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Résumé

Une nouvelle série d’a-aminophosphonates dérivés du (2-méthylpyrrolidin-2-yl) phosphonate de diéthyle a été obtenue par ad-
dition nucléophile de différents phosphites de dialkyle sur la 2-méthyl-1-pyrroline. Ces composés, testés in vitro pour leurs pro-
priétés de marqueurs de pH en RMN du *'P, ont des pK, proches de la neutralité (6,6 <pK, <7,0), des déplacements
chimiques dans la plage 21—35 ppm distincts de ceux des métabolites phosphorés, et sont trois a quatre fois plus sensibles
(9,2 < Ad,, < 9,9 ppm) que des marqueurs usuels, tels que le phosphate inorganique ou le méthylphosphonate. Ce travail décrit
la synthese détaillée de trois composés sélectionnés, non toxiques dans le modele du cceur de rat isolé perfusé. Les valeurs de
1/T; C'P) pour la série compléte de 27 a-aminophosphonates de structures chimiques différentes ont été mesurées dans différentes
conditions de milieu, de température et de pH. Les résultats laissent entrevoir une exceptionnelle aptitude a explorer les comparti-
ments cellulaires acides. Pour citer cet article : G. Gosset et al., C. R. Chimie 11 (2008).
© 2007 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Abstract

New highly sensitive pH probes for *'P NMR spectroscopy. Spin-lattice relaxation time measurements as a function of
molecular structure, temperature, pH, and biological medium. New uncharged a-aminophosphonates derived from diethyl(2-
methylpyrrolidin-2-yl) phosphonate were synthesized by nucleophilic addition of dialkylphosphites on 2-methyl-1-pyrroline.

Abréviations : pH;, pH intracellulaire ; ¢,, déplacement chimique en milieu acide ; Jy,, déplacement chimique en milieu basique ; Ad,y, dif-
férence de déplacement chimique entre les milieux acides et basiques ; P;, phosphate inorganique ; ATP, adénosine triphosphate ; KH, milieu
tampon de Krebs—Henseleit ; McytC, milieu cytosolique cardiaque.

* Auteur correspondant.
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1631-0748/$ - see front matter © 2007 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.crci.2007.08.016


mailto:pietri@srepir1.univ-mrs.fr
http://france.elsevier.com/direct/CRAS2C

542 G. Gosset et al. | C. R. Chimie 11 (2008) 541—552

These compounds were intended as enhanced *'P-NMR pH probes in biological systems. Compared to standard pH markers such as
inorganic phosphate or methylphosphonate, they demonstrated in vitro low acidic pK, values (6.6 < pK, < 7.0), resonance peaks
ranging from 21 to 35 ppm, distinct from those of phosphorylated metabolites, and 3—4 times as sensitive (9.2 < Ad,, < 9.9 ppm)
as usual markers, such as inorganic phosphate or methylphosphonate. The detailed synthetic procedures for three representative
new pH probes, which were non-toxic (in the mM range) in rat isolated heart preparations, was reported. In a larger series of
27 structurally related o-aminophosphonates, 1/T ('P) values were given in different conditions of milieu, temperature and
pH. The data support unique features for these compounds to reveal acidic cellular compartments. To cite this article: G. Gosset

et al, C. R. Chimie 11 (2008).

© 2007 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Depuis une trentaine d’années, de nombreux travaux
ont montré que la mesure des variations locales du pH
dans la cellule est un €lément clé dans I’avancée des con-
naissances du métabolisme des organismes vivants [1—
3]. La régulation des pH intracellulaire (pH;) et extra-
cellulaire, ainsi que de celui des compartiments acides
ou organelles insérés dans les membranes, est indispen-
sable au fonctionnement optimal d’un grand nombre
d’enzymes [1—3]. Des défauts dans 1’homéostasie du
pH apparaissent trés rapidement dans les situations
physiopathologiques, ainsi qu’en témoignent les études
portant sur la mesure du pH; lors d’une ischémie [4],
dans les tumeurs [5] ou les processus inflammatoires
[6]. Des travaux récents ont montré I’importance de la
régulation du pH au niveau subcellulaire, qui joue un
role capital dans la signalisation cellulaire et I’apoptose
[7,8]. Faisant suite aux travaux pionniers de Moon et Ri-
chards [9], qui, en 1973, ont utilisé le principe de la
variation du déplacement chimique (6) du phosphate in-
organique principalement cytosolique (P;) avec le pH, la
RMN du *'P est intensivement utilisée comme technique
de mesure non invasive du pH; [4,10]. Cependant, de
nombreuses difficultés sont apparues, principalement
liées a la trop faible variation de déplacement chimique
(A0,y) entre les formes acides (d,) et basiques (dy,) du P;,
dont le pK, de la seconde acidité est proche du pH phys-
iologique. Ceci a pour conséquence de rendre peu sensi-
ble la mesure de faibles écarts de pH, tels que les
gradients de pH intra- et extracellulaires [10]. De plus,
la faible disponibilité du P; dans le milieu extracellulaire
tout comme dans certains compartiments et organelles
ne permet pas localement d’accéder directement
aux mesures de pH [11]. L’utilisation de marqueurs
de pH synthétiques a donc été proposée, et tout

particulierement celle de dérivés alkylés de I’acide phos-
phonique, tels que le méthylphosphonate (MeP) ou le
phénylphosphonate (PheP); mais elle n’apportait pas
d’amélioration significative de la sensibilité (Ad,,), ni
de possibilité d’acces aux compartiments acides
[10,12]. Enrevanche, I’ utilisation de dérivés comportant
une fonction amine, tels que I’aminométhylphosphonate
ou le 2-aminoéthylphosphonate [13] a ouvert la voie vers
I’étude des compartiments acides dans des préparations
d’amibes Dictyostelium discoideum [14], puis de la
mesure sélective des pH extracellulaire et cytosolique
dans un modele de foie isolé [15]. Le 3-aminopropyl-
phosphonate, plus polaire, a été utilisé pour des détermi-
nations de pH extracellulaire dans des cellules
cancéreuses [16]. Dans la continuité de ces travaux, une
nouvelle série de marqueurs de pH a été récemment dével-
oppée afin (i) d’améliorer la pénétration intracellulaire et
de permettre I’acces simultané aux compartiments intra-
et extracellulaires ainsi qu’aux compartiments acides,
(if) d’accroitre la sensibilité de la mesure du pH en aug-
mentant la valeur Ad,y, (iii) de disposer de molécules
sensibles de différents pK, et de différentes lipophilies
[17,18]. Ces aminophosphonates offrent, grace a la prés-
ence de substituants, une gamme de pK, qui se situent
entre 1,3 et 7 unités de pH, et présentent des valeurs
Ad,y, de trois a quatre fois supérieures a celles des mar-
queurs existants [13,17,18]. Un de ces composés, le (2-
méthylpyrrolidin-2-yl) phosphonate de diéthyle (2;
pK, 6,99) a déja fait ’objet d’une étude par RMN du
1P dans le cceur et le foie isolés au décours de I’ischémie
et de lareperfusion [19]. Ces travaux ont décrit la mesure
simultanée des pH cytosolique et extracellulaire grace a
la distinction des pics de résonance de 2, ainsi que, dans
le cas du foie, la premiére exploration directe du pH des
compartiments acides [19]. Néanmoins, les comparti-
ments acides cellulaires fonctionnent a un pH inférieur
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a5[14,19], ce qui se situe dans la limite de précision que
I’on peut obtenir avec le composé 2.

Le premier objectif de cette étude est donc de dévelop-
per une nouvelle famille d’aminophosphonates, de pK,
proches de la neutralité, mais inférieurs a celui de 2,
tout en gardant des valeurs de Ad,, avantageuses, ceci
en faisant varier les substituants sur le groupement phos-
phoré. Il faut en outre souligner que les études par RMN
du *'P, tout particulierement lorsqu’elles sont réalisées
simultanément dans plusieurs milieux biologiques (tam-
pon de perfusion, milieu extracellulaire, cytosol ou or-
ganelles) ou a température variable, exigent la
détermination préalable des parameétres de relaxation
des composés phosphorés étudiés. Ceci conditionne 1’ac-
quisition des spectres et la quantification éventuelle des
métabolites détectés [1—3]. De trés nombreux travaux
ont été réalisés dans le domaine de la relaxation des com-
posés phosphorés endogenes [20—23] ou des sondes de
pH exogenes [24], afin d’étudier, par exemple, la compar-
timentation cellulaire ou les flux de métabolites tels que
le P;, 'ATP ou la créatine phosphate, ainsi que les
variations des volumes cellulaires et de gradients de
protons.

Poursuivant 1’objectif de développer de nouvelles
sondes de pH dont les temps de relaxation sont de
méme ordre de grandeur que ceux des composés phos-
phorés endogenes [20—23], le présent travail se propose,
dans une seconde partie, de déterminer les temps de relax-
ation longitudinale du phosphore 31, T; (*'P), pour une
série de 27 aminophosphonates, incluant les nouvelles
molécules, dans différentes conditions expérimentales,
en faisant varier le milieu, le pH et la température. La vi-
tesse de relaxation 1/T C'P), qui est elle-méme dépend-
ante du temps de corrélation de la molécule considérée 7,
sera étudiée en fonction de la masse moléculaire des mol-
écules (M). Pour mieux étudier ce phénomene, cette
étude rassemble cing familles d’aminophosphonates cy-
cliques et linéaires, mono et diphosphorés, différemment
substitués, dont les structures sont représentées sur la
Fig. 1. Les valeurs de pK, et Ad,, originales pour douze
molécules sont présentées. La synthese et la caractérisa-
tion physicochimique et toxicologique des trois com-
posés 1, 3 et 9, jugés particulierement représentatifs de
la nouvelle série, sont décrites en détail.

2. Matériels et méthodes
2.1. Matériels
2.1.1. Réactifs et solvants

Les produits chimiques utilisés pour la synthese, les
titrages ou les milieux tampons ou de perfusion

proviennent de Aldrich Chimie (Saint-Quentin-Fallavier,
France) et sont utilisés sans purification préalable. De
I’eau déionisée (ELGA, Purelab Option, France) est uti-
lisée pour toutes les expériences de perfusion et de titrage.
La synthése et la caractérisation (RMN 'H, '*C et *'P) des
aminophosphonates 2, 4, 10 a 27 ont été précédemment
décrites [17,18,25,26], celle des molécules 5 a 8 sera dé-
crite dans une publication ultérieure. La caractérisation
par RMN des nouveaux aminophosphonates est obtenue
sur un spectrométre Bruker Avance 300 MHz — 'H
(300 MHz), *'P (121,49 MHz) et '°C (75,5 MHz) —,
avec un découplage proton. Les valeurs des constantes
de couplage J sont exprimées en Hz. Les déplacements
chimiques (6) sont exprimés en ppm par rapport au
TMS (‘H) et CDCl; (**C) ou a une solution a 85% de
H;PO, dans I’eau (*'P, référence externe).

2.1.2. Biologie

Les rats males de souche WISTAR proviennent de
CERIJ, France. Cette étude a été menée en conformité
avec le Guide of Care and Use of Laboratory Animals,
US Department of Health and Human Services, NIH Pub-
lication 85-23 (revised 1985). Les solutions tampons et les
perfusats sont filtrés avant usage (Millipore, 0,2 pum).

2.1.3. Titrages et mesures du T,

Les titrages et les mesures de T'; sont faits sur un spec-
trometre Bruker Avance 400 MHz, équipé d’une sonde
large bande (BBO) pour des tubes de 10 mm de diamétre :
By=94T et v,= 161,98 Hz pour le 3p La sonde est
équipée d’un régulateur de température permettant de
controler la température de 1’échantillon tout au long
des expériences. La référence externe est une solution
de H3PO, a 85% dans ’eau. Les pH sont mesurés avec
un pH metre Inolab 720 équipé d’une électrode Sentix 21.

2.2. Expériences par RMN du 7'P

2.2.1. Titrages

Les expériences de titrage ont été réalisées dans dif-
férents milieux : Krebs—Henseleit modifié (KHM, sans
glucose ni CaCl,), milieu cytosolique cardiaque, solu-
tion de KCl1 (0,125 M) dont les procédés de préparation
sont décrits ci-apres.

Le pH des solutions d’aminophosphonates (5 mM),
fraichement préparées, est ajusté dans une gamme de va-
leur allant de 1 a 12 unités de pH (de 15 a 25 points par
courbe de titrage) avec une solution de HCl1 6 M ou de
NaOH 6 M. Les solutions sont alors transférées dans un
tube de 10 mm, dans lequel plonge un capillaire de
D,O. Pour chaque pH testé, le spectre est enregistré par
la séquence standard d’observation du *'P découplé pro-
ton, avec un temps d’acquisition de 2 s et 64 acquisitions.
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KH,PO, Pi: pK,=6.71; A8, = 2,59 ppm.
7
HSC_‘-T"OH MeP? : pK, = 7.60 ; Adap = 3,7 ppm.
OH
9
@—g-OH PheP? : pKy = 7.00 ; ASap = 2,1 ppm.
(o]
1 :Ry=Me; pK, =6,69; Ad,, = 9,60 ppm.
b. = . &
P(O){OH1 )e 2% Ry = Et; pK; =6,99. .

3 Ry =nPr; pK, = 6.83; Ad,, = 9,48 ppm.

N" CHy 4°: R, =IPr ; pK, = 6.96; A3, = 9,86 ppm.

H 5 :R,=nBu; pK,= 6.87; Aby, = 9,34 ppm.

6,69 < p}:(a < 6,98 6 : Ry =iBu; pK,=6.78; Ad,, = 9,51 ppm.

9,18 < A3 < 10,84 7 : Ry = CHCHoCH(CHs), ; pK, = 6.76; AS,p = 9,44 ppm.
8 : Ry =(CH,),CH;; pK,=6.71; A, = 9,55 ppm.
9 : Ry =CHyC(CHg)s; pKa=6.71; Ada, = 9,19 ppm.

H

N P(O)(OEt), 10°: R; = nPr, Ry = Rg = Me.

R 7( 115 Ry = nPr, R, = 4-NO,Ph, Rg = CH,.
R, o 129: Ry = nPr, Ry = Ph, Ry = CHa.

4,75 < pKy < 7,02

139: R, = CHyPh, Ry = Ph, Ry = Me.

d. e = -
8,16 <_\5<10‘g4 14 .Fh-nBu, HZ—H,RQ—MG.
159 : Ry = C(Me,)CH,0H, Ry = H, R = Me.
169: R, = tBu, R, = CHg, Rg =H.

Y PO)OEY,
7

R, F(O)OE), 18" : R, =tBu, R, = Me.

17°: R, =tBu, R, = H, Ry = iPr.

2,48 < pK, < 3,63 19° : Ry =CHyPh, Ry = Et ; pK, = 2,48; Ad,, = 7,67 ppm.
7,55 < Ad < 7,82 20° : Ry = sBu, R, = Me ; pK, = 3,63; A8,, = 7,66 ppm.

Rs P(O)(OEt
R)O(‘ JOE: . A, = Me, Rg = Rg =H.

2 ﬁ Ry 21P: R, = Ph, R, = Rg =H.
5,81 < pK, < 6,98
8,70 < Ab < 10,00

22°: R, = Ry = Rs = H, Ry = Et, R, = P(O)(OE),.

23°: R, = R, = Ry = H, Ry = iPr, Ry = P(O)(OiPY),.
R 1=Rz=Rs 3 4 2
}&P(O’(OF‘SE 24° :R, = R, = Ry =H, Ry = nBu, Ry = P(O)(OnBu)y; pK, = 3,44; Ad,, = 7,51 ppm.

Rz rl‘l R4 259 : R, = R, = H, Rs = Me, Ry = Et, R, = P(O)(OE),.
Rs 26" : R, = R, = Me, R, = P(O)(OEt),, Rs = H, Ry = Et.
1,31 <pK, < 3,98 27° : R, = P(O(OMe),, R, = Ry = Me, Ry = Me, Rg=H; pK, =1,31; Ad,4, = 8,70 ppm.

7,37 < A3 < 10,30

Fig. 1. Structure des o-aminophosphonates, du P; et des dérivés de 1’acide phosphonique MeP, PheP. Me, CH; ; Et, CH,CHj ; nPr, CH,CH,CHj; ;
iPr, CH(CH3), ; nBu, CH,CH,CH,CHj3; ; iBu, CH,CH(CH;), ; sBu, CH(CH;3)(CH,CHj;) ; 1Bu, C(CHs);3 ; Ph, C¢Hs. (a) [14c]; (b) [17]; (c) [20];

(d) [18]; (e) [21].

Les caractéristiques de chaque composé (pK,, 6, et
0p) sont obtenues apres tracé de la courbe expérimentale
6 3'P) =f(pH), qui est ajustée sur I’expression de Hen-
derson—Hasselbalch (Eq. (1)) par régression statistique
non linéaire :

pH = pK, + log

0— 0,

1
PR (1)
2.2.2. Mesure des T, (31P)

Sur les mémes solutions que celles décrites précédem-
ment, les spectres pour la mesure du T sont enregistrés, a

pH = pK,, avec une largeur spectrale de 100 ppm, en uti-
lisant une impulsion P; de 90° égale a 10 ps, pour une
puissance de —3dB. Les T sont mesurés a I’aide de la
séquence « inversion—récupération », 1’acquisition du
signal se faisant sur un cycle de huit acquisitions. Les
16 délais d’évolution, pour le retour de 1’aimantation
vers sa valeur d’équilibre, sont appliqués aléatoirement
selon la série suivante (7 = délai d’évolution) :

7=0,01s;35s;4s;15s8;0,15;25s;2s;20s;8
$;6s5;12s;30s;0,5s;10s;1s;35s.

Un temps d’attente supérieur a 5 77 (35 s pour les
aminophosphonates) est utilisé entre deux mesures



G. Gosset et al. | C. R. Chimie 11 (2008) 541—552 545

consécutives, pour laisser au systéme le temps de reve-
nir a I’équilibre.

Le traitement des données se fait par ajustement non
linéaire d’une fonction mono-exponentielle sur les in-
tensités expérimentales I des signaux mesurés en fonc-
tion du délai 7, a I’aide de deux parameétres, suivant
I’équation (2) :

I=A[l—2exp(—7/T))
(A =intensité du signal a1'équilibre)] (2)

Pour I’analyse de I’effet du pH sur le T, les temps de
relaxation longitudinale du P; (1,2 mM) et du composé 2
(5 mM) ont été€ mesurés simultanément, dans un milieu
KHM, dont le pH a été ajusté a des valeurs entre 3 et 10.
Pour respecter les conditions de retour a 1’équilibre, le
délai entre les impulsions est de 55 s (soit 5 7y du P;).

2.3. Techniques de perfusion cardiaque :
études de cytotoxicité

Les rats sont anesthésiés par une injection intrapéri-
tonéale de pentobarbital sodique (50 mg/kg de poids
corporel). La cavité thoracique est ouverte et le cceur
rapidement prélevé et immergé dans du liquide de per-
fusion a 4 °C afin d’arréter toute contraction, puis per-
fusé selon la technique de Langendorff par voie
rétrograde aortique, dans laquelle le coeur est soumis a
une pression constante appliquée en positionnant la co-
lonne de perfusion a une hauteur de 90 cm [27]. Une pe-
tite incision dans D’artére pulmonaire permet
I’écoulement et la mesure de 1’effluent coronaire en
fonction du temps (débit coronaire). Apres ablation de
loreillette gauche, un ballonnet en latex est inséré
dans le ventricule gauche et rempli d’un volume d’eau
distillée (50—60 pl) qui reste constant au cours du pro-
tocole expérimental. Ce ballonnet est reli€ a un capteur
de pression (Gould) et a un enregistreur différentiateur
permettant la mesure des parametres hémodynamiques
suivants : pressions diastolique et développée (Pgey) du
ventricule gauche, la dérivée premiére de la pression dé-
veloppée dP/dt, la fréquence cardiaque (F). Le milieu
de perfusion est une solution ionique de Krebs—Hense-
leit (KH) de pH 7,35, saturée avec un mélange gazeux
95% 0O,/5% CO,), contenant NaCl (119 mM),
NaHCOj; (25 mM), KCl (5,9 mM), MgSO, (1,2 mM),
EDTA (0,5mM), glucose (11 mM) et CaCl,
(2,5 mM). Les cceurs sont perfusés selon le protocole
suivant : une période initiale d’équilibration de 30 min
avec du Krebs—Henseleit, suivie de la perfusion de con-
centrations croissantes (10 min chacune) d’amino-
phosphonate (0,1 a 20 mM) ajouté dans le milieu de

perfusion KH a partir d’une solution mere (50 mM) dé-
livrée a I’entrée de I’ aorte. Le débit coronaire (DC) ainsi
que I’ensemble des parametres hémodynamiques sont
mesurés toutes les 5 min. Le travail cardiaque (RPP),
représentatif de la fonction hémodynamique globale
est calculé par le produit suivant : RPP = P, X F.

2.4. Préparation du milieu cytosolique cardiaque
(MCytC)

Le milieu cytosolique riche en protéines hydrosolu-
bles a été obtenu a partir du myocarde prélevé sur un
rat, selon un procédé précédemment décrit [19,22].
L’homogénat de tissu cardiaque (1,25 g de tissu frais
pour 3,25 ml de KCl 0,125 M) est préparé en hachant,
puis mixant le tissu dans un blender (10 min). Le mél-
ange est alors centrifugé a 3 °C pendant 20 min, et le
surnageant, considéré comme représentatif du milieu
cytosolique, est utilisé pour les expériences de titrage
et de mesure des T [19,28]. Ce milieu contient déja na-
turellement du P;, mais 1’addition de KH,PO, (1,2 mM)
permet d’améliorer les conditions d’observation du
signal. I’ aminophosphonate sélectionné est alors addi-
tionné a ce milieu, de maniére a obtenir une concentra-
tion finale de 5 mM.

3. Résultats

3.1. Synthése et caractérisation des
aminophosphonates 1, 3 et 9

La voie de synthése générale mise en ceuvre pour
préparer les aminophosphonates 1 a 9 est présentée
sur la Fig. 2. La formation de 1’a-aminophosphonate
se fait en une ou deux étapes pour la série des amines
différemment substituées sur le phosphore, selon la na-
ture du phosphite de dialkyle utilis€é (commercial ou
non). L’a-aminophosphonate subit toujours une étape

1) 1 eqg. H,0, 2h H

2) 2eq. n-propanol, 2h \/\ F’ -0
P(NM82)3 O- \

THF anhydre au reﬂux (@

(_)(P(O) (OPr), Q‘ |
CH,

2 jours, tymp,
3

Fig. 2. Synthese des o-aminophosphonates 1, 3 et 9.
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de purification sur colonne de silice pour obtenir le de-
gré de pureté nécessaire pour une application en milieu
biologique.

3.1.1. (2-Méthylpyrrolidin-2-yl) phosphonate de
diméthyle (1)

On agite pendant 2 h le phosphite de diméthyle (10 g,
91 mmol) fraichement distillé et la 2-méthyl-1-pyrroline
(8,3 g, 100 mmol). De I’eau (50 ml) est ajoutée au mé-
lange et le pH est porté a 2 par ajout d’HCI concentré
(37%). La phase aqueuse est lavée trois fois par du terbu-
tyl-méthyl éther (3 x 50 ml). Puis le milieu est basifié
jusqu’a pH = 10 par ajout de pastilles de NaOH et extrait
au dichlorométhane (4 x 50 ml). Les phases organiques
sont rassemblées, séchées sur MgSOy. Les traces de sol-
vant sont évaporées sous vide jusqu’a 1’obtention d’une
huile jaune visqueuse. Le résidu est chromatographié sur
colonne de silice (CH,ClL,/EtOH : 86%/14%). On ob-
tient 1 sous forme d’une huile jaune trés visqueuse.
(10,5 g, 60%). RMN *'P (CDCl3): 33,27. RMN 'H
(CDCly): 1,34 (d, J=15Hz, 3H, CH3); 1,55—-1,90
(m, 4H, NH, CH,CH;N, CH,CN); 2,13—2,26 (m, 1H,
CH,CN); 2,92—3,10 (m, 2H, CH,N); 3,77-3,78 (d,
J=3Hz, OCH;); 3,81-3,82 (d, /=3 Hz, OCH3).
RMN °C (CDCl5) : 24,18 (d, J = 6,8 Hz, CH3) ; 25,77
(d, J=45Hz, CH,CH,N); 34,67 (d, J=3Hgz,
CH,CN); 47,06 (d, J=8,3Hz, CH,N); 53,15 (d,
J=83Hz, OCHj); 53,42 (d, J=83Hz, OCHs);
59,71 (d, J=166 Hz, C). Analyse élémentaire de 1
(C;H;¢NOsP) : calculé: C 43,52%, H 8,35%, N
7,25% ; obtenu : C 41,77%, H 8,16%, N 7,23%.

3.1.2. (2-Méthylpyrrolidin-2-yl) phosphonate de
dipropyle (3)

P(NMe,); (10 g, 61 mmol) est hydrolysé en 2 h aure-
flux du THF, sous atmospheére inerte, en acide bis(dimé-
thylamino) phosphoreux, apres 1’ajout de 1 équiv d’eau
(1,1 g, 61 mmol). A T'acide bis(diméthylamino) phos-
phoreux formé in situ, on ajoute du 1-propanol (2 équiv,
7,32 g, 122 mmol). Apres 2 h au reflux et évaporation
des solvants sous pression réduite, le phosphite de dipro-
pyle est obtenu avec un rendement de 98%, sous forme
d’une huile incolore. Un mélange de phosphite de dipro-
pyle (9,9 g, 59 mmol) et de 2-méthyl-1-pyrroline
(5,38 g, 65 mmol) est agité a température ambiante pen-
dant 2 jours, I’évolution de la réaction pouvant étre sui-
vie par RMN du *'P. Le mélange subit le méme
traitement que précédemment. Le résidu est chromato-
graphié sur colonne de silice (CH,Cl,/EtOH : 86%/
14%). On obtient 3 sous forme d’une huile écrue tres vis-
queuse (9,7 g, 64%). RMN *'P (CDCl5) : 30,65. RMN
'H (CDCL3) : 0,65 (t, J = 6 Hz, 6H, CH;—(CH,),—0) ;

1,05 (d, J =15 Hz, 3H,CH;); 1,26—1,60 (m, 8H, 2*
CH,—CH;, HN, CH,CH;,;N, CH,CN); 1,80—2,00 (m,
1H, CH,CN) ; 2,66—2,80 (m, 2H, CH,N); 3,71—3,78
(m, 4H, CH,—0). RMN '*C (CDCl5): 9,67 (s, CH;s—
(CH,),—0); 23,59, 23,66 (CH,—CHs); 23,86 (d,
J=6Hz, CH;y); 2533 (d, J=4,5Hz, CH,CH,N);
34,30 (d, J=3 Hz, CH,CN); 46,70 (d, J=17,5Hz,
CH,N); 59,20 (d, J=164Hz, C); 67,20 (d,
J=28,3Hz, CH,—0); 67,45 (d, J=28,3 Hz, CH,—0).
Analyse élémentaire de 3 (C;;H4NOsP): calculé: C
53,00%, H 9,70%, N 5,62% ; obtenu: C 51,44%, H
8,88%, N 4,99%.

3.1.3. (2-Méthylpyrrolidin-2-yl) phosphonate de
dinéopentyle (9)

P(NMe,)3 (10 g, 61 mmol) est hydrolysé en 2 h au
reflux du THF, sous atmospheére inerte, en acide bis(di-
méthylamino) phosphoreux, apres 1’ajout de 1 équiv
d’eau (1,1 g, 61 mmol). A I’acide bis(diméthylamino)
phosphoreux formé in situ, on ajoute de I’alcool néo-
pentylique : 1 équiv, 5,38 g, 61 mmol. Apres 3 h de re-
flux, le deuxieme équivalent d’alcool est rajouté au
milieu, qui est laissé au reflux encore pendant 3 h. Les
solvants sont évaporés sous pression réduite : le phos-
phite de dinéopentyle est obtenu avec un rendement
de 80% sous forme d’une huile incolore. Un mélange
de phosphite de dinéopentyle (10,9 g, 49 mmol) et de
2-méthyl-1-pyrroline (4,39 g, 53 mmol) est agité a tem-
pérature ambiante pendant 2 jours, I’évolution de la ré-
action pouvant étre suivie par RMN du *'P. Le mélange
subit le méme traitement que celui décrit pour 1. Le ré-
sidu est chromatographié sur colonne de silice (CH,Cl,/
EtOH : 86%/14%). On obtient 9 sous la forme d’une
huile écrue trés visqueuse (9,7 g, 64%). RMN 3p
(CDCl3): 30,35. RMN 'H (CDCl;): 0,88 (s, 9H,
(CH3);—C—CH,—0); 0,93 (s, 9H, (CH3);—C—CH,—
0); 1,35 (d, J =15 Hz, 3H, CH3); 1,50—1,86 (m, 4H,
HN, CH,CH,;N, CH,CN); 2,10—2,40 (m, 1H,
CH,CN); 2,96—3,10 (m, 2H, CH,N); 3,70—3,78 (m,
4H, CH,—0). RMN '*C (CDCl5) : 24,60 (d, J = 6 Hz,
CHs); 25,69 (d, J=4,5Hz, CH,CH,;N); 26,13
((CH3)3); 32,23 (C(CHs)3); (34,84 (d, J=3Hz,
CH,CN); 47,15 (d, J=7,5Hz, CH,N); 59,83 (d,
J=164 Hz, C); 75,46 (d, J = 8,3 Hz, CH,—0); 75,76
(d, J=8,3Hz, CH,—O0). Analyse €lémentaire de 9
(Cy5H3,NO5P) : calculé: C 58,99%, H 10,56%, N
4,59% ; obtenu : C 58,74%, H 10,83%, N 4,70%.

3.2. Cytotoxicité des aminophosphonates 1 a 9

Des parametres hémodynamiques réguliers sont
enregistrés au cours de la période d’équilibration sur
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I’ensemble des coeurs de rats perfusés (n=22) dans
les conditions normoxiques décrites précédemment :
RPP (mm Hg X battements/min) = 24220 £ 701 ;
Pgias (mm Hg)=12,7+2,1 mm Hg; DC (ml/
min) = 16,2 + 1,4. La perfusion des composés 1, 3
et 4 dans le myocarde de rat isolé perfusé a des con-
centrations croissantes dans des conditions normoxi-
ques montre que ces composés ne perturbent pas
ces index de la fonction cardiaque jusqu’a 10 mM
pour 3, résultat voisin de celui obtenu pour le com-
posé 2 [19,27], 5mM pour 1 et 3 mM pour 4. Par
exemple, on enregistre les parameétres hémodynami-
ques suivants dans le cas d’une perfusion de 4 a
3 mM pendant 20 min: RPP (mm Hg x battements/
min) =22770 £ 1502 ; Pg,s (mm Hg)=11,7+24
mm Hg; DC (ml/min)=14,54+1,7. La diminution
du travail cardiaque de observée (—8%), bien que
non significative (p =0,3245, test ¢ de Student) par
rapport au groupe de cceurs recevant seulement du
tampon KH, indique le seuil maximal d’utilisation
de ce composé dans ce modele. Ces résultats démon-
trent I’innocuité de ces composés dans une gamme de
concentrations compatibles (de 1’ordre du mM) avec
les expériences de RMN en biologie [19]. Les molé-
cules 5 2 9, qui possedent des substituants plus en-
combrants sur le groupement phosphoré (Fig. 1), ce
qui leur confére vraisemblablement une plus grande
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lipophilie, sont globalement plus cytotoxiques, et
donc utilisables sur des modeles biologiques a des
concentrations inférieures a 3 mM.

3.3. Titrages des nouveaux aminophosphonates 1,
3-9, 19, 20, 24 et 27

Les courbes de titrage obtenues dans KHM a 22 °C
pour les molécules 1, 3, 4 et 9 sont présentées sur la
Fig. 3 et sont comparées a celles du P;. On obtient,
pour trois de ces composés, des pK, inférieurs a celui
de 2 (respectivement (1) 6,69 ; (3) 6,83 et (9) 6,71), jus-
qu’alors considéré comme une référence, car son pK,
(6,99) est proche de la neutralité [17,19], ainsi qu’une
différence de déplacement chimique Ad,, comparable
(respectivement Ad,, (1)=9,60; Ad,, (3)=9.48),
sauf pour le composé 9, qui se situe un peu en retrait :
Ad,, (9)=9,19. En revanche (Fig. 3), le composé 4
ne se démarque pas de 2 (pK, (4) 6,96; Ad,, (4)
9,86). La plage de variation des valeurs de pK, obtenues
pour les molécules de cette famille (1—9) est consignée
sur la Fig. 1 et montre que les essais visant a modifier les
substituants sur le phosphore, et non pas sur les groupe-
ments portés par le carbone en o (comme c’est le cas
des composés 10 a 27), ne font varier le pK, que dans
une gamme relativement réduite (6,7 < pK, < 7) et per-
mettent de conserver d’excellentes valeurs de Ad,,

w

[,8]
(wdd) @

20 T

Fig. 3. Variation du déplacement chimique du 31p du P; et des aminophosphonates 1 (V¥ ; pK, = 6,69), 3 (@ ; pK, =6,83), 4 (® ; pK, = 6,96) et
9 (A ; pK,=06,71) en fonction du pH. Les expériences sont réalisées a 22 °C dans un milieu tampon de Krebs—Henseleit modifié.
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supérieures a 9 ppm. Les valeurs individuelles des nou-
velles molécules non décrites dans la Fig. 3 (pK, ; Adap)
sont respectivement : 5 (6,87 ; 9,60); 6 (6,78 ; 9,34); 7
(6,76 ; 9,44); 8 (6,71 ; 9,57).

Les courbes de titrage des molécules diphosphorées
19, 20, 24 et 27 ont été obtenues selon le méme procédé,
dans un tampon KHM a 22 °C. Les valeurs des (pK, ;
Ad,,) pour ces molécules sont respectivement: 19
(2,485 7,67); 20 (3,63; 7,660); 24 (3,44; 7,51); 27
(1,31; 8,70). Ces valeurs sont homogenes
(1,5 < pK, < 4) avec celles obtenues pour des molé-
cules portant aussi deux groupements phosphorés (16,
22,23 et 26 [17], et 25 [18]).

3.4. Effet du pH, du milieu et de la température sur les
T, (3’P) des aminophosphonates 1, 2, 3, 10, 16,
et du P;

La mesure des T effectuée a différents pH dans le
milieu tampon KHM modifié, pour le P; et le composé
2, montre que la relaxation longitudinale de ces molé-
cules n’a pas la méme sensibilité vis-a-vis du pH
(Fig. 4). Le Ty du P; varie en fonction du pH et présente
un minimum relativement marqué dans la gamme de pH
proche de son pK,, alors que le T de 2 ne varie pas de
maniere significative dans la gamme de pH considérée.

Les valeurs des T mesurés dans différents milieux
pour une sélection de molécules représentatives des
cing familles étudiées (1, 2, 3, 10, 16) et du P; sont con-
signées dans le Tableau 1. On observe que, dans les mi-
lieux ioniques usuels (KHM ou KCl), le T du P; est plus
élevé que celui de I’ensemble des aminophosphonates.
En revanche, une trés forte diminution du T, est ob-
servée pour le P; lorsque la mesure est faite dans une

12 — Pi

11— E =
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T |
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Fig. 4. Effet du pH sur le T, C'P)duP; (M) etdel’ a-aminophos-

phonate 2 (), mesurés a 22 °C dans un milieu tampon de Krebs—

Henseleit modifié.

préparation de milieu cytosolique, alors que ce méme
milieu n’influence pas la relaxation des aminophospho-
nates de maniére significative. Pour le composé 2, les
expériences réalisées dans la présente étude (Tableau
1) ont été rapprochées de celles effectuées sur le modele
de cceur de rat perfusé [19,29], montrant que la valeur
du T, mesuré dans le cytosol n’est pas sensiblement
modifiée au cours des expériences biologiques.

Enfin, une sélection d’aminophosphonates représen-
tatifs des différentes familles de molécules, tels que 2,
3, 10, 16, 18, 22, ainsi que du P;, ont été étudiés a
deux températures (KHM, 22 °C et 37 °C). Dans tous
les cas, on observe une augmentation du 7 lorsque la
température augmente (Tableau 1).

3.5. Détermination des T; (*'P) dans KHM pour la
série des 27 aminophospnonates

En complément des valeurs de T obtenues pour le P;
et les composés 1, 2, 3, 10, 16, 18, 22, consignées dans
la Tableau 1, les valeurs de T (31P) des 20 autres amino-
phosphonates, obtenues dans les mémes conditions
(KHM; 22°C; pH=pK,) sont présentées ci-apres.
Pour chaque composé, la valeur de T, indiquée, en se-
condes, correspond a la moyenne de 2—3 mesures indé-
pendantes. A partir de trois mesures indépendantes, la
déviation standard (+SD) par rapport a la moyenne
est présentée. Une variabilité d’environ 10% sur la me-
sure des T, (*'P) a été obtenue.

4:47+02;5:43;6:4,2;7,3,6;8:3,9;9:3,9;
11:34;12:28;13:3,0;14:4,1;15:4,3;17:4,9;
19:1,9;20:24:;21:44;23:28;24:22;25:3,1;
26:2,8+£03;27:51+£04.

Les valeurs obtenues dans le KHM a pH = pK,, pour
MeP et PheP, sont respectivement 83405 s et
6,3+0,3 s et sont proches des valeurs trouvées dans
la littérature pour PheP dans le milieu extracellulaire
du foie isolé perfusé [12].

3.6. Etude des variations des 1/T, (SIP) des
aminophosphonates avec la structure chimique
et la masse moléculaire

Un des objectifs de cette étude est d’établir un mo-
deéle empirique qui permette de prévoir, avant synthése,
le T, (*'P) des aminophosphonates. Un examen rapide
des T, mesurés montre qu’ils sont corrélés a plusieurs
grandeurs, les meilleures corrélations étant obtenues
avec la masse moléculaire, le pK, et la constante de
vitesse de protonation de I’amine (corrélations non
montrées). Une difficulté est que ces grandeurs sont
elles-mémes corrélées entre elles dans la famille de
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Tableau 1
Valeurs du T; (*'P) de différents aminophosphonates et du P; dans les
milieux biologiques usuels

Composés Milieu pK. Ad,p T (s) T, (sfl)
(ppm)
P, KHM 6,71 261 11,5405 0,087
KHM* 6,69 261 12,6 0,079
McytC 6,78 2,60 3,8 0,263
ceeur™? 1,55 0,645
KCl 6,74 2,55 10,1 0,099
1 KHM 6,69 9,60 7,90 0,126
McytC 6,77 9,65 4,50 0,222
2 KHM® 6,98 965 63+04 0,158
KHM* 6,81 9,58 8,2 0,122
McytC® 7,09 9,69 54403 0,185
coeur™® 4.8 0,208
KCl 6,95 9,69 5.4 0,185
3 KHM 6,88 9,98 5,06 0,197
KHM* 6,50 9,59 6,03 0,166
MCytC 6,88 9,55 5,64 0,177
10 KHM 6,99 10,17 45 0,222
KHM* 6,77 1020 6,1 0,164
MCytC 7,09 1020 42 0,238
KCl 7,09 10,10 3,5 0,286
12 KHM 589 8,19 2,8 0,357
MCytC 588 835 2,7 0,370
14 KHM® 6,92 10,09 4,0 0,250
MCytC 7,05 10,16 3,7 0,270
KCl 6,95 10,17 48 0,208
16 KHM® 7,02 109 46+02 0217
KHM* 6,72 108 5.8 0,172
MCytC 7,06 10,2 4,1 0,244
KCl 7,03 1026 8 0,125
18 KHM 345 7,55 3,0 0,333
KHM* 2,90 7,18 5.3 0,189
22 KHM® 3,63 761 33+03 0303
KHM* 347 7,65 45 0,222
MCytC® 3,51 7,69 2.4 0,416

Les spectres de RMN du >'P sont enregistrés 2 22 °C ou a 37 °C
(notés*) dans un milieu de Krebs—Henseleit modifié (KHM), dans
un milien proche du cytosol cardiaque (McytC), dans le KCl
(0,125 M) ou dans le cceur entier de rats®. La préparation de ces dif-
férents milieux est décrite dans la partie Matériels et méthodes (§ 2).
Ad,, différence de déplacement chimique entre les milieux acide et
basique : °[18]; *[19]; ®[24]. Les valeurs de T, représentent la moy-
enne de deux ou trois (£SD) expériences indépendantes.

molécules étudiées. La constante de vitesse de proton-
ation key., a une influence sur le temps de relaxation
transversal T, et peut, par un mécanisme différent, in-
fluer aussi sur 7. Mais les résultats obtenus pour I’en-
semble des molécules de la littérature montrent que
I’on doit s’attendre surtout a une forte dépendance de
T, vis-a-vis de la masse moléculaire [30—32]. Un ré-
sumé de la théorie rappelle que la relaxation du spin
du *'P est due a plusieurs mécanismes indépendants,
qui sont en particulier : les interactions magnétiques di-
polaires intra- et intermoléculaires (DD), 1’anisotropie

du déplacement chimique (CSA), I’interaction spin—ro-
tation (SR). La vitesse de relaxation longitudinale 1/7T
est la somme de leurs contributions :

1/T1 :(1/Tl)DD+(1/T1)CSA+(1/T1)SR+GZ (3)

(al représente des termes complémentaires [31])

La majorité des termes qui composent cette expres-
sion dépendent du temps de corrélation 7., qui décrit
les fluctuations temporelles des champs magnétiques
et dépend de la vitesse de réorientation de la molécule,
elle-méme fortement dépendante de la masse molaire
M. Les interactions dipole—dipdle s’écrivent de la ma-
niere suivante [31,32]:

(1/T0) o= (o /4T) Vil [ 1+ (om0’ 3 rse
)

(avec X =H ou P ; yp est le rapport gyromagnétique et
we/21 = 161,98 MHz la fréquence de Larmor de 3py,
ou, pour des interactions intermoléculaires :

(1/T1)pp= (1o/470)*8TN Y3 73k / (9dx-pD) (5)

Ces interactions dépendent de M par I’intermédiaire
de 7., ou par le coefficient d’autodiffusion D. Il en est de
méme pour le terme de la relaxation CSA [31,33]:

(1/T1)csa= 2/15’)’1233(4‘0)2%/ [1 + (‘UOTC)Z} (6)

(Ao : modulation de I’écran €lectronique).
La relaxation spin—rotation dépend de M a la fois par
le moment d’inertie /; et par TR :

(1/T))gg= 8T LKTC*T5r / h* (7)

Dans ce contexte, il parait justifié, pour I’ensemble
des molécules étudiées (Fig. 1), de réaliser le tracé de
1/T, en fonction de M (Fig. 5). Un développement poly-
nomial du second degré (Eq. (8)), qui représente ces
points de facon satisfaisante (écart-type o1 =
3,31 x 1072 Hz), a été obtenu par régression :

1/T,=9,71 x 1072 4+1,63 x 10 M +1,85 x 10°°M?
(8)

On observe que les composés 1 et 27, qui ont des T
élevés, n’entrent pas dans la relation précédente. Ces
composés se trouvent étre ceux dans lesquels le phos-
phore porte deux substituants méthoxy, particuliere-
ment encombrants et qui peuvent par leur rotation
entrainer des fluctuations de champ magnétique. En re-
vanche, le P; et les dérivés alkylés de 1’acide phospho-
nique, MeP et PheP, s’y inscrivent parfaitement.
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Fig. 5. Dépendance de la vitesse de relaxation longitudinale 1/T
(*'P) vis-a-vis de la masse moléculaire M, pour les composés 2 a
26, obtenus par des modifications de substituants sur les atomes de
phosphore, Pi, MeP et PheP.

La corrélation statistique qu’on observe entre 1/T et
le pK, (* = 0,68) n’a pas d’explication logique a priori.
Un traitement statistique succinct va montrer qu’elle
n’est qu’une redite de la corrélation entre 1/T; et M.
Compte tenu des arguments théoriques précédents en
faveur d’une forte dépendance de 1/T; vis-a-vis de M,
il paralt logique de ne pas traiter le pK, sur un pied
d’égalité avec M, mais comme un facteur secondaire.
Ceci évite que le pK,, qui se trouve dans cette série de
molécules étre corrélé avec M (Fig. 6), puisqu’il dépend
directement des substituants [19], ne s’approprie une
partie de la corrélation de 1/T| avec M. Léquation (8)
a donc été conservée, en la multipliant par une fonction
affine inconnue f(pK,) = ay + a; pK,. On obtient ainsi,
par régression, 1’expression (9) :

450 —
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Fig. 6. Corrélation entre le pK, et la masse moléculaire M pour les
composés 1 a 26, Pi, MeP et PheP.

1/T1=(9,71x 107> +1,63x 10°M +1,85 x 10~°M?)
x (1,04=9,17x 107° pK,) )

Le second facteur fluctue peu autour de sa moyenne,
égale a 1 (écart-type=1,5x 107%), ce qui prouve
qu’une fois soustraite la corrélation de 1/T avec M, 1/T;
n’est plus corrélé au pK,. Ceci est corroboré par
I’écart-type global en 1/T; associé a I’Eq. (9) (o111
=328 x 1072 Hz), qui n’est pas meilleur que celui
trouvé avec I’Eq. (8), que nous conserverons donc. Des
considérations similaires conduisent a éliminer du
modele une autre grandeur, pourtant corrélée, qui est la
constante de vitesse de protonation key.p, elle-méme
corrélée au pK,, donc a M. Par ailleurs, des relations liant
1/T; au déplacement chimique 6= (d,+ dp)/2 ou a
(0, — 04), qui pourraient étre partiellement corrélées a
Aa, ont été recherchées, sans résultat.

4. Discussion

Ce travail décrit, en premier lieu, une nouvelle fa-
mille d’a-aminophosphonates, différemment substitués
sur le phosphore, et plus particulierement la synthese de
trois nouveaux composés 1, 3 et 9, dont les valeurs de
pK, sont inférieures (respectivement de 0,30, 0,15 et
0,28 unités de pH) a celle de 2, utilisé avec succes
comme marqueur de pH en RMN du *'P sur des organes
perfusés [19], ou pour ses propriétés protectrices sur la
fonction et le métabolisme cardiaque [17,27,29]. La
diminution du pK,, tout en restant proche du pH physi-
ologique, peut dans certains cas offrir ’avantage d’une
meilleure précision dans les bas pH, comme ceux des
compartiments acides [14,19]. A ce titre, le composé 1
apparait comme le plus sensible, puisqu’il associe une
baisse de pK, a un maintien, voire a une amélioration
de Ad,, (Tableau 1; Fig. 3). Le composé 3, de plus faible
cytotoxicité, peut aussi apparaitre comme un meilleur
compromis. Cette étude montre que, lorsqu’on fait va-
rier les substituants sur le phosphore pour les composés
529, on obtient des courbes de titrage quasi superpos-
ables, qui se situent entre celles de 1 et 4, dont les valeurs
de pK, sont les plus extrémes (Fig. 3), suggérant que les
modifications de structure autour du >'P (molécules 5 a
9) n’interviennent que faiblement dans I’acidité de
I’amine. Enfin, I’ensemble de ces composés, quel que
soit le pH étudié, résonnent (21,45 < 6 < 35,89) loin
des métabolites phosphorylés cellulaires, dont les pics
de résonance détectés dans les modeles biologiques se
situent entre — 15 et 5 ppm [18].

En comparant les quatre autres familles de molé-
cules présentées dans ce travail, on observe que les
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substituants placés sur les carbones en o ou B du
groupement phosphoré, influencent au contraire forte-
ment le pK, avec une amplitude de variation de 6 unités
de pH, tout en gardant des valeurs Ad,, importantes. La
contribution de chaque substituant a la modification du
pK. de la fonction amine de la pyrrolidine, qui fait inter-
venir des effets inductifs et structuraux, a été étudiée en
détail grace a 1’élaboration d’un modele semi-empiri-
que permettant leur incrémentation [17,18]. Ceci repré-
sente un avantage incontestable sur les dérivés de
I’acide phosphonique, dont le pK, de la seconde acidité,
qui seul présente un intérét en biologie, ne varie signi-
ficativement qu’en additionnant, par exemple, des sub-
stituants halogénés biologiquement peu compatibles
[34]. Cette sensibilité moindre des dérivés de 1’acide
phosphonique pourrait provenir de la difficulté a faire
varier la densité électronique autour de 1’atome de phos-
phore, si les substituants lui sont directement liés [34].
Ce phénomeéne se trouve confirmé dans la présente
étude, ou de faibles variations de pK, sont observées
dans la nouvelle famille de composés 1—9, portant dif-
férents substituants sur le groupement phosphoré.

La présente étude montre en paralléle que le T, ('P)
du P; est trés fortement sensible aux variations de milieu,
alors que la relaxation des aminophosphonates n’est que
tres peu modifiée par leur environnement (ions, molé-
cules biologiques hydrosolubles) et le pH, dans la limite
des conditions expérimentales présentées. Le comporte-
ment du P; est en accord avec différents travaux
[11,21,35,36], qui montrent de méme que d’autres mol-
écules, telles que I’ ATP, ou des dérivés alkylés de I’acide
phosphonique, marqueurs de pH potentiels, réagissent
avec le milieu environnant, tout particulierement avec
des ions métalliques [21]. Dans ce contexte, des mesures
de T, ont été réalisées dans le foie isolé lors de la perfu-
sion de solutions contenant 10 mM de diméthyl méthyl-
phosphonate ou de PheP, et des différences significatives
ont été déterminées entre le milieu intracellulaire (va-
leurs de T de 2,4 s et 1,7 s, respectivement) et extracel-
lulaire (valeurs de T'; de 8,2 s et 6,6 s, respectivement)
[12]. D’autres composés portant des groupements phos-
phate, comme I’ ATP, peuvent avoir des temps de relaxa-
tion tres différents (de 0,4 a 14 s), selon qu’ils se trouvent
dans des compartiments cellulaires distincts [36,37]. La
connaissance des valeurs des T, des aminophospho-
nates, comprises entre 1 et 10 s selon leur structure chi-
mique, permettra de sélectionner une sonde qui sera
proche des valeurs des composés endogenes a étudier.
De plus, leur faible sensibilité a leur environnement
peut €tre un atout certain pour des études nécessitant
I’emploi de séquences d’acquisitions courtes, pour sui-
vre par exemple I’évolution rapide de composés labiles.

Les résultats obtenus sont a rapprocher de ceux dé-
crits dans la littérature pour des composés en solution,
dans lesquels le T, augmente avec la température pour
les petites molécules en milieu peu visqueux [32]. En
revanche, il a été également décrit que, pour les molé-
cules de taille plus importante, le T} diminue avec la
température en milieu tres visqueux [32]. Ceci illustre
encore le fait que ’analyse de la relaxation des com-
posés ne peut se faire qu’en prenant en compte un nom-
bre trés important de parametres, et en premier lieu les
conditions expérimentales. De maniére intéressante,
I’effet de I’accroissement de la température, qui, dans
le cas de la présente étude, conduit a une augmentation
du temps de relaxation longitudinale 7', du P; en solu-
tion tampon, n’est pas directement transposable aux
études dans les systemes biologiques. En effet, lorsque
le P; se trouve dans des compartiments cellulaires, la
situation peut étre tres différente. Par exemple, aucune
variation significative du T; (*'P), si ce n’est une légére
diminution, n’a été observée pour le P; cytosolique et le
P; mitochondrial, dont les T} (*'P) ont été mesurés dans
le foie isolé entre 4 et 37 °C [23].

En conclusion, outre une série de nouvelles molé-
cules, ce travail apporte un ensemble exhaustif de
valeurs du temps de relaxation T, (31P) pour 27 o-
aminophosphonates, et analyse les variations de ce
paramétre dans différentes conditions expérimentales.
Une tentative d’exploration de la contribution du
temps de corrélation 7. dans la relaxation du >'P
a été réalisée en considérant I’impact de la masse
moléculaire M de chaque composé sur la vitesse de
relaxation, étant logiquement attendu que cette der-
niére augmente avec M. Dans le contexte d’études
biologiques a venir, ces données sont indispensables.
Il faut par exemple souligner que la connaissance
des temps de relaxation T; s’est avérée déterminante
pour I’observation sélective du P; extracellulaire (par
saturation, 7y =8—10s) et du P; intracellulaire rela-
xant 10 fois plus rapidement [20]. Dans le cas plus
précis des marqueurs de pH, la connaissance des
temps de relaxation des dérivés alkylés de I’acide
phosphonique (tels que PheP) a permis une utilisa-
tion optimale de ces molécules réparties dans les dif-
férents compartiments cellulaires [12,37]. En prenant
en compte les présents résultats, on peut s’attendre a
ce que l'utilisation des aminophosphonates permette
d’obtenir des résultats concomitants et plus directs.
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