25 équivalents de Zn?*, 37°C). Le mécanisme de dissociation est trés différent
de celui des complexes [Mn(L¥®)] et plus généralement de ce qui est connu & ce jour sur les
complexes metalliques. En effet, seule la voie métallo-assistée est importante, alors que la
dissociation reste complétement indépendante du pH. Par ailleurs, les titrages
potentiométriques en présence de deux équivalents de Zn?* révélent la formation d’un complexe
de Zn?* dinucléaire.

Nous notons également une bonne relaxivité pour [Mn(L%)]%* et [Mn(L'})]*, avec des valeurs
respectives de 4,87 et 4,47 mM™.s?, & 60 MHz, 25°C. Cette trés bonne efficacité IRM est
illustrée a travers les études IRM in vivo réalisées chez la souris, en injectant une dose inférieure

de 80 % a celle utilisée en diagnostic clinique.

L’ensemble de ces travaux a démontré les propriétés attrayantes des complexes de Mn?* basés
sur des bispidines. A partir de ces études, plusieurs pistes sont envisageables pour valoriser
certains de ces complexes, tel que [Mn(HLY)] par la fonctionnalisation de I’amine de la chaine
lysine par une unité de ciblage spécifique a une pathologie donnée, comme un anticorps, dans
le cas du radiocomplexe [*?Mn(HLY)]. En effet, la demi-vie de tiz = 5,6 j du °2Mn est
particulierement bien adaptée a la visualisation en TEP des phénomenes biologiques lents,
comme la biodistribution des anticorps. Vue sa haute inertie en présence du Zn?*, I’amine peut
aussi étre fonctionnalisée pour générer une unité complexante du Zn?*, par référence au
dipicolylamine (DPA), en ouvrant la voie vers la détection IRM du Zn?*. Ceci peut s’inscrire
dans une approche de diagnostic précoce, par le biais de I’IRM, de certaines pathologies telles
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que les maladies neurodégenératives, le diabete, le cancer, etc, qui engendrent la perturbation
de I’homéostasie du Zn?* 1!

L’augmentation de la lipophilie du complexe [Mn(HL)] en greffant au ligand un groupement
hydrophobe, tels que le benzothiazole aniline (BTA), 1’ethoxybenzyl (EOB) permettrait de
réaliser des études pour la détection de tumeurs hépatiques.

Dans la classe des ligands hepta-dentés, le remplacement des fonctions esters par des acides
pourrait apporter une meilleure solubilité et biocompatibilité aux complexes, et éventuellement
une meilleure relaxivite.

Sur un plan plus fondamental, une meilleure compréhension des mécanismes de dissociation
de ces complexes semble trés intéressante. Pour cela, la dissociation en présence du Cu?*, plus
rapide qu’en présence du Zn?*, devrait étre mieux explorée.

Globalement, la famille des bispidines promet encore la découverte de nombreux phénomenes

intrigants en chimie de coordination.
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1. Solvents and reagents

All commercial reagents and solvents come from suppliers such as Sigma-Aldrich, Carlo Erba,

Fisher Scientific, Alfa-Aeser and TCI Chemicals and were used without further purifications.
2. Solution preparation

Ligand and MnClz solutions were prepared in MilliQ water (p < 18MQ).

Ligand concentrations were determined by adding an excess of zinc solution to the ligand
solution and titrating the metal excess with standardised Na,H2EDTA in urotropine buffer (pH
5.6 —5.8) in the presence of Xylenol Orange as an indicator.

The concentrations of the metal solutions were determined by complexometric titrations with
standardised Na,H.EDTA.

Manganese complexes were prepared by mixing 1 eq. of ligand, with 1 eq. of MnCly, and the
pH was adjusted to 7.4 either in a buffered solution or by adding NaOH or HCI to the solution
and the samples were heated at 60 °C for 30 min. The absence of free Mn?* was checked by the
Xylenol Orange test. The concentration of Mn?*-containing samples was checked by ICP-OES

and/or bulk magnetic susceptibility (BMS) measurements.

3. Synthesis of the ligands

The synthesis of the bispidine ligands L! to L was performed at the Institut Pluridisciplinaire
Hubert Curien (IPHC) (CNRS Strasbourg) by Maryame Sy, under the supervision of Dr. Loic
Charbonniére and Dr. Aline Nonat, according to already published procedure! or procedures

which will be described in the PhD thesis of Maryame Sy (under preparation).
The bispidine ligands L° to L were synthesised by Dr. Patrick Cieslik at the University of

Heidelberg (Germany) under the supervision of Prof. Peter Comba, according to already

published procedure.?®
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4. Potentiometric titrations

Carbonate-free 0.1 M NaOH and 0.1 M HCI were prepared from Fisher Chemicals concentrates.
Potentiometric titrations were performed in 0.15 M aqueous KCI or NaCl under nitrogen
atmosphere and the temperature was controlled at 25+0.1 °C with a circulating water bath. The
p[H] (p[H] = -log[H*], concentration in molarity) was measured in each titration with a
combined pH glass electrode (Metrohm) filled with 3 M KCI. The titrant addition was
automated by use of a 702 SM titrino system (Metrohm). The electrode was calibrated in
hydrogen ion concentration by titration of HCI with KOH in 0.1 M electrolyte solution.® A plot
of potential versus p[H] allows the determination of the electrode standard potential (E°) and
the slope factor (f). Continuous potentiometric titrations with 0.1 M NaOH were conducted on
aqueous solutions containing between 1.4 and 2 mM of ligand in 0.15 M NaCl (all ligands but
LY or KCI (LY) (Vo = 5 mL), with 2- or 5-minutes waiting time between successive points. The
titrations of the metal complexes were performed with the same ligand solution containing 1
equivalent of the metal cation. In certain cases, the waiting time was longer and adapted to the
time needed to reach equilibrium. For the Mn?* complex of L?, a manual titration was carried
out between pH 2 and 6, with 20 minutes waiting time between successive points. To assess the
stability of the dinuclear Zn,L complexes (L° L L), titrations were carried out in the
presence of two equivalents of the metal.

Batch samples (0.5 mL) were prepared at 1:1 M:L ratios (between 1.4 and 2 mM, 0.15 M NaCl
or KCI). The samples were kept at 25°C until the equilibrium state was reached (2 days at pH
2.22 and ~ 5 hours at pH 6.5 for L®*; for L® : 1 days at pH 2.5 and ~ 2 hours at pH 6.5 ; and
for L', L% : 7 days at pH 2.5 and ~ 10 hours at pH 6.5). This was verified by monitoring the
stabilization of the relaxivity and pH values in the samples over time.

Experimental potentiometric data were refined using the computer program Hyperquad 2008.”

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

K _ [MleHh]
HmMmLL — [M]m[L]l[H]h

The ionic product of water under the experimental conditions is pKw = 13.77.8 Fixed values
were used for pKw, ligand acidity constants and total concentrations of metal, ligand and acid.
All values and errors (one standard deviation) reported are at least the average of three

independent experiments.
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Low solubility of L® in the basic region (pH>9) prevented the determination of its first
protonation constant; a lower limit for logKnz of the ligand was therefore estimated from the
first protonation constant determined for the pre-complex [Mn(HL®)*]** (see chapter 4),
corresponding to a tertiary amine.

For [Mn(L%)]* the stability was too high to be assessed by pH-potentiometry; it was determined

by relaxometric titration.

For the potentiometric titration of the [Mn(HL)] complex in the presence of 1 equivalent of
Zn?*, the [Mn(HLY)] complex is prepared at pH 7 (CmnrLy = 1.4 mM), then 1 eq of Zn?* is

added. After stabilization of the pH, the manual titration between pH 3 and 10 was performed.

5. Relaxometric titrations

While pH-potentiometric titrations represent the most standard technique to assess the stability
of metal complexes, for paramagnetic metals such as Mn?*, pH dependent proton relaxivity
measurements can also allow for following complex formation and determining conditional
complex stability constants. By using the ligand protonation constants, they can be then
converted to thermodynamic stability constants.

Longitudinal and transverse proton relaxivities, respectively, were measured in equilibrated
[MNn(L)]?*, [Mn(L)]* and [Mn(LH)]* batch samples at cmn() = 1.4 mM concentration between
Chel = 0.09 M and pH 11 for [Mn(L%)]*, and cxci =0.8 M and pH 11 for [Mn(L% 11)] * at 25°C
and 60 MHz on a Bruker Minispec relaxometer.

We have fitted the pH dependent relaxivities measured in batch samples of [Mn(L%)]%",
[Mn(L'%)]* and [Mn(L*)]* to calculate the thermodynamic stability constants (see Chapter 4).
The fit of the relaxivities vs. H" concentration to yield the stability constant was performed
using Visualiseur/Optimiseur (F. Yerly, VISUALISEUR 2.3.5, Switzerland, 1999.; F. Yerly,
OPTIMISEUR 2.3.5, Switzerland, 1999) running on a MATLAB 8.3.0 (R2014a) platform.

Errors indicated represent one standard deviation.
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6. Dissociation kinetic studies

The inertness of the [Mn(L)] complexes studied in Chapters 2 and 3 was assesed at 37 °C and
in 0.1 M KCI, via transmetallation studies of [Mn(L)] (1 mM) complexes with Zn?* at pH 6.06
(0.030 M MES buffer, in the presence of a 10- and 50-fold excess of the Zn?* exchanger), and
at pH 3.13 (0.050 M KH phthalate buffer), pH 3.75 and pH 4.16 (0.03 M dimethyl-piperazine
(DMP)) and pH 5.07 (0.030 M N-methylpiperazine (NMP)), in the presence of a 50-fold excess
of Zn?*.

For the [Mn(L)] complexes (1.4 mM) studied in Chapter 4, the kinetic inertness was assessed
at pH 6.06 (0.035 M MES buffer, in the presence of a 25-fold Zn?* excess).

The excess of the exchanging metal ion guarantees the pseudo-first order conditions. During
the duration of the experiments (up to 5 months for [Mn(HLY)]), the samples were stored in a
thermostat bath at 37 ° C between the relaxivity measurements. The pH was checked for each
sample at the end of the kinetic measurements to confirm that it remained stable during the
experiment. [Mn(HLY)] dissociation was also followed at higher acidities (0.01- 1 M), without
Zn?* (25 ° C, 1 = 1 M KCI + HCI). Transmetallation reactions were also carried out at different
Zn?* concentration (between 14 and 70 mM) for the Mn?* complexes of L% to assess their
dependence on Zn?*. The same experiment was also carried out in the presence of Cu?* with
the [Mn(L%)]?".

In all cases, the reactions were followed by measuring the proton relaxation rate (1/T1 or 1/T2)
of water at 60 MHz on a Bruker Minispec relaxometer. The analysis of the experimental data

was performed using a Visualizer / Optimizer running on a MATLAB 8.3.0 (R2014a) platform.

7. Relaxometric measurements

The proton NMRD profiles of the Mn?* complexes were recorded in aqueous solution (Cmn(ligand)
=1.6,1.8,1.4,1.9,1.2,1.3, 1.5and 1.2 mM respectively, for [Mn(HLY)], [Mn(L?)]%, [Mn(L3)]
, [Mn(HLH], [Mn(HL®)],, [Mn(HL)]?, [Mn(L)]?* and [Mn(L*)]* ; pH 7.0) as well as in
presence of human serum albumin (cmnw) = 1.17, 1.56 and 1.20 mM respectively, for
[Mn(HLY], [Mn(L®)]?" and [Mn(LY)]* ; pH 7.0) at 25 ° C and 37 ° C on a Stelar SMARTracer
Fast Field Cycling Relaxometer (0.01-10 MHz) and a Bruker WP80 NMR electromagnet
suitable for variable field measurements (20-80 MHz) and controlled by a SMARTracer PC-
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RMN console. The temperature was monitored by a VTC91 temperature control unit and
maintained by a gas flow. The temperature was determined by prior calibration with a Pt
resistance temperature probe. For measurements in human serum, a concentrated solution of
the corresponding complex was diluted 10x in human serum albumin.

For studies of dissociation kinetics of the Mn(L!) complex, NMRD profiles were recorded in
aqueous solution of the complex (cmnz) = 1.1 mM) in the presence or absence of 50 equ of

Zn?*, To acidify the samples, we used a solution of HCI (0.05 M).

8. 170 NMR studies

Transverse 'O relaxation times (T2) and chemical shifts at variable temperature were measured
in aqueous solutions of the Mn?* complexes (Cmn) = 3.4, 4.58, 4.19, 4.14, 4.50 3.35, 4.50 and
4.09 mmol/kg, respectively for [Mn(HLY], [Mn(L»)]%, [Mn(L3)], [Mn(HLY], [Mn(HL®)T,
[Mn(HL)1?*, [Mn(L%)]?* and [Mn(L!1)]*; pH 7.36) using of a Bruker ARX 400 spectrometer
(9.4 T). Each sample was sealed in a glass sphere inserted into a 10 mm NMR tube to remove
magnetic susceptibility corrections to chemical shifts.® To improve sensitivity in O NMR,
water enriched in 7O (11.10% H,'’O, Cortecnet) was added to the solutions to give about 1%
enrichment in ’O. Acidified water solution (HCIO4, pH 3) was used as an external reference.
It was previously shown that acidified water reference or the diamagnetic analog Zn?* of the
Mn?* complex measured at the same the concentration and pH as the paramagnetic sample gave
identical results.!® The temperature was varied between 273 and 348 K for [Mn(HLY)],
[Mn(L®)] and [Mn(L%)]%*; 271 and 358 K for [Mn(HL®)], [Mn(HL")]?* and [Mn(L))]*; 278
and 363 K for [Mn(L?)]%; 271 and 348 K for [Mn(HL*)]. The temperature was calculated
according to the previous calibration with ethylene glycol and methanol.}! Transverse
relaxation times (T2) were obtained by the Carr-Purcell-Meiboom-Gill spin echo technique.!?
The technique of O NMR measurements on paramagnetic complexes has been described in
detail elsewhere.!® The O NMR data were analysed according to the Solomon-Bloembergen-
Morgan paramagnetic relaxation theory.'*

For studies of dissociation kinetics of the [Mn(HLY)] complex, the 'O transverse relaxation
times at variable temperature were measured in aqueous solution of the complex (CmnLy) =
3.74 mmol / kg) in the presence or absence of 50 equ of Zn?* at the same pH. To acidify the
samples, we used a solution of deuterium chloride, 35 wt. % solution in D20, 99% D.
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9. NMR studies

9.1. Study of the dissociation kinetics of the complex [Mn(HL?Y)]

The complex was prepared by mixing 1 eq. of L* (2.5 mM), with 1 eq. of MnCl in D20 (99.96
% D, Eurisotop), and the pD was adjusted to 7.41 either with adding NaOD (12 M) or DCI (12
M) to the solution and the sample was heated at 60 °C for 30 min.

The sample at pD 5.41 is obtained by adding DCI (12 M) to the sample prepared at pD 7.41.
!4, TOCSY and HSQC spectra were recorded at 700 MHz on a Bruker Avance Spectrometer
using a 5mm BBFO probe, at 25 °C.

9.2. Conformational studies of the ligands L®

Ligands are prepared at 3 mM, pD 7.41 in D,O (99.96 % D, Eurisotop), and H, TOCSY,
ROESY and HSQC spectra were recorded at 600 MHz on a Bruker Avance Spectrometer using
a 5mm BBFO probe, at 25 °C.

Figures 6.1 to 6.5 show the spectra obtained.
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9.3. NMR titration of L in the presence of Zn?

'H NMR spectra of a [Zn(L1%)]" solution (¢ = 3.5 mM) were recorded in D20 between pD 1.6
and 11.62 at 600 MHz on a Bruker Avance Spectrometer using a 5mm BBFO probe, at 25 °C
(figure 6.6).
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Figure 6.6 : *H spectrum of L in the presence of 1 equ Zn?* at different pH, 600 MHz.

10. UV-visible spectroscopy

UV-Vis spectra of the ligand and Mn?*, Zn?*, or Cu?* complex solutions (Ciig or complex = 50 UM,
| = 0.1 M) were recorded on a PerkinElmer Lambda 19 spectrometer (1 cm quartz cells) at
25°C.

11. In vivo MRI studies
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8-weeks-old C57BL/6JR]j wild type females were purchased from Janvier Labs (Le Genes Saint
Isle, France). All animal experiments were carried out in accordance with the guidelines for
animal experiments and under permission number 20366, from the French “Ministére de
I’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I’ Innovation™.

Magnetic resonance acquisitions were performed on a 7 T Pharmascan 70/16 superconducting
magnet (Bruker, Wissembourg, France) with a shielded gradient set (230 mT m—1 maximum
gradient amplitude) and a transmit-receive quadrature coil with an inner diameter of 38 mm.
Animals were anesthetized by inhalation of 2% isoflurane then maintained during MR
experiments at 1.5% (0.5 L min—1 mixed in air and oxygen with 1:1 ratio). The physiological
body temperature was maintained inside the magnet by circulating warm water. A pressure
sensor was used to monitor the respiration cycle and obtain the respiration frequency for the
reconstruction of 1g-FLASH (intragate fast low angle shot) sequence.

For organs localization, coronal images were acquired using a gradient echo (lg-Flash)
sequence with the following parameters: TE/TR = 4 ms/200 ms, flip angle = 20°, FOV size =
3.5 x3.5 cm, matrix size = 256*256, slice thickness = 1 mm, to display 137x137 um? in plane
resolution for a duration of 4 min (10 accumulations).

The Dynamic Contrast Enhancement (DCE) experiment consisted of a T1-weighted RARE spin
echo sequence (Rare factor = 4, field of view = 3*3 cm, matrix =128*128, TR/TE = 16/500 and
20/250 ms, respectively for [Mn(HL')] and [Mn(L!)]*/DOATAREM, slice thickness=700 um).
Two sagittal T1-weighted images were acquired to cover different organs every 2 minutes
during one hour. The contrast agent was manually injected (For [Mn(HLY)] : 90ul ; 60umol/Kg;
n =4 and for [Mn(L!)]*/DOTAREM : 55 ul ; 20 umol/kg ; n = 3) 4 min after the beginning of
the acquisition via a catheter placed in the caudal vein. Grey level means in the kidney, muscle,
heart, lung, and liver were plotted as a function of time during one hour.

After the MRI scans, three mice were sacrificed, the organs of interest harvested (kidneys, liver,
spleen, lungs, brain, muscle, bone, blood) and their Mn content determined by ICP-OES for
Mn(LY) and ICP-MS for Mn(L!!) (see detailed ICP-OES and ICP-MS protocol below). For
comparison purposes, Mn-based biodistribution of non-injected control mice (n = 3) was also

performed.

12. ICP-OES and ICP-MS measurements

12.1. ICP-OES
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ICP-OES measurements were performed with a Jobin Yvon ULTIMAZ2 Spectrometer
(Longjumeau, France). Standard Mn solutions were prepared from a commercial Multielement
solution 1 for ICP (Sigma-Aldrich, France) in 5% HNO3 matrix.

For ex vivo biodistribution studies in mice, the tissue samples were digested in conc HNO3 for
48 h at room temperature followed by 18 h at 65 °C. The resulting solutions were then diluted
1:12, to reach 5% in HNOz. Measurements were performed in triplicate, using the most accurate
band for Mn (257.610 nm) yielding a calibration curve with R? of 0.9997. Data are presented

as mean=SD (n=3).

12.2. ICP-MS

ICP-MS measurements were performed on an Element XR spectrometer from Thermofisher,
(IRAMAT, CNRS). Manganese standard solutions were prepared from a multi-element
solution in 2% HNOs. Two internal standards (Indium and Rhenium) were added to all solutions
(standards and samples) to compensate for the instrumental signal drift. The biological tissues
were digested in 67% HNOs by heating for 20 h at 80 °C. The solutions were then diluted to

obtain 2% HNOs3. The measurements are carried out on the mass of the >°>Mn?*,

13. ®2Mn?* studies: Production, purification and radiolabelling

>2Mn (t12= 5.6 d) was prepared via irradiation of chromium target by proton beam (14 MeV) at
the CEMHTI cyclotron (Orléans, France). 5?Mn is produced from the %2Cr(p,n)*>Mn nuclear

reaction and decays by B* to Cr.

13.1. Production and purification of 2Mn
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The Cr target has been designed and optimised as previously reported.'® Briefly, a Cr pellet of
around 800 um of thickness (~300 mg) was irradiated during 2 h at 7 pA with a 14 MeV proton
beam. Upon irradiation, the irradiated chromium target was dissolved in 5 mL of HCI 32-35 %,
for 4 h under reflux, followed by the addition of 200 mL of Ethanol in order to obtain a final
solution of HCL 11M / Ethanol (97/3 (v/v)). ®>Mn was purified from the bulk chromium by a
double separation of column with anion exchange resin AG® 1-X8, ultimately providing
2MnCl,. An aliquot of the separated fractions was diluted and their radionuclidic purity was
assessed by gamma spectrometry with a HPGe detector. For the data acquisition, the samples
were placed at a distance of 5 cm from the crystal. The HPGe detector was calibrated in energy
and efficiency for this liquid geometry with certified standard radioactive sources (Cerca
France). For activity measurements, y-ray spectrum analysis software package Genie 2000
(Canberra, USA) was used.

The 2Mn is recovered as ?MnCl; solution at pH =~ 1, the pH is adjusted with NaOH in presence
of ascorbic acid immediately before use. Labelling reactions were monitored by thin layer
chromatography (TLC) plates provided by Merck or Baker (aluminium/plastic sheets cover
with silica gel 60 F254). The TLCs were revealed under the appropriate conditions.

13.2. Radiolabelling of L!

For the radiolabeling, the pH of the ®>Mn solution was adjusted to 7 with NaOH in the presence
of ascorbic acid. L was added at a 1:1x10* Mn:L* molar ratio and the mixture was incubated
for 1 h at 70 °C. The radiochemical purity was followed by thin-layer chromatography (silica
plates), using 5% (w/v) ammonium acetate in a 1:1 mixture of methanol and water as mobile
phase. The TLCs are exposed by impregnation on a multisensitive phosphorscreen (Packard,
Perkin Elmer, Meriden, USA) and revealed on a Cyclone Storage phosphor system Packard,
Perkin Elmer, Shelton, USA). In this system, the free >Mn does not migrate (Rf = 0 — 0.1)
while the >2Mn(L') has a Rf of 0.8.

13.3. In vitro stability of [P>Mn(HL?Y)]

The stability of the radiocomplex [?>Mn(HLY)] (pH 7) was studied in presence of different
media: water, saline (0.9% NaCl), PBS (Dubelcco, pH 7.4, without Ca and Mg) and HSA 0.6

265



Chapitre 6

mM. For this, 20 uL aliquots of the complex were mixed with 200 uL of the medium, the tubes
were kept at room temperature and the complex stability followed by radio TLC (0.3 uL

aliquots). The studies were performed in duplicates.

13.4. Lipophilicity

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

the three samples.

14. Biodistribution studies with [*?Mn(L!-RGD)]

For the synthesis of L!-RGD, has been “activated” with a maleimide group (synthesised at
IPHC, Strasbourg), to which a cyclic cysteine-RGD ¢(RGDfC) (Cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-
Cys) acetate salt (purchased from Bachem, Switzerland) has been conjugated. The conjugation
reaction was performed at CBM, in collaboration with Jean-Baptiste Madinier and Dr. Vincent
Aucagne.

The reaction was done in PBS (pH 7), 5 min at room temperature, using a molar ratio of 1.1:1
and further purified by HPLC and characterised by LC-MS (figure 6.7).
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Figure 6.7: a-b) Liquid Chromatogram (LC) and Mass Spectrum (MS) after reaction. * :

product.

The ligand L*-RGD was labelled with >>Mn, at pH 7, 3 h at 70 °C, with an >98% yield. About
2 MBq (1.93 £ 0.04 MBq) of this solution (in 200 pL) were injected in 3 mice and a

biodistribution study was performed at 4 h post-injection. The biodistribution studies were
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performed in 7-week-old female SWISS nude mice bearing orthotopic tumours induced by
HCT116 Luc cells (human colorectal cancer cells), implemented at the wall of the caecum.
The tumor and other organs of interest (blood, intestine, liver, spleen, kidneys, lungs, heart,
brain, muscle and bone (sternum)) were harvested, weighted and their activity measured using
a carpintec gamma counter as well as a GABI y-camera.

Calibration of both equipment was done by measuring a set of 9 solutions with activities
between 0 and 2 MBq in both equipment, under the same conditions of the organs’
measurements (distance and time and energy range of measurement acquisition), yielding a
good correlation: y = 3E-05 x + 0.012, R? = 0.9977.

All data were corrected for the decay, bringing the activity to the injection time of each animal,

as well as converted to MBq (carpintec) using the calibration curve obtained.
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Annexe 1 : Analysis of O NMR and NMRD data

The O NMR data have been fitted according to the Swift and Connick equations.* The reduced
transverse 17O relaxation rates, 1/Tor, and reduced 'O chemical shifts, e, are calculated from
the measured relaxation rates 1/T» and angular frequencies o of the paramagnetic solutions and
from the relaxation rates 1/T.a and angular frequencies wa of the diamagnetic reference
according to the Equations (Al.1) and (Al.2) :

1 111 1 1 T2+, ' +Aw? _
T plT T equation Al.1
2r m 2 2A

= 1 142 2
2-m (Tm + T2m ) + Aa)m
Aw

= m equation Al.2
A+7, T,0) +12A0] a

1
Aa)r :q(a)_a)A)

Aam is determined by the hyperfine or scalar coupling constant, Ao/% , where B represents the

magnetic field, S is the electron spin and g is the isotropic Landé g factor (Equation (A1.3)).

_ 9. 4g5(S+1)B Ay

Ao,
3kgT h

equation A1.3

The chemical shifts are measured with high errors (given the large linewidths) and the reduced
chemical shifts were not further used in the fit.

The O transverse relaxation rate is mainly determined by the scalar contribution, 1/T2s, and
it is given by Equation (A1.4).

1 1 1
- = 4+

Tsi Tm Ti

equation

11 SS+)(AY r,
= — | |tat+ ——
T, T 3 1+ 750"

m 2sc

Al4
The exchange rate, kex, (or inverse binding time,zm) of the inner sphere water molecule is

assumed to obey the Eyring equation (Equation (A1.5)) where AS* and AH* are the entropy and

enthalpy of activation for the exchange, and 2*8kex is the exchange rate at 298.15 K.
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1 keT {Asi AHI} k2T {AHI( 1
= exp — = exps ——

1 .
ox = — = equation A1.5
T h R RT 298.15 R (29815 T

The electronic relaxation is mainly governed by modulation of the transient zero-field splitting,
and for the electron spin relaxation rates, 1/T1e and 1/T2e, McLachlan has developed Equations
(A1.6)—(A1.8)%:

2 4 :
1 :3—A2 TVZ 5+ TVZ 5 equation A1.6
T 5 1+wir, 1+4wir,
1 2 5 2 .
il :3—A2 37, + TVZ >+ TVZ > equation AL.7
T, 5 1+ wgr, 1+4wgt,
T, =t2%exp Ef1__1 equation A1.8

R{T 298.15

where A? is the trace of the square of the transient zero-field-splitting (ZFS) tensor, = is the
correlation time for the modulation of the ZFS with the activation energy Ey, and ax is the
Larmor frequency of the electron spin.

The proton relaxivities (normalized to 1 mM Mn?* concentration) originate from inner-, second-

and outer-sphere contributions (Equation (A1.9)) :
Ty = Tyis+ Tiona + Tios equation A1.9

The inner-sphere term is given by Equation (A1.10), where q is the number of inner-sphere
water
molecules.

1 q 1
Mis = X X H
1000 5555 T +7,

equation A1.10

In the longitudinal relaxation rate of inner sphere water protons, 1/Tim", the dipolar contribution
dominates (Equation (Al1.11)) :

2.2 2 2
1 1 2 h 3r 1T
i Y _(ﬂJ 7 s(s +1){ H—+—2— | equation Al.11
T, T, 15\ 4rx (N I+ o'ty 1+ oith,
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Here rvnn is the effective distance between the Mn?* electron spin and the water protons, @ is
the proton resonance frequency, win IS given by Equation Al.12, where trH is the rotational

correlation time of the Mn?*—Huaeer Vector (Equation (A1.12)) :

S s el i=1,2; equation Al.12

The second sphere relaxivity term, ri2ng, can be described with the same formalism as the inner
sphere term (equations A1.9-A1.12), but using the appropriate second sphere parameters: the
hydration number in the second sphere, gznd, the water exchange rate, kexend, and its activation
enthalpy AHang, and the distance between Mn?* and the 2" sphere water protons, rmntzng, in the
equations A1.10-Al1.12.

The outer-sphere contribution to the overall relaxivity is described by Equation (A1.13), where

Na is the Avogadro constant, and Jos is a spectral density function (Equation (A1.14)).

2 32,22
32N h
_ Aﬂ(ﬂoj - TSI (S +1)80 (@, Tye) + 73 (@, T,)] equation A1.13

r105 - T
405 \4rx

MnH = MnH

12
. T
1 MnH
i [IMM"“ T, } equation A1.14

12 3/2
; TMnH 4/ | ; T ; T
l+{la)z'MnH + T, j +A{IwTMnH + = J+%{|a)rm| + T J

I, (@T,)=Re

je je
j=1,2
The diffusion coefficient for the diffusion of a water proton away from a Mn?* complex, Dmnh,
obeys the exponential temperature dependence described by Equation (A1.15), with activation
energy Emnn

E 1 1
D,. =D exp{—MH|__~ _— equation A1.15
wn = P &P1 0T D905 T T a

In the simultaneous fit of the 1O relaxation rates and the proton relaxivities, the distance
between the metal ion and the inner and outer sphere water protons were set to rvnn = 2.83 A
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and amnn = 3.6 A, respectively® ; the diffusion coefficient and its activation energy were
assigned to Dmnn = 26x1071% m?.s7t and Emnn = 20 kJ.mol™; E, was set to 1 kJ.mol™.

Annexe 2 : O transverse relaxivities of Mn?* complexes as a function of
the temperature
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Figure A2.1 YO transverse relaxivities of Mn(L%) as a function of the temperature. The
maximum is used to estimate the hydration number: q = 492/510 = 0.96.* 400 MHz.
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Figure A2.2 'O transverse relaxivities of Mn(L’) as a function of the temperature. The
maximum is used to estimate the hydration number: g = 435/510 = 0.85.% 400 MHz.
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Annexe 3 : In vivo MRI studies

Table A3 : Mn tissue content of endogenous (baseline), following 1h30 injection of 0.06 mmol/kg of
Mn(L?) and 24h injection of 0.02 mmol/kg of Mn(L"!) in wild type mice determined respectively by
ICP-OES and ICP-MS. Data are presented as nmol/g £ SD (n = 3).

baseline Mn(LY) Mn(L*)

Brain 10.52 £ 1.09 9.42+0.61 -

Liver 19.91 +6.27 26 +7 20.4+4.0
Muscle  27.03 +10.30 274 -
Bone 34.13+1381 40 £ 26 -
Lungs 13.25+1.14 26 +£13 3.3+0.3
Spleen 19.96 + 0.62 84+4.2 22+09
Kidneys 34.98 £ 0.57 161 + 106 19.6+34
Blood 3.63+0.04 19+ 8 <0.05

Annexe 4 : Dissociation kinetic studies
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Figure A4.1 : Variation of r, as a function of time during transmetalation by Cu®* with Mn(L®). 60 MHz,
25°C,pH 2.30; cme = 1,6 MM. A : Ccior =16 MM ; A = Couzr =32 MM 5 A 2 Couzr =48 MM 5 A - Ceuz+
= 64 mM. The curves represent the fits of the experimental data.
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Figure A4.2 : Variation of r, as a function of time during transmetalation by Cu®* with Mn(L®). 60 MHz,
25°C,pH 250 ; cune = 1,6 MM. A > Ccuz+ =16 MM ; A > Couz+ =32 MM ; A Cou+ =48 MM ; A Cou+
= 64 mM. The curves represent the fits of the experimental data.
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Figure A4.3 : Variation of r, as a function of time during transmetalation by Cu®* with Mn(L®). 60 MHz,
25°C,pH2.70 ; cmne = 1,6 MM. A : Ceior = 16 MM ; A = Couzr =32 MM 5 A 2 Coupr =48 MM 5 A - Ceuz+
= 64 mM. The curves represent the fits of the experimental data.
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Figure A4.4 : Variation of r, as a function of time during transmission by Cu?* with Mn(L®). 60 MHz,
25°C,pH 353 ;e = 1,6 MM. A > Ccuz+ =16 MM ; A > Couz+ =32 MM ; A Couo+ =48 MM ; A Couz+
= 64 mM. The curves represent the fits of the experimental data.

Annexe 5 : *H NMR spectrum of Zn(L°), Zn2(L*°) : pH 6.5 and pH 8.5
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Figure A5 : *H NMR spectrum of : a) Znz(L™) : pH 8.5 ; b) Zn,(L'%) : pH 6.5 and ¢) Zn(L*) : pH 6.5 ;
in D20, 25 °C, 600 MHz.
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Unprecedented Kinetic Inertness for a Mn>*-Bispidine Chelate: A
Novel Structural Entry for Mn*"-Based Imaging Agents

Daouda Ndiaye, Maryame Sy, Agnés Pallier, Sandra Méme, Isidro de Silva, Sara Lacerda,
Aline M. Nonai, Loic J Charbonniére,* and Eva Toth*

Abgrer: The sanch for more biocompatible alfern@ives &
Gt -based MBI agenis and the inierest in “Mn for PET
imiaging call for ligands tar forme inert Mt chelates Given
the labile naure of M, high inerines is challenging @
achieve. The stmongly preorpanized soeucture of the 2 4-pyridyl-
iz brituge d bispidol Egard L, endows ity Mt complex with
excepiional kinetie inertness. Indeed, MaL, did not show any
disociation for 140 days in the presence of 50 equiv. of Zr't
(37°C, pH &), while recently reporied potengal M RI agents
MaPyCIA and MAPC2A-EA have dissociotion half-lives of
Q285 ko and 544k wnder gmilar condigons In addidon, the
relaxivity of MnL; #.28 moa™'s" @ 25°C, 20 MHz) is
remarkable for a monohyvdragd, small Ma® chelme. In vive
MR{ experiments in mice and determination of the tisue Mn
conent evidence rapid renal dearance of Mal, Addiionaly,
Ly conld be radiobbeled with = Mn and the complex pevealad
good sability in biok gieal media.

Introduction

The high diagnestic value of contrast agents makes them
indispensable for many magnetic resonance imaging proto-
cols. For 35 years now, (Gd-complexes have been used in
millions of human examinations and are considered among
the safest diagnostic drugs. However, the recent emergence of
nephmogenic systemic fibrosk and its cawsal link to Gd-
exposure, as well as the evidence on brain and bone
accumulation of Gd have alerted the medical community.™
In resporse to these safety concems, some of the lingar Gd™
chelates have been recently withdrawn and the use of others
has heen restricted. In this comtext, the replacement of Gd™
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with mare biocompatible, safer pamamagnetic metal ions has
become a major objective.

Being an essential metal ion, as well as a good relaxation
agent due to itsfive unpaired electrons (in the high spin state),
slow electron spin relaxation, and fast water exchange, Mn®*
is an obviows alternative Indeed, recent years have wit-
nessed increasing interest in Mo™ complexes as potential
MET agents. ™ In addition, manganese has a positron-emitting
radicisotope, “Mn, with interesting decay properties for
positron emission tomography (PET) (1, =5.6d, max. f*-
energy= 575 keV ). Given its low @ decay intensity (29.6% ),
PET resolution as goodas 1.2 mm could be achieved, which is
particulady important in small animal imaging.® The long r,»
value makes “Mn particularly adapted to image slow
hiological proceses. Altogether, M is the unique metal
ion to offer detection capahilitiss in both MRI and PETH

Thermodynamically stable and kinetically inert complex-
ation of M & indpensable to avoid in vivo release of the
free metal ion, which could potentially cawse toxicity during
MRI for which large contrast agent quantities are needed, or
lead to off-target signals in PETexaminations. In addition, for
good MRI efficiency, the complex should contain at least ane
inmer sphere water molecule. However, the lower charge
(with respect to Gd™) and the lack of Egand-field stabiliza-
tion energy for the high-spin & electron confignration are not
favormble to achieve high thermodynamic stability.

The highly lahile nature of Mn™ sets an even mone
difficult challenge to meet. Generally, ligand rigidity and
preorganization promote kinetic inertness, and indeed, the
most promising Mn** complexes are hased on rigidified linear
or macmcyclic chelators (Scheme 1). For instance, the rans-
1 2-cyclohexyleme backbone and the pyridine function ensume
rigidity and are essential structural elements to provide slow
disociation of the MnPyC3A chelate (Scheme 1), a potential
Mn**-hased agent which has successfully passed to invivo
experiments ™ Among macrocyclic chelates, the non-hy-
drated MnDHITA was reported to have high inertness[ while
the monohydrated [Mn{cisDMI2A )] was found already circa
20-fold more labile (disociation half-lives, ., estimated to
1061 h and 48 h, respectively, at pH 7.4)

Recently, derivatives of the pyridine-containing pyclen
macrocycle were found to form stable and very inert Mn*
chelates™ With 1, =8=10'h estimated for pH 74, the
Mn({PC2A-EA) complex bearing an ethyleneamine pendant
arm and proposed as a pH-semsitive agent, has the highest
resktance to dissociation ever reported for a monohydrated
Mn* complex Mevertheless, this dissociation half-life re-
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mains a milion times below the value for GADOTA (1=
27x10%h, pH 74 and 25°C).

With the aim of substantially improving the kinetic
nertness of Mn™ chelates while ensuring pood relaxation
properties and water solubility, we are exploring bipidine
(3,7-diazabicyclo[33.1|nonane)  derivatives.  Bispidine-type
ligands represent a versatile platform in coordination chemis-
try Pendant arms with varying coordinating functions can
be attached in different positions to the bicyelic amine cone in
order to tune the coordination propertics for metal ions of
various sizes, coondination numbers, or coordimation geo-
metrics. Depending an the substituents, the ligand can adopt
different conformations and configumtions ™ Among those,
the chair-chair conformer is best suited for stable metal
coordination and thanks to its exceptionally preorganized
smciure, bipidine derivatives tend to form wery inen
complexes. Bispidine complexes have been investigated with
a large variety of metal ions and for different applications.
Conceming Mn™, the very scance reports involve pyridine
derivative bispidine ligands and are restricted to studies in the
solid state or in non-aqueots solvents '

We hypothesized that the 2 4-pyridyl-disubstituted hispi-
dol derivative L, bearing one methylene carboxylic acid
(Scheme 1) could be a good chelator for M. Fist, the very
rigid hispidine scaffold can endow Mnl, with high kinetic
mertness. The ligand is expected to coordinate in a five-
dentate manner, involving two pyridine and two bepidine
nitrogens as well & the methylene carboxylate. This leaves
one coordination site for a water molecule, important for
MEI application. The non-coordinating pending carboxylates
might additionally create a second sphere contribution and
increase proton relaxivity. Finally, Ly can be readily function-
alized for biological tampeting via the lysine terminal amine.
This scaffold has been previowsly investigated for the com-
plesation of ® 0+ and ¥Ga™ 9 A three dimensional

Angeia: Oham, lat. Bd. 3000, 59, N952-11953
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representation of the putative structure of the Mnl, complex
is shown in Scheme 2.

Weevidence here that despite amoderate thermodynamic
stability, MnL, has a resistance to acid catalyzed dissociation
and transmetalation, which & unprecedenied for a Mn™t
chelate. In addition, the relaxation efficiency of the complex
was assessed by a combined "0 KNMR and NMRD study. The
complex was mjected into mice and its biodistribution and
pharmacokinetics were monitored by MRL Finally, the “Mn
radiolabelling of L, was explored and the stability of the
radiocomplex was investigated.

N (CHa)e NH,
Ol
Ia g’ ©
Scheme 2. Three-dimensonal representation of the putative structure
of MnL,.

Results and Discussion
Thermodynamic Stability and Kinetic Inerness of Mnl,

L, was synthesized in 4 steps as previoudy reported™
Ligand protonation constants were obtained by pH potenti-
ometry and are reported in Table 1. By analogy to other
bispidine ligands™¥ we attributed the first protonation
constant to one of the tertiary amine groups, while the other
amine of the bispidine skeleton remains likely unprotonated
in the chair-chair conformation " Further protonation steps
supposedly oocur on the lysine amine (logKye = 1031, typical
of the lysine & amine protonation corstant ' and then on the

Tble v Ligand protonation constants, stability constants of ML com-
pleees and phin valves. Walues in parenthesis comespond to one
standard deviation.

L P3P tranzLOTAM PCZAEAS
logkin 11.44(1) 10.16 954 1134
lagk. 10.31 (2 639 547 523
lagk,, 4715 313 160 691
logk., 2.76(5) - 252 187
lagk. 2224 - 146 -
Tlogk. ns 19,68 109 1825
bog K 12.21(5) 1414 1432 1901
log Ky 10.42 (3] 2.43 290 G5
e 3E7(4) - 189 250
logks. 15.59 (3 - 16.75 -
bR, 10.33 (2 - 257 -
bk 32E(1) - - -
phinM 6.65 517 EEE 27

la] pMn caboulated for Gy =gg=10"m; pH 74.

www, angewandie org

s



GDCh
~~

1960 wwiangewandie.org

three carboxylates, while the pyridine nitrogen atoms are not
protonated above pH 2. Themmodynamic stability constants
of Mnl, and Znl, were assessed by pH potentiometry
(Table 1). In the case of M, slow complex formation
prevented direct titration; therefore, batch samples were
prepared (Supporting Information, Figure 51). Mol is three
orders of magnitude less stable than Znl,, inaccordance with
the Irving-—Williams serica Figure | depicts the species
distribution for Mnl., as a function of pH, supparted by the
pH-dependent relaxivity values. Protonated complexes form
with both Zn** and Mn™; the first protonation constants are
practically identical to the logh . values of the ligand and
correspond to the protonation of the non-coordinating lysine
amine. The similarity between the second protonation con-
stant of the ligand and logK e or logK ;y vahies further
supports the attribution of the ligand protonation steps At
physiological pH, thisspecies protonated on the lysine £ amine
& the only complex present.

Thestahility of MnL, is relatively modest, as shown by the
pMn value of 665 calculated for 107w Mno*™ and L,
concentration and pH 7.4 (Table 1). Neventhelss, once the
chelate is formed, it has an exceptional resistance to
dissociation. Kinetic inertness of metal complexes is typically
msessed by tramsmetalation experiments with endogenosly
available metal jons, such as Zn™, which is present at circa
0 pa in the blood and represents the most abundant
potential competitor of Mn™". Different transmetalation
protocols have been reported for Mn®™ complexes, some
allowing a simple comparison of the kinetic inertness under
given conditions, aothers giving ako access to the underlying
dissociation mechanisms. We followed trarsmetalation in the
presence of 10 or 50 equivalents of Z'*, at pH 6 (50 ma MES
buffer), 37°C, in a similar way to that proposed by Caravan
et al ™ At either of the Zn® concentrations, MnL, did not
show any relaxivity change for the 140 days of observation
{Figure 2). Under similar conditions (37°C, pH 6.0, 25Zn™
equivalents), dissociation half-lives, 1., of 0L285 hoand 544 h
have been reported, respectively for MnPyC3A5 and
MnPC2A-EA P two reference compounds considered as
potential MRI probes with good kinetic inertness. Analogous
experiments have been carried out at more acidic pH values

100 r 6.5
5N panee MnHL
80 : ]
F 60, L 55 3,
i =
E =
:E 40 s E
- b | ML =
Ll
20 = 4.5
R s g ]
& &
o " 4
2 4 B B bl
M

Figure © Species distribution curves calculated for MLy (1 mm) and
i -dependent relaivity values (&) measured at 25 °C, 60 MHz.
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Figure 2 Time-dependent variation of the longitudinal proton relax.
tion rates in a1 mii MnL, sohtion at 37°Cand 60 MHz, 0.7 KO, in
the presence of 50 equivalents of Zn*~. Empty symbals at pH 600
comespond 1o 10equivalents of Zn®~. The curves represent the fit of
the experimental data to yicld the observed rate constants, k.

as well (pH 31-6.0, 50 equivalents Zn*, 375C; Figure 2).
Under these pseudo-first-order conditions, the dissociation
rate constant, k. has been determined, and the estimated
tramsmetalation half-lives vary between 22.7 h at pH3.13 and
130 days at pH 5.07.

The inertnes of Mnl, was ako asessed in highly acidic
solutions where the dissociation is much faster ((L01-1L0wm
HC1, 25°C; Figure 3). The dissociation rate constants, k.,
show asecond-order dependence on the proton concentration
and could be fitted to Equation {1):

kg = kg + by [H7] + o [HTF (1

The fit resulted in & =16 +01)= 107 s7 ™" and & =
(S0 £001 )= 1077 57w 2, while k&, was fixed to 0, otherwise the
fit yielded a negative valie with a large error (—3.5+2)=
107 57 We should note that the &, valus determined above
in the Zn'* transmetalation study in the pH3.1-5.1 interval
also show a second-order dependence on [HY] (Figure 52),
with ky=(22+02) =107 s 4™, in the same order of
magnitude as the one above. This rate constant, characteriz-

00024 -
//.’-}-'
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% »
e e
8
* nonos ‘_fr’
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b

Figure 3 Pseudo-first-order rate constants detemmined for the dissod.
ation of MnL; in acidic solufions. The curve comresponds 1o the fit of
the evperimental data to Equation (1) as enplained in the text.
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ing the proton assisted dissociation pathway, is two onders of
magnitude lower than that reported for MonPC2A-EA, which
i the maost inert hydrated Mn™ chelate reparted so far ™) At
this point, it is diffieult to extrapolate the dissociation half-life
of the complex for physiological conditions, and in particular,
mare data are needed to describe the role of metal-assisted
dissociation processes in the overall dissociation. These
studies are in progress, but they take a long time due to the
extremely low dissociation rates. Nevertheless, we can con-
clude that the rigid and preorganized bispidine skeleton
provides very high kinetic inertness, unprecedented for
aMn™ chelate.

Relaxation Properties of MnL,

Proton relaxivity values have been recorded for Mnl, as
a function of the magnetic field, at 25 and 37°C, in water
(pH7) and in human serum (Figare 4a and Figure 53). The
MMED data were complemented by variable tem perature
") relaxation rate measurements (Figure 4b), which give
access to the hydration number and the water exchange
parameters. The relaxivity is remarkably high for a M
complex (F, =428 mm~'s™ and 3.37 ma~' 57 at 25°C and
37°C, respectively, 20MHz, pH7 in water). In comparison,
relaxivity values of 3.3 and 2. 5mm~'s™ (20 MHz, 25 and
37°C) and 3.52mu's™ (20 MHz, 25°C) were reported for
the monohydrated complexes MnPCy3A and MnPCIA-EA.
Ome hydration water molecule & confirmed for Mnl., from

1
a0 LA AAD A,
& o
s s
- a
& a0 b
&

% T & s,
-] 2,
£ a
T n
2
-

2n

na

om (R} il 10 0
¥ Lamar e uancy) MME
17
3

163
)
= ina
3

a?

188

8 3 a3 a4 ig k1]

ANGNITT 1

Figure 4 a) Profon relaivity walues of Mnly measured in water at
25°C {eed #) and 37"C [blue &) and in human serum at 37°C (blue
&), and &) mduced transverse "0 relaation rates (9.4 T). The lines
=p t the simul fit of the mperimental points as splained
in the text.
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the temperature-dependent "0 transverse relamtion rates
using the method of Gale et al (g = (L&5; Figure 54).17

The temperature-dependent transverse "0 melaxation
rates and the NMRD profiles have been analysed in the
frame of the Solomon-Bloembergen—Morgan theory to
determine the pammeters describing water exchange and
rotational dynamics The fit yielded & ™ ={51+07)=
107 57" and AH™* = 1006 kJ mol ' for the rate and the activation
enthalpy of the water exchange. The water exchange mate is
similar to that reported for MoPyC3A (ke = 540 107571
while it is about ten times lower than k. on MnEDTA
(k™ =47 % 107 571" The hispidine MnL, chelate is strue-
turally very different from other previously studied Mn®
complexes, and the reason for this relatively slow water
exchange is difficult to identify. Nevertheless, this exchange
rate remains high enough not to imit proton relaxivity. The
rotational correlation time, £, ™= {100+ 2) ps, is higher than
the vales reported for small molecular weight Mo™ com-
plexes (e.g., 36 ps for MOEDTA) ™ This might reflect that 7,
is overestimated due to second sphere contribution to
relaxivity from the non-coordinating carboxylates. Therefone,
we also performed the analysis of the NMRED data by
inchiding an additional contribution from a second sphene
relaation mechanism to the overall relaxivity. To describe
this second sphere mechanism, we assumed two 2nd sphere
water molecules (with an estimated Mn—H proton distance of
324, 50 ps residence time, and an activation emthalpy of
10kImol™, based on previous simulations on Gd™ com-
plexes; see Figure 55 and the Supporting Information for all
details) ™ This resulted in a mwtational corelation time,
1, =(72+4) ps, which seems mome reasonable on the hasis
of the maolecular weight of the complex. This is obviously not
a firm proof of a second sphere relaxivity comtribution;
nevertheless, it is evident that the relaxivity values measured
tend to be higher than the typical values reported for
monohydrated Mn** chelates.

The relaxivity values remain identical in the presence of
up to 30 equivalents of citrate, carbonate, and phosphate
{Figure S6). They increase to 646 and 512 my™'s™ in human
serum at 25 and 37°C, respectively (20 MHz, Figure 4a),
atendency similar to that observed for instance for MoPyC3A
and attributed to low affinity binding to semum proteins.

“Mn Radiolabeling of L,

The need for long-lived fi™-ecmitting sotopes and the
emergence of a combined PET-MR technology have recenthy
promoted an mcreasing interest in the production and
complexation of “Mn. We have produced and purified “Mn
at the cyclotron of the Orlans CNES camps (see the
Supporting Information for details). “Mn was recovered as
“MnCl, solution after purification through 2 anion exchange
resin 4G 1-X8 columns. The radiolabelling of L, was tested
under different conditions of pH, temperature, and “Mn/L,
ratio. The radiclabelling reactions wene followed by radi-
oTLCat 5, 15, 30, and 60 min. All reactions were performed
in the presence of smcorbic acid to prevent any oxidation
reaction. Optimized reaction conditions were obtained for
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pH7, T0°C, 1h, achieving 9% labelling yield “Mnl, is
highly hydrophilic with a logP=—1.%96 + 0, which falls
within the range reported for other Mn complexes, for
example, MoDFDP or Mno{EDTA-BTA) with logF values of
—3.07 and — 184, respectively.™ The in vitro stability of the
mdiocomplex was assessed in different media at pH 7.4
[water, FBS and saline ((19% WNa(l)) and in the presence of
L my HSA (Figure 5), revealing its stahility in all media up
to 18 h, and aslightly lower to moderate stability at 24 h.

100 = =

% Radiecomplax

£ & & &

Figure 5. |n vitro stability of ®MnL, in different media at pH 74 (water,
PES and =aline (0.9% N2)) and in the pesence of 06 mm HSA, at
differ=nt time paoints: 0, 1,18 and 24 h (darker to lighter oloar,

mspectively).
MR Biedistrbution and Pharmacokinetics of MnL,

To validate the potential in vivo we of MnL,, we have
evaluated the hiodistribution in wild type mice by MEIat7 T
The signal intensity of the main omgans | kidney, liver, muscle,
himg) and the acrta was followed during 1 h post intravenous
injection (004 mmaolkg™ dose; Figure S7). Figure & depicts
normalized signal intensity for the analyzed organs The
highest signal intensity was reached around 4 min after
injection. Mnl, shows renal clearance and the uptake in the
liver & limited. The estimated hlood half-life & 21 min, typical
af small molecules and similar to previously reported contrast
agents = This distribution profile was further confirmed by
ex vivo ICP-0O'ES measurements performed at the end of the
MREI experiment. The data are compared tomice that did not
receive any MnL, injection (control ) for which the Mn-lewels
measured correspond to endogenous Mn {Figure 7; Table 513

At 15 h post injection, higher Mn content is found in the
kidmeys and blood of injected mice. The blood uptake could
be related to the low affinity hinding of MnL, to hlood
proteing, & ako observed by melaxivity measirements
Compared to the Mn tissue content reported for MnPy(C3A
gt 24 h post injection, our complex shows lower liver and
kidney uptake.™

Conclusion
We demonstrate hemein that despite a relatively modest
thermodynamic stability, the Mnl, complex has an excep-

tional resistance to disociation. At 37°C, pH 60 and in the

L an gewa ndbe.or g
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Figure 6. 3) Normalized signal intensity in the kidneg muscle, leer,
and zorta plotted 2s 2 function of time. Mexsurements were performad
every 2 minutes for £ mice. Standard deviations are not pressnted for
betber readability. b) Sagittal Tl-weighted MR images prior to injection
and at 4, 15 min and 1 h past intravenous injecion of 0.06 mmalkg ™
of Minl;.

=1 contral
- ML,

Mn tissue content | n

FEIE G

Figure . Exwivo |CP{OES quantification of the Mn tissue content in
the main organs and blood of contral and injected mice with MnlL,
(1.5 h post injection). Data is presented in nmolg™ tssue + 5D
=13

presence of up to 50 equivalents of Zn™, Mnl, remained
intact and did not show any relaxivity change for at least
14l days. Mnl., has one inner sphene water molecule. It has
higher proton melaxivity values than most monohydrated,
small molecular weight Mo chelates, which might be related
to asecond sphere relaxivity contribution induced by the non-
coordinating carboxylate functions

In wivo MRI experiments performed in mice indicated
quick renal clearmnce, which was also supported by ex vivo
ICP determination of the Mn tisspe content in different

Angeu Chem. 1. B 2030, 50, 1195511953
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organs. 1, could be successfully labeled with “Mn and the
radiocom plex has good stability in biclogical media. Based on
these preliminary madiolabeling experiments, the conjugation
af the hifunctional gand L, to hiomaolecules, such & anti-
bodies can be envisaged. Indeed, for the imaging of such
sowly circulating biomolecules, the long-lived “Mn FET
Botope represents a clear advantage.

In summary, the bipidine-hased L, chelator conmstitutes
avery promising structural entry for the development of Mn-
hased imaging agents for MRI as well as for PET. Alter-
natively, this bispidine synthon can be also attractive for the
design of combined PET-MREI probes. Such bimodal imaging
applications hased on M might be interesting when the
in vivofate of the imaging probe is to be followed for a longer
period of time. Most importantly, the 1; ligand can provide
excellent kinetic ineriness, which so far could not be achieved
within the more traditional ligand families.
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Mn** complexes ...

... are more biocompatible alternatives to Gd*~-based MRI agents, and 2Mn is an

emerging radionuclide for positron emission tomography. Both applications require

highly inert chelates, which, given the labile nature of Mn?~, remains a challenge. In their

Research Article on page 11958, L. J. Charbonniére, . Toth, and co-workers

demonstrate that a strongly preorganized 2 4-pyridyl-disubstituted bispidol ligand w l L E Y.. VC H
provides exceptional kinetic inertness to its Mn?~ complex.
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Complexes de manganése (Mn?*) par des ligands de type bispidine pour des applications en imagerie
meédicale (IRM, TEP)

Résumé

Suite aux récentes inquiétudes de santé publique concernant la possible toxicité des agents de contraste IRM
a base de gadolinium (Gd**), I’utilisation d’un autre métal paramagnétique, plus biocompatible, est devenue
un enjeu majeur. Etant un métal essentiel, le manganese(ll) est I’alternative la plus crédible. De plus, grace a
son radioisotope *2Mn?*, il constitue le seul élément qui offre la possibilité d’une détection a la fois en IRM
eten TEP.

Dans ce contexte, I’objectif de la thése était la conception et la caractérisation de complexes de Mn?
thermodynamiquement stables, cinétiquement trés inertes et qui possedent également une bonne relaxivite.
Ainsi, une dizaine de ligands de type bispidine ont été étudiés. Ces derniers sont caractérises par une structure
fortement pré-organisée et rigide, parfaitement adaptée a la taille et donc a la coordination du Mn?*. Les études
potentiométriques, spectroscopiques (RMN, UV-Vis) et cinétiques ont révélé une modulation fine de la
stabilité et de I’inertie des complexe en fonction des groupements fonctionnels et de leur position sur le
bicycle. Nous avons pu identifier le chélate monohydraté de Mn?* le plus inerte connu a ce jour, ainsi que les
premiers ligands qui ont une réelle sélectivité pour le Mn?* vis-a-vis du Zn?*, a I’encontre de 1’ordre prédit par
la série d’Irving-Williams. Certains chélates de Mn?* présentent une excellente relaxivité, confirmée
également par des études IRM in vivo chez la souris. Enfin, un radiomarquage des ligands au >>Mn?* a pu étre
réalisé.

Mots clés : manganése, bispidine, IRM, agent de contraste, inertie cinétique, stabilité thermodynamique, >Mn.

Manganese (Mn?*) complexes based on bispidine ligands for medical imaging applications
(MRI, PET)

Abstract

Following recent toxicity concerns about Gd**-based MRI contrast agents, the replacement of Gd** with a
more biocompatible paramagnetic metal ion has become an important research objective. Manganese(ll) is an
essential element and represents the most evident alternative. Moreover, *>Mn?* is an interesting PET
radioisotope which makes manganese the unique metal ion that allows for both MRI1 and PET detection.

In this context, the main objective of this thesis was to design and characterize thermodynamically stable and
kinetically highly inert Mn?* complexes based on bispidine ligands, which also have good relaxation
properties. We have explored a dozen of bispidine chelators endowed with a strongly pre-organized and rigid
structure, which is perfectly adapted to the size and thus to the coordination of Mn?*. Potentiometric,
spectroscopic (UV-Vis, NMR) and kinetic studies have revealed a fine modulation of the stability and the
Kinetic inertness of the complexes depending upon the nature and the position of the functional groups attached
to the bispidine bicycle. Most importantly, we could identify a Mn?* chelate with an unprecedented Kinetic
inertness. We have also described ligands which form Mn?* complexes considerably more stable than those
with Zn?*. They represent the first examples of real discrimination between these metals, going against the
order predicted by the Irving-Williams series. Some systems have excellent relaxation efficiency for a
monohydrated Mn?* complex, which was also confirmed by in vivo MRI experiments in mice. Finally, we
also succeeded in radiolabeling some bispidine ligands with >2Mn?*.

Keywords : manganese, bispidine, MRI, contrast agent, kinetic inertness, thermodynamic stability, 52Mn.
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