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Introduction générale

Introduction générale

« Nous saurons la physiologie lorsque nous pourrons suivre pas a pas une molécule de
carbone ou d’azote, faire son histoire, raconter son voyage dans le corps d’un chien, depuis son

entrée jusqu’a sa sortie... » (Claude Bernard, XIXe siecle).

Au XIXe siecle déja, les physiologistes étaient convaincus que la connaissance en
profondeur du fonctionnement des organismes vivants était conditionnée par le développement de
méthodes d’exploration non invasives. La radioactivité artificielle découverte par Frédéric et
Iréne Joliot-Curie (Prix Nobel de chimie en 1933) leur fournira les outils d’imagerie médicale
permettant de visualiser les phénomenes chimiques et biologiques au sein méme des organismes.
Des lors, le développement de radiopharmaceutiques est devenu un domaine tres étudié de la
recherche médicale. Il s’agit d’apres la définition officielle de médicaments contenant un ou
plusieurs isotopes radioactifs, les radionucléides, incorporés a des fins médicales. Ces composés
sont utilisés dans de nombreuses applications telles que la radio-immunologie in vitro, la

scintigraphie (imagerie fonctionnelle et diagnostic in vivo), et la radiothérapie.

Chaque domaine d’application requiert des radionucléides aux propriétés
physicochimiques différentes. En particulier pour les applications de diagnostique et d’imagerie
fonctionnelle par scintigraphie, le radionucléide ke plus utilisé est le *™Tc (plus de 85% des
examens de routine actuels) qui regroupe toutes les caractéristiques du radionucléide idéal en
terme de colt, de disponibilit¢, de demie vie et dénergie. Le développement de
radiopharmaceutiques technétiés est devenu un domaine de recherche trés actif et un grand

nombre de composés ont ét€ mis au point pour imager des cibles biologiques tres variées.

13



Introduction générale

Durant ces trois années de thése, nous avons souhaité nous intéresser a de nouveaux
radiopharmaceutiques technétiés. L’objectif de ce travail était de déterminer une ou plusieurs
nouvelles structures complexant le *™Tc et présentant une stabilité optimale dans le plasma.
Ainsi identifiées, ces structures constituent des plateformes pour le développement de traceurs

ayant une prédisposition a étre stable en plasma.

Ce manuscrit décrit 1’étude réalisée durant ces trois années et s’articulera en quatre

parties.

La premiere partie nous permettra de replacer ce travail dans son contexte bibliographique et de

préciser diverses informations essentielles concernant les radiopharmaceutiques et le technétium.

Dans une seconde partie nous présenterons la synthése d’un ensemble de ligands potentiels du

technétium effectuée durant la these.

Une troisieme partie présentera les résultats du criblage de cette série de molécules selon leur
aptitude a former quantitativement un complexe stable en plasma murin. Les complexes retenus

seront alors étudiés in vivo chez la souris.

Une derniere partie nous permettra d’appliquer notre approche au développement de traceurs
radiomarqués de I’intégrine a,f;, impliquée dans la néoangiogenese tumorale. Nous proceéderons

alors selon deux approches distinctes : une approche bifonctionnelle et une approche intégrée.

Enfin, nous synthétiserons I’ensemble des résultats obtenus durant ces trois années et nous

nous intéresserons aux perspectives offertes par ce sujet.

14



Chapitre I : Introduction bibliographique

Chapitre 1

Introduction bibliographique

1.1 Médecine nucléaire

1.1.1 Définitions

Reconnue spécialité médicale depuis 1970, la médecine nucléaire regroupe 1’ensemble
des techniques médicales utilisant les radiopharmaceutiques. Un radiopharmaceutique est un
médicament contenant dans sa structure un ou plusieurs isotopes radioactifs appelés
radionucléides. Ces composés sont concus de maniere a s’accumuler au niveau d’une cible
thérapeutique. Ils permettent ainsi d’obtenir des informations par imagerie ou peuvent avoir un

effet thérapeutique sur cette cible selon la nature du radionucléide utilisé.

La médecine nucléaire est actuellement utilisée dans trois grands domaines médicaux:

I’imagerie fonctionnelle, la radiothérapie, et la radioimmunologie.

Utilisée en imagerie, elle permet de visualiser la présence ou non dans I’organisme de la
cible du radiopharmaceutique, une cellule tumorale par exemple, ou de constater une anomalie
anatomique ("I ou TcO4 par exemple permettent de surveiller la taille de la glande
thyroidienne [1, 2]). Grace a un dispositif d’acquisition externe (B-imager, gamma camera,
scanner), le rayonnement émis par le radionucléide peut étre enregistré et, apres traitement

informatique, une image en deux ou trois dimensions permet de visualiser les niveaux de

15



Chapitre I : Introduction bibliographique

concentration en radiopharmaceutiques. L’imagerie nucléaire est une méthode d’imagerie dite
fonctionnelle ou dynamique. Elle permet, par exemple, de visualiser en temps réel les
écoulements sanguins (intracérébraux, cardiaques ...), permettant ainsi de prévenir I’apparition
d’infarctus [3] et d’étudier certaines maladies dégénératives comme la maladie d’Alzheimer [4]
ou de Parkinson [5]. Elle est un outil précieux dans I’étude de certains métabolismes et est aussi
utilisée pour évaluer la réponse a la chimiothérapie [6]. L’imagerie isotopique est couramment
utilisée dans I’industrie pharmaceutique pour réaliser les preuves de concepts de nouveaux

médicaments en phase préclinique, ou pour évaluer les posologies en phase clinique [7, 8].

L’utilisation de radionucléides émettant des rayonnements plus ionisants peut également
permettre de détruire les cellules situées au voisinage du radiopharmaceutique. C’est le principe

de la radiothérapie dirigée.

Enfin, la radioimmunologie consiste a utiliser des anticorps marqués par un traceur
radioactif afin d’effectuer des dosages immunologiques. C’est I’extréme sensibilité de la
médecine nucléaire qui est ici mise a profit. Elle rend possible le dosage de composés a des

concentrations beaucoup plus faibles que par les techniques classiques.

L’extréme sensibilité de ’imagerie nucléaire qui rend possible le dépistage précoce de
certains désordres et D’efficacité de la radiothérapie dirigée font du développement des
radiopharmaceutiques un domaine de recherche aujourd’hui tres actif. En 2010, le marché
mondial de I'imagerie médicale était évalué a 200 milliards de dollars dont 11% pour I’imagerie a
grands instruments (Rayons-X, scintigraphies). A titre de comparaison le marché des instruments

médicaux (hors imagerie) représente 4 milliards de dollars (source : ministere de 1’industrie).

1.1.2 Imagerie et thérapie

I.1.2.a. Les différents types de rayonnements

Les radionucléides utilisés en médecine nucléaire peuvent étre classés en quatre
catégories selon le type de rayonnement qu’ils émettent. Chaque catégorie d’émetteurs donne lieu

a une utilisation différente en imagerie ou en thérapie.
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Chapitre I : Introduction bibliographique

Les émetteurs

Les émetteurs o sont des radionucléides émettant un rayonnement particulaire par

décroissance isotopique. Ces particules sont constituées de deux protons et de deux neutrons.
A A—4 4

Les particules a ont une énergie élevée (5 a 9 MeV) et le transfert d’énergie linéique
(TEL) qui traduit 1’énergie moyenne fournie par le rayonnement au milieu qu’il traverse par unité
de distance, le plus important (80 a 100 keV/um). En revanche, leur pouvoir pénétrant dans les
tissus est tres faible (40 a 100 gm). Ces propriétés les rendent particulierement adaptées a une
utilisation thérapeutique lorsque la cible est de petite taille. Ils permettent une thérapie tres
localisée et génerent tres peu d’effets secondaires puisque seule la cible thérapeutique est
touchée. Le mécanisme d’action des radiopharmaceutiques a émetteurs o repose sur de tres fortes
ionisations qui causent des dommages irréparables a I’ADN. On estime que moins de 1% de
I’irradiation regue par une cellule touche effectivement le noyau, mais 1’efficacité est telle qu’il
suffit a provoquer la mort cellulaire. Les ionisations endommagent également les organelles
(mitochondries, ...) et les parois cellulaires [9, 10]. Le tableau 1.1 répertorie les émetteurs a les

plus courants et leurs propriétés caractéristiques [11-13].

Radioélément Demi-vie Energie (MeV)
At 72h 5,87
212gj 60,6 min 6,05
PAc 10 5,75
2BBj 45,6 min 5,84
212py, 10,6 h 7,80
) 4,1h 3,97

Tableau I.1. : Caractéristiques des principaux émetteurs o

Actuellement, des études cliniques sont réalisées pour une utilisation chez I’homme de
radiopharmaceutiques a émetteurs o afin de soigner diverses pathologies dont principalement la
leucémie myéloide [14, 15], les métastases osseuses de cancers de la prostate ou du sein [16, 17]

ou les tumeurs cérébrales récurrentes [18].
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Chapitre I : Introduction bibliographique

Les émetteurs f3

On distingue deux types d’émetteurs 3 selon la nature de la particule émise : un €lectron

. . 7z - +
ou un positron respectivement pour les émetteurs § et 8 .

Les émetteurs B_ sont actuellement les radionucléides les plus utilisés en radiothérapie.

Leur décroissance s’accompagne de I’émission d’un électron (ou particule ).
A A -
72X = 74V t e

Les particules B_ ont une énergie (0,5 a 2,3 MeV) et un TEL (0.2 keV/um) plus faibles
que les particules o mais un pouvoir pénétrant supérieur (0,05 a 12 mm). Par conséquent, une
bonne efficacité en thérapie nécessite une forte accumulation de radionucléide au niveau de la

cellule cible mais la zone d’irradiation est plus vaste et peut toucher les cellules voisines. La

radiothérapie B_ est donc préconisée pour des cibles de plus grande taille. Leur mécanisme

d’action consiste a générer des radicaux libres au sein des cellules qui vont conduire a la

destruction localisée de celles-ci. Les radionucléides émetteurs B_ les plus utilisés a I’heure
actuelle sont Y, "'T et plus récemment "*°Re et '®Re notamment pour le traitement des

métastases osseuses du cancer du sein [19, 20]

Les émetteurs B sont utilisés pour la tomographie par émission de positron. Leur

décroissance s’accompagne de I’émission d’une particule chargée positivement, le positron.
A A +
72X > ;¥ + e

L’annihilation du positron dans les tissus entraine I’émission de deux photons dans des directions
opposées avec une énergie d’environ 511 keV. Ces deux photons sont détectés par un dispositif
de type scanner et peuvent étre corrélés spatialement. Le rayonnement particulaire B* a un
pouvoir pénétrant treés faible et par conséquent le lieu d’émission des photons est situé au
voisinage direct du radionucléide, et donc de la cible. Cette technique d’imagerie connait un
grand intérét de par la précision tres élevée qu’elle peut atteindre, étroitement liée au libre
parcours moyen du positron avant annihilation. Nous verrons plus loin que depuis peu, de
nouveaux détecteurs SPECT permettent d’obtenir une précision comparable avec des

radionucléides émetteurs vy (cf 1.1.2.b.). Les émetteurs B* les plus utilisés actuellement sont '°F,
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Chapitre I : Introduction bibliographique

"¢, %Ga et 0. Les deux derniers permettent le marquage de molécules par substitution
isotopique, c’est-a-dire sans en modifier la structure et donc sans modifier I’affinité du composé
froid pour la cible. Le ®®Ga, quant 2 lui, présente 1’avantage d’étre disponible en générateurs
portables utilisables un an et de permettre une mise au point sur isotope « froid » [21]. La figure
[.4. (page 12) montre deux clichés obtenus par TEP et donne une idée de I’efficacité de cette

méthode d’imagerie en termes de précision et de quantification.

Le tableau I1.2. répertorie les émetteurs 3 les plus courants et leurs propriétés physiques.

Radioélément Demi-vie Energie (MeV) Utilisation

e 204 min 0,96

B+ 11580 2 min 1,73 Imagerie
F 18h 0,63
%Ga 1.13h 0.51
Py 64,1 j 2,28
: B 8.02 ] 0,61

p 186Re 3,77 ] 1,08 Thérapie
88Re 169h 2,12

Tableau 1.2. : Caractéristiques des principaux émetteurs 3

Les émetteurs Auger

Les émetteurs Auger sont des radionucléides qui se désintégrent par conversion interne
(CI) ou par capture électronique (CE). Ils ont la particularit¢ d’avoir un TEL trés élevé sur

quelques nanometres. A plus longue distance le rayonnement est comparable a celui d’émetteurs

" a faible TEL. Les principaux émetteurs Auger connus ainsi que leurs périodes respectives sont

indiqués dans le tableau 1.3.

Actuellement de nombreuses études sont réalisées afin d’utiliser ces radionucléides en
radiothérapie mais aucun traitement mettant en jeu des émetteurs Auger n’est utilis€é chez
I’homme a ce jour. La principale raison repose dans le tres faible pouvoir pénétrant de ces
rayonnements qui réduit les possibilités thérapeutiques a deux approches. La premiere est une
action directe sur 1I’ADN qui nécessite des vecteurs pouvant accumuler la radionucléide au sein

méme du noyau [22, 23]. La seconde consiste a accumuler le radionucléide dans le cytoplasme de
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la cellule. Néanmoins, la taille de la cellule (ordre de grandeur du micrometre) étant treés grande
par rapport au pouvoir pénétrant des rayonnements Auger (de 1’ordre du nanometre), il faut
obtenir une distribution réguliere et trés dense du radionucléide au sein de la cellule pour détruire
celle-ci. C’est actuellement le principal obstacle a 1’utilisation des émetteurs Auger en thérapie

[24].

Radioélément Demi-vie
21 60.5
1231 133 h
""Br 57h
iy 3]

Tableau 1.3. : Demi-vie des principaux émetteurs Auger

Les émetteurs y

Les émetteurs y constituent les radionucléides les plus utilisés en imagerie. L’émission y a
lieu lorsqu’un isotope issu d’une désintégration o ou B, se trouve dans un état excité. La
désexcitation du noyau vers un €tat plus stable est accompagnée de 1’émission d’un photon de
haute énergie, a fort pouvoir pénétrant et a faible TEL. Dans la plupart des cas la durée de vie
(102 s5) de ces états excités est telle que ceux-ci ne sont pas observables. Néanmoins dans
certains cas, cette durée de vie est trés largement supérieure et 1’état excité correspond a un état
métastable. Il ne s’agit pas d’un phénomene de désintégration : le numéro atomique et le nombre

de masse du radioélément ne varient pas.

72X - X+ y
Ce rayonnement n’interagit que trés peu avec la matiere et est donc idéal pour une utilisation en
imagerie. C’est aussi le rayonnement le plus pénétrant. Le radionucléide émetteur y le plus utilisé

actuellement est le *™Tc (tip = 6.02h, E = 140 keV) qui représente a lui seul plus de 85% des

radiopharmaceutiques utilisés lors d’examens par scintigraphie en routine en milieu hospitalier.
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1.1.2.b Les différentes techniques d’imagerie.

Les scintigraphies sont des examens d’imagerie impliquant 1’administration d’un
radiopharmaceutique dont la distribution dans le corps peut étre visualisée par acquisition
externe. En sélectionnant un radiopharmaceutique ayant une affinité élevée pour une cible
choisie, on peut mettre en évidence cette cible sur une image 2D ou 3D du patient. L’énorme
avantage des techniques d’imagerie impliquant un radiopharmaceutique, dites internes, par
rapport aux techniques d’imagerie classiques, dites externes, (RX, ...) est leur tres grande
sensibilité. En effet des quantités de radiopharmaceutique de I’ordre du nanogramme sont

détectables.

L’imagerie par rayonnement y : SPECT

Les premieres scintigraphies ont été développées a 1’aide d’émetteurs y. En effet le
rayonnement émis possede les caractéristiques essentielles pour 1’imagerie : TEL faible qui limite
I’effet destructeur du rayonnement, pouvoir pénétrant élevé afin de détecter le rayonnement hors
du corps, et une énergie comprise entre 100 et 400 keV (idéalement 150 keV). Deux dispositifs
sont utilisés en fonction de la nature bidimensionnelle ou tridimensionnelle des images

souhaitées.

- Les images 2D sont obtenues a I’aide d’une y-caméra située au-dessus du patient. Les
rayonnements issus du radiopharmaceutiques sont recueillis au travers d’un collimateur
par un cristal d’iodure de sodium dopé au thallium qui présente une forte sensibilité aux
rayonnements. Un dispositif informatique permet alors d’obtenir ’'image 2D de la zone
observée (fig. 1.1, gauche). Cette technique permet I’acquisition d’images dynamiques et
peut donc étre utilisée pour visualiser des écoulements ou étudier des métabolismes.

- La méthode TEMP (Tomographie d’Emission Monophotonique) ou SPECT en anglais
(Single Photon Emission Computed Tomography) consiste a appliquer la technique du
scanner couplée a I’utilisation d’une ou plusieurs y-caméras (fig. I.1., droite). Celles-ci
tournent autour du patient et réalisent régulierement une acquisition 2D, I’ensemble de ces

acquisitions est ensuite traité pas un algorithme informatique de facon a obtenir une
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reconstruction 3D dont le spécialiste pourra extraire les coupes 2D nécessaires pour

formuler son diagnostic.

En pratique, les clichés obtenus en SPECT sont le plus souvent superposés a des techniques
d’imageries plus classiques RX, IRM donnant des images anatomiques. La localisation du lieu
d’accumulation du radiopharmaceutique est ainsi encore plus précise. On parle alors de SPECT-

CT (pour computed tomography).

Blindage en plomb

Matrice de
photomultiplicateurs —___

Guide de lumidre — _

Cristal scintillateur
Ordinateur  Visualization

Callimateur
Scintillation

Fig. 1.1 : Imagerie par rayonnements 7.

A gauche: Principe de fonctionnement d’une y-caméra. A droite : un scanner SPECT a trois -
caméras.

La figure 1.4.a. (page 12) représente un exemple d’utilisation de I’imagerie SPECT-CT.
Le radiopharmaceutique utilisé est le *’™Tc-tetrofosmin, qui s’accumule au niveau des
glioblastomes cérébraux. L’imagerie y permet dans ce cas d’évaluer le stade de la tumeur et de

fournir un pronostic. [25].

Récemment ont été développés des capteurs CZT pour I’imagerie SPECT [26, 27] qui ont
permis d’obtenir une sensibilité accrue (comparables a celle de I’imagerie ).
L’imagerie par rayonnement [3*

La tomographie par émission de positron (TEP, PET en anglais) est une technique

d’imagerie plus récente, développée dans les 25 demieres années qui permet I’obtention d’images
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ayant une treés bonne résolution. Cette amélioration est essentiellement due a la sensibilité des
capteurs utilisés qui sont capables de détecter environ 3% des rayonnements recus, soit 100 fois
plus que les détecteurs utilis€s en imagerie y les plus courants, mais aussi au phénomene de

corrélation spatiale.

Le positron émis par le radionucléide

émetteur B va s’annihiler,

provoquant 1’émission de deux

photons d’énergie 511 keV et de

Sinogram
Listmode Data

directions opposées. Ces deux
photons sont détectés par les caméras
TEP qui sont disposées en couronne
autour du patient. Un dispositif
informatique restitue alors la position
du radionucléide en corrélant les DR
signaux issus des deux photons Fig.1.2 : Schéma de principe de I’'imagerie TEP
antiparalleles (Fig. 1.2).

Comme dans le cas du SPECT, la technique TEP peut étre couplée a des techniques d’imagerie

anatomique pour obtenir des clichés en TEP-CT [28].

Un autre grand intérét de 1’imagerie TEP réside dans I’utilisation possible des radioisotopes
d’éléments constitutifs des molécules biologiques tels que le carbone, I’hydrogene ou 1’oxygene.
Avec ces radioéléments il est possible de développer des radiopharmaceutiques ayant exactement
la méme structure que la molécule biologique et donc la méme affinité pour la cible, ce qui n’est

pas le cas avec les émetteurs vy.

Malgré tous ses avantages, I’imagerie TEP est aujourd’hui encore moins utilisée que 1’imagerie
SPECT. Les principales raisons sont le cofit élevé des dispositifs d’acquisition, les contraintes de
radioprotection qui imposent notamment des salles d’examen plombées, la disponibilité limitée
des sources dans le cas de certains radioéléments émetteurs B* et une chimie plus complexe et
plus contraignante a mettre en ceuvre. Actuellement le radiopharmaceutique le plus utilisé en TEP

est le "*F-FDG (fluorodésoxyglucose) qui permet de visualiser les cellules tumorales présentant
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une consommation anormalement élevée de glucose (Fig. I.4.b). D’autres radiopharmaceutiques
donnent des résultats trés encourageants tels que le '°F-Flucicladide qui cible I’intégrine o3
surexprimée au niveau des tumeurs (Fig. 1.3 et I.4c). Outre le '°F, d’autres radioéléments

émetteurs B* sont également étudiés tels que les isotopes Oy [29] ou %Ga [30-32].

d 13F
H H
H( N\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/Nj(\o/’vv@
[e]

o

Fig.1.3. : "®F-Fluciclatide

80000.0 - 80000.0
70000.0 70000.0+
60000.0 60000.0-

50000.0 - 50000.0

£ 40000.0- £ 40000.0-

30000.0+ 30000.0
20000.0 20000.0-
10000.0 10000.0-

0.0- 0.0-

(b) Imagerie TEP-CT par '*F-FDG. Avant (gauche), et aprés
radiothérapie (droite). [33]

(a) Imagerie @ SPECT-CT  par
M tetrofosmin (droite). La
zone rouge correspond a un site

de haute accumulation du b
rad.lopharmaceuthue. o Le Kidney

patient B est un cas gravissime. i”
[25]

Fig.1. 4. : Quelques applications des imageries SPECT-CT et PET-CT
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I.1.2.c. Utilisation thérapeutique

L’utilisation de radiopharmaceutiques permet d’assurer un role thérapeutique lorsque le
radionucléide utilisé est un émetteur a, °, ou, en théorie, Auger. On parle alors de radiothérapie

interne puisque la source du rayonnement est dans I’organisme.

On distingue quatre types de radiothérapie :

- La radiothérapie métabolique qui utilise une molécule marquée participant au
métabolisme comme dans le cas de *'I. L’iode est directement assimilé au niveau de la

glande thyroidienne et va permettre le traitement du cancer de la thyroide [34].

- La radiothérapie locale qui consiste a injecter le radiopharmaceutique directement au
niveau de la cible pour un effet treés localisé. C’est une technique préconisée pour le

traitement de 1’arthrite rhumatoide par injection dans 1’articulation [35, 36]

- La radioimmunothérapie consiste a atteindre la cible via un anticorps marqué visant un
antigéne particulier. Il peut s’agir par exemple d’un antigéne exprimé a la surface de
cellules tumorales. Cette technique présente I’avantage d’étre tres précise en raison de la

haute spécificité des anticorps. [37, 38]

- La radiothérapie vectorisée est la plus répandue. Elle consiste a utiliser une structure
servant de vecteur qui va assurer la spécificité du traceur pour la cible. Cette structure
peut avoir de multiples formes : un composé chimique comme un peptide [39] ou une

structure résultant d’une formulation particuliere connue comme un liposome [40].

I.1.2. Caractéristiques des radionucléides utilisés en médecine nucléaire

Les radionucléides sont des éléments chimiques possédant une radioactivité naturelle ou

artificielle.
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I.1.2.a. Les caractéristiques physiques des radionucléides

Chaque radionucléide possede des caractéristiques physiques propres ainsi qu’un mode et

un colt de production particulier.

Le type de rayonnement émis

La nature du rayonnement émis par le radionucléide conditionne son utilisation en imagerie ou en
thérapie. Les rayonnements o,  sont utilisés en thérapie, tandis que les rayonnements " et y

sont plus adaptés a I’imagerie.

Le transfert d’énergie linéique (TEL)

I1 traduit I’énergie moyenne que la particule émise par le radionucléide transmet au milieu qu’elle
traverse par unité de distance parcourue. Un rayonnement a transfert d’énergie linéique élevé est
donc particulierement adapté a la radiothérapie puisqu’il occasionnera des dégats importants aux
cellules en leur transmettant une forte énergie. A I’opposé, un radiopharmaceutique pour
I’imagerie devra présenter un TEL faible le long de son parcours dans 1’organisme afin de ne pas

endommager les organes.

La période physique ou demi-vie

C’est la durée a I'issue de laquelle 1’activité du radionucléide est diminuée de moitié. Elle doit
étre adaptée a I’utilisation du radiopharmaceutique. La période physique doit ainsi &tre
suffisamment longue pour permettre a 1’utilisateur de préparer le radiopharmaceutique et au
radiopharmaceutique d’atteindre la cible sans une perte trop importante d’activité. A 1’opposé,
elle doit €tre relativement courte de facon a ne pas irradier le patient trop longtemps. En imagerie
une période de quelques heures maximum est idéale tandis qu’une période pouvant atteindre

plusieurs jours est nécessaire pour la thérapie.
L’activité spécifique
Exprimée en Bq/g, elle refléte la pureté de 1’isotope obtenu. Selon son mode de production

I’isotope est obtenu pur, sans entraineur (on parle alors d’obtention NCA, « no-carrier added »)

ou sous forme d’un mélange d’isotopes (CA, «carrier added »). Une production a activité
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spécifique élevée permet d’injecter plus de radionucléide sans que des effets secondaires soient

provoqués par les contaminants.

La filiation

Pour étre utilisé en imagerie, un radioélément doit conduire par décroissance a un élément fils
stable. En effet, si le produit de la décroissance décroit également en émettant un rayonnement

hautement énergétique, I’acquisition risque d’étre parasitée et la qualité d’image s’en ressentira.

Le coiit et la disponibilité

Les radionucléides utilisés pour la fabrication des radiopharmaceutiques sont produits pour
certains dans des réacteurs nucléaire, ou dans des synchrotrons, pour d’autres via des générateurs
portables. Dans le premier cas, la production est trés couteuse, et la disponibilité limitée car leur
production impose de réaliser la manipulation a proximité du réacteur ou du cyclotron. Les
générateurs portables sont beaucoup plus attrayants de par leur coft et leur grande disponibilité.
IIs consistent en une colonne séparative qui permet d’éluer le radionucléide désiré a partir du
radionucléide pere adsorbé en té€te de colonne. C’est le cas par exemple du générateur
®Mo/*™Tc. Récemment la «crise du technétium » a mis en lumiere les problemes de
disponibilité : avec les arréts effectués ou a prévoir des deux plus gros réacteurs producteurs de
Molybdeéne (le réacteur NRU au Canada qui produisait en 2007 environ 45% de
I’approvisionnement mondial, victime d’une panne, a été mis a 1’arrét en mai 2009, et le réacteur
HFR de Petten (Pays-Bas) est en maintenance depuis février 2010), la production de molybdéne
médical se voit amputée de 75%. Malgré leurs efforts, les réacteurs Br2 (Belgique), Osiris
(France), Safari (Afrique du Sud) n’ont pas la capacité pour compenser cette pénurie.
Actuellement, tous les réacteurs produisant le molybdene ont plus de 40 ans, ce qui occasionne
des périodes longues d’entretien et la disponibilité du **™Tc s’en ressent. En moins de deux ans,

99my

le prix d’un générateur portable de =~ Tc a doublé. Néanmoins, cette situation ne devrait pas

durer et ne remet pas en cause 'intérét et 1’utilisation du technétium en médecine nucléaire.
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1.1.2.b. Le radionucléide idéal

Du point de vue des propriétés chimiques, les radionucléides utilisés en imagerie et en
thérapie doivent donc idéalement répondre aux criteres indiqués dans le tableau I.4. Comme

I’indique ce tableau, 99MT¢ et '®Re / "**Re sont des éléments de choix pour ces applications.

Imagerie Thérapie
Rayonnement " 3 .
émis youf a, B, voire Auger
. Elevé a courte distance
TEL Faible Faible a longue distance
Demi-vie 4 a 8h 10h a plusieurs jours
Activité spécifique Elevée
Filiation Isotopes fils stables
Production Générateur
99my . 11Ty 67
Radionucléides les Tc, In, "Ga 13 II, 90Y, 186Re, 188Re B)
plus courants 18 (§8P ECT) 2 Ac, 2PBi ()
F, "Ga (TEP) ’

Tableau 1.4.: Propriétés idéales des radionucléides utilisés en médecine nucléaire

Le choix d’un radionucléide doit aussi tenir compte de ses propriétés chimiques. Le marquage
doit en effet étre rapide, s’effectuer en une étape, et &tre quantitatif. En effet, la demi-vie faible

des radionucléides utilisés en imagerie interdit toute synthese longue.

Enfin, on s’intéressera plus volontiers aux radionucléides ayant une aptitude a former des
complexes stables dans les conditions biologiques afin que les radiopharmaceutiques associés

atteignent leur cible sans dégradation.

1.1.3 Du radionucléide au radiopharmaceutique

Un radionucléide seul n’a en général aucune affinité pour une cible particuliere. Dans
certains cas, le radionucléide va étre capturé et accumulé par un organe ou une zone pathologique

ex : tumeur) du fait de son métabolisme accéléré, mais cette concentration ne reléve pas d’une
) p
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réelle spécificité. C’est le cas par exemple pour '

I et TcO4 qui s’accumulent naturellement au
niveau de la thyroide [1]. Pour réaliser des radiopharmaceutiques, il convient de développer des
structures complexant les radionucléides qui leurs conferent diverses propriétés telles qu’une
meilleure stabilit¢ dans le milieu circulant ou une affinit€é pour une cible thérapeutique
particuliere (tissu, tumeur, ...). Deux approches tres différentes existent : le marquage covalent et

le marquage par complexation du radionucléide.

I.1.3.a. Marquage covalent.

I met en jeu des isotopes radioactifs d’éléments présents naturellement dans les
molécules biologiques tels que “H, ''C, et 'O qui peuvent étre introduits par substitution
isotopique, ou des éléments pouvant étre facilement introduit de fagon covalente sur les structures

18 131
comme F,

I. Ce type de marquage présente 1’avantage majeur de modifier trés peu la
structure de la molécule utilisée comme vecteur. Les radioéléments utilisés ne sont pas
disponibles a partir de générateurs mais produits a partir de cyclotrons, ce qui constitue une
contrainte. Le cas de '°F, néanmoins, est différent puisqu’il est possible d’approvisionner

journellement les hopitaux.

A titre d’exemple on peut citer le '*F-FDG (fluoro desoxyglucose) qui est trés utilisé pour
visualiser par TEP le métabolisme du glucose anormalement important dans les cellules
tumorales [33, 41], ou la ''C-méthionine utilisée pour visualiser la synthése de peptides in vivo
[42,43] (Fig. 1.5.). Les méthodes de marquage de ces deux composés sont décrites a la figure 1.6.
Le marquage du FDG s’effectue actuellement en deux étapes : fluoration par le '°F, marqué
suivie d’une hydrolyse acide de 1’atome de fluor labile. La "C-méthionine est préparée par
formation du thioéther de méthyle. L’iodure de méthyle [''C]Mel utilisé dans la réaction est

préparé par réduction de [''C]CO, par LiAlH,.
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OH

HO ) "'CHy

COOH

18E.FDG "'C-méthionine

Fig.1.5. : Structures de de deux radiopharmaceutiques mettant en jeu un marquage covalent et exemple de clichés

obtenus chez un patient souffrant d’une tumeur cérébrale avec le BE_FDG (A) et la''C-méthionine (B).

CH,OAc CH,OAc CH,OH
@) [18F]F2 @) HCI 2N (@]
OAc  ~ OAc OH OH
CFC|3 18
OAc OAc F OH
'78%3 18F 18F
HS
0]
Hs;''CS
; HoN OH
LiAIH 2
10O, 4 ['3C]Mel O
THF HoN OH
2

Fig. L.6. : Synthése du [18F]-FDG [44] et de la [''C]-méthionine [45]

Parmi les radioéléments disponibles pour la réalisation de traceurs, le **™Tc présente de
nombreux avantages, comme nous le verrons par la suite. C’est un émetteur y présentant des
caractéristiques physiques idéales pour I’imagerie, disponible sous forme de générateur portable
et a un colt tres abordable. C’est pour ces raisons que nous avons choisi d’étudier les traceurs

technétiés.
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1.1.3.b. Marquage par complexation du radionucléide

Les radiopharmaceutiques obtenus par complexation du radionucléide peuvent étre
classés en plusieurs catégories comme indiqué a la Fig. I.7. dans le cas particulier du technétium.

Dans cette partie, nous allons mettre en évidence les différences entre ces catégories.

Traceurs métallés

/

Complexes métal-essentiels Complexes bifonctionnels
Ciblants Non ciblants

(Complexes intégreés)

/

Traceurs de flux Traceurs de flux
anatomique métaboliques
(non spécifiques)

Fig.1.7.: Les différentes catégories de radiopharmaceutiques obtenus par complexation d’un radioélément.

On distingue deux grandes catégories de radiopharmaceutiques préparés par complexation. Les
complexes de type « metal-essentiels » et les complexes bifonctionnels.
Les complexes metal-essentiels

Dans ce premier type de radiopharmaceutiques, le métal occupe une position centrale. Il est
complexé par un ligand pouvant améliorer sa stabilité in vivo et/ou lui conférer une affinité pour

un tissu particulier.
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Complexes métal essentiels ciblants

Lorsque le ligand est fonctionnalisé, on parle de complexes intégrés. Dans ces structures
le métal joue le double role de radionucléide et d’agent structurant pour le radiopharmaceutique.
En I’absence du métal, la structure n’a habituellement que peu d’affinité pour la cible. Lorsque le
métal est complexé, les groupements fonctionnels portés par le ligand adoptent une disposition
spatiale adaptée a la reconnaissance par la cible. La structure chélatant le métal est donc incluse

dans la structure ciblante.

Divers radiopharmaceutiques de ce type ont été étudiés avec des résultats assez variables.
L’exemple le plus visuel de cette approche se trouve dans le domaine des stéroides. Plusieurs
études ont en effet été réalisées dans le but de développer des mimes de stéroides afin de
visualiser les cellules tumorales qui surexpriment leurs récepteurs. Dans ces études, les mimes de
stéroides sont obtenus sous forme de complexes mixtes de type NS/NS représentés a la figure 1.8.

[46,47].

S\
' _-Tc—N

N7
J \S

O @)

Fig 1.8. : Approche intégrée : progestérone naturelle (a gauche) et mime de la progestérone (a droite) [46].

On visualise ici le double role du métal puisque, sans lui, les deux parties de la structure
ne seraient pas solidaires. Si le radiopharmaceutique obtenu présente sur le papier une structure
tres proche de celle de la progestérone, la réalité est toute autre. Cette molécule dont la structure
differe trop de la progestérone n’a que peu d’affinité pour le récepteur (10° fois moins active que

le ligand naturel).
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D’autres radiopharmaceutiques intégrés sont obtenus par complexation directe du métal
par la molécule biologique. Ce sont les groupes fonctionnels de la molécule utilisée qui assurent
la complexation : il n’est pas nécessaire de modifier chimiquement la molécule. Par exemple,
dans le cas du marquage de peptides, ce sont les groupements chélatants libres des chaines
latérales des acides aminés qui viennent chélater le radionucléide. On peut notamment citer
’exemple du marquage au ~"Tc de peptides tels que I’adrenomedulline, un peptide
vasodilatateur long de 52 acides aminés dont la structure comporte un enchainement de 5 acides
aminés formant un cycle grice a un pont disulfure. Des tests d’affinité réalisés apres délétion de
ce cycle montrent que ce dernier est indispensable a 1’affinité du peptide pour son récepteur.
Dans les conditions de marquage direct, en milieu réducteur, le pont disulfure est rompu mais
pourtant, 1’affinité du peptide marqué est encore élevée. Ceci s’explique par le fait que les thiols
libérés par la réduction du pont, agissent dans la chélation du métal, reformant ainsi le cycle en
n’affectant que tres peu 1’affinité [48]. Un autre exemple est celui du marquage d’anticorps
monoclonaux par le **™Tc [49, 50]. Le principal inconvénient de cette méthode est qu’il est en
général impossible de connaitre la structure exacte du complexe qui est formé (en général
différents sites de complexation sont possibles). Dans certains cas, jusqu’a 20% du marquage est
non spécifique, c’est- a-dire qu’il ne correspond pas a une insertion du métal au site souhaité et
conduit a des sous-produits qui peuvent s’accumuler dans le foie ou altérer I’efficacité du traceur

[51].

Cys4
y
Cyslo

Cys10

Fig 1.9. : Le radiomarquage entraine de forte modifications structurelles de I’a-MSH. A gauche : structure de I’a-

MSH, a droite : Re-MSH
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De plus, I’insertion du radionucléide dans la structure du vecteur qui s’en trouve modifiée
entraine généralement une perte d’affinité. A titre d’exemple, le marquage direct de I’hormone a-
MSH (o-melanocyte stimulating hormone) a entrainé une forte modification structurale en
particulier au niveau de la séquence reconnue par les récepteurs biologiques (Fig. 1.9.). Ainsi
marquée, la MSH s’est avérée avoir une affinité réduite a 1% de 1’affinité de 1’hormone libre

[52].

D’autres radiopharmaceutique, préparés dans notre laboratoire ont donné des résultats
beaucoup plus concluants. On peut citer par exemple un composé cyclique pseudopeptidique
présentant le motif tripeptidique RGD (Fig. I.10.a.). Ce motif est reconnu par ’intégrine a3 qui
est surexprimée au niveau des cellules cancéreuses. Ce phénomene sera décrit plus en détail au
chapitre 4 de ce manuscrit. Dans cette structure c’est le métal, ici le technétium, qui assure la
cyclisation. Son rdle dans la structure tridimensionelle obtenue est donc primordial. L’ affinité de
ce composé cyclique pour I'intégrine s’est avérée tres intéressante (ICso = 60 nm) [53, 54]. Un
autre programme développé au laboratoire a permis le développement de ligands de la
cyclophiline hCyp-18 (Fig. 1.10.b.) qui présentent une affinité pour la protéine comparable a

celles préalablement observée dans le cas d’inhibiteurs non marqués [55-57].

N H NS
NH; o _N—_ HN
)J\ /\/Q/ NH }\l
HNT N
H (0]
HN %
NH N

TTRe—S HN 0,
;. N\ )

s
s o

(a) (b)

Fig.1.10. : Exemples de complexes metal-essentiels développés au laboratoire : a) pseudopeptide cyclique mime de

RGD [53, 54]; b) ligand linéaire de la cyclophiline hCyp-18 [55].
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Le développement de complexes de type « metal-essentiels » ciblants est une approche
élégante qui se heurte pour I’heure a certaines limites liées a la chimie employée dans les
syntheses, aux pertes d’affinité induites par la présence du métal qui vient déformer la structure
de maniére difficilement prédictible, et I’introduction du cceur métallique (TcO™ par exemple)

qui modifie I’hydrophylie du composé et donc sa biodistribution.

Complexes métal essentiels non-ciblants

Dans les complexes de cette catégorie, le role du ligand n’est pas de conférer des
propriétés ciblantes au radiopharmaceutique mais de lui assurer une stabilité élevée en milieu
biologique. La biodistribution du complexe ainsi formé est liée a ses propriétés physicochimiques
(taille, charge, lipophilie, ...) plutdt qu’a une affinité structurale pour la cible. Parmi ces
complexes, les traceurs de flux métaboliques vont ére accumulés et permettront de visualiser
certaines fonctions métaboliques dans I’organisme. D’autres sont simplement transportés par le
milieu circulant et permettent de visualiser des écoulements (irrigation cérébrale, écoulements

intracardiaques, ...) : ce sont des traceurs de flux anatomiques.

Parmi les traceurs de flux anatomiques, on peut citer le Myoview ou *°™Tc-Tetrofosmin
[58-60] et le Cardiolite ou 99T ¢c_Sestamibi [61, 62] ciblent le cceur (figure I.11.a et b) et sont
fréquemment utilisés lors d’examens cardiaques. Aprs injection, le patient est soumis a un
exercice physique et I’'imagerie permet de visualiser 1’activité des deux ventricules cardiaques
afin de déceler une éventuelle anomalie [63]. Le complexe [99mTCO(MAG3)]' (figure I.11.c)
présente une accumulation tres forte au niveau des reins et extremement réduite dans le foie [64].
Il est utilisé pour la mise en évidence d’insuffisances rénales [65] en se basant sur les variations

locales de sa biodistribution [66].

Les traceurs utilisés pour visualiser I’irrigation cérébrale ont un fonctionnment plus
complexe car ils visent a traverser la barriere hémato-encéphalique sans étre rétrodiffusés a
travers celle-ci par la suite. C’est ce que parviennent a faire deux radiopharmaceutiques non
dirigés : le Ceretec (99mTc-HMPAO, [67, 68]) et le Neurolite (99mTc-EDC) (structures figure
[.11.d et e). Dans le cas du Neurolite, il a ét¢ montré qu'un mécanisme enzymatique provoque

I’hydrolyse d’un des groupements esters de la forme L-L du complexe rendant celui-ci
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suffisamment hydrophile pour ne pas étre rétrodiffusé au travers de la barriere hémato-
encéphalique [69, 70]. Quant au Ceretec, c’est une réaction chimique avec le glutathion cérébral

qui augmente son hydrophilie et bloque la rétrodiffusion [71].
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Fig I.11.: Quelques exemples de radiopharmaceutiques non dirigés : (a) Ceretec (’™-HMPAO), (b) Neurolite (""Tc-
EDC), (¢) Mioview (*™Tc-Tetrofosmin), (d) Cardiolite (™ Tc-Sestamibi), (e) [*"TcOMAG:)T, (f) “’Ga-Citrate.

Un dernier exemple de cette famille de radiopharmaceutiques est le *’Ga-Citrate (figure 1.11.f)
qui permet ’imagerie des foyers infectieux [72, 73]. Son mode d’action est différent puisqu’il
repose sur une transchélation du gallium vers la transferrine exprimée au niveau de 1’infection.
Ce n’est donc pas le complexe du citrate qui est observé mais le complexe ®’Ga-transferine [74,
75]. Ce type de radiopharmaceutiques représente 1’essentiel des traceurs actuellement sur le

marché.

N

Les traceurs de flux dits métaboliques mettent en jeu une molécule destinée a étre
métabolisée par l’organisme (peptide, etc...) qui est marquée par un radioélément. Si le
métabolisme de ces composés est accentué lors de pathologies, ils peuvent étre utilisés pour

préparer des traceurs. C’est le cas du Fluorodesoxyglucose marqué au '°F. Les cellules tumorales
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métabolisent beaucoup plus de glucose que les cellules quiescentes afin d’assurer leur croissance.

Le ['"*F]-FDG est donc trés souvent utilisé en imagerie TEP pour la détection de tumeurs.

Les complexes bifonctionnels

C’est I’approche qui est actuellement la plus répandue pour le développement de
nouveaux agents d’imagerie. Elle est souvent R e

Linker
appelée  approche BFCA  (BiFunctionnal Ommmmm@/

Chelating Agent). Son principe consiste a relier

Molécule ciblante Structure complexante

une molécule ayant une affinité prouvée pour la Fig.1.12. : Principe de I’approche bifonctionnelle
cible choisie (molécule ciblante) a un motif de

complexation du radionucléide, via un linker de taille et type variables (fig. I.12.).

Le choix de la molécule ciblante est vaste : il peut s’agir d’un anticorps ou simplement
d’un fragment, d’un ligand peptidique ou non-peptidique. La présence d’un linker de taille
variable permet de séparer les deux parties du radiopharmaceutique et de minimiser ainsi au
maximum les interférences de la structure chélatante sur I’affinité de la molécule ciblante pour
son substrat. De plus, le choix de la structure du linker (PEG, polylysine...) peut orienter le mode
d’élimination du composé vers les reins ou améliorer sa solubilité et sa biodistribution, modifiant
ainsi sa pharmacocinétique [76]. Un exemple d’utilisation de linker métabolisable a été décrit
dans la littérature. Cette approche permet une élimination accrue du compos€ du milieu circulant

[77].

Parmi les inconvénients de cette approche, la taille importante des composés obtenus est
génante puisqu’elle augmente la probabilité de générer une réponse immunitaire de 1’organisme.
D’autre part, ces traceurs ne peuvent cibler que des récepteurs membranaires car leur taille limite
fortement leur passage dans le milieu intracellulaire [78]. Il est également nécessaire d’identifier
sur le vecteur un site ou 1’on puisse fixer le linker sans en altérer I’affinité. Le choix de ce site
peut étre guidé par la modélisation moléculaire ou des études de relation structure-activité, mais
doit tenir compte de la faisabilité chimique de cette fixation et de la régiosélectivité de celle-ci
(par exemple, le couplage régiosélectif du linker a une lysine précise au sein d’une protéine est

difficile). Enfin la disponibilité des molécules vectrices peut s’avérer €tre un obstacle au

37



Chapitre I : Introduction bibliographique

développement de ces approches et nécessiter par exemple la mise au point de nouvelles voies de

synthese.

Une autre limitation de I'utilisation de ce type de composé réside dans leur application
pour la réalisation de kits utilisés en milieu hospitalier. Contrairement a un complexe « metal-
essentiel » ou le ligand peut étre introduit en forte quantité puisqu’il ne présente aucune affinité
pour la cible en 1’absence de métal, un large exces de ligand fonctionnel non marqué peut entrer
en compétition avec le traceur et diminuer son efficacité. Il est alors essentiel d’améliorer les

conditions de marquage pour tendre vers la stoeechiométrie

Les applications de ce type de compos€s sont trés nombreuses et nous avons donc choisi
d’en présenter ici quelques-unes a titre d’exemple. La premiere utilisation se situe dans le cadre
de I’imagerie des cancers du sein et de la prostate. Ces deux types de tumeurs sont caractérisés

par une surexpression des récepteurs aux stéroides (oestrogenes et progestérone respectivement).

Ceux-ci sont donc une cible de choix pour des agents de contraste et la synthese d’analogues
marqués de stéroides a fait 1’objet de nombreuses études. En particulier, plusieurs tentatives de
marquage de la progestérone ont été réalisées. Parmi celles-ci on retiendra deux approches BFCA
indiquées a la figure 1.13. [79-81]. La premiere approche (fig. I.13.b.) consiste en une structure de
type N»S; (cf 1.2.3.b.) complexant le technétium reliée via un linker benzylique a un analogue de

progestérone. Cette molécule est destinée a I’'imagerie.

OH —
W= /) N\H
% \ N G _NH
S N .Re,
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o /THC\/ j ocC éoco
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o
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() (b) ©

Fig 1.13. : Tllustration de ’utilisation de 1’approche BFCA dans I’imagerie et le traitement du cancer de la prostate.(a)

Progestérone, (b) Fonctionnalisation pour I’imagerie, (c) Fonctionnalisation pour la thérapie
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Des composés pour la thérapie sont également étudiés, en particulier des complexes de
rhenium, analogue de technétium (fig. I.13.c.). A ’heure actuelle, ces composés sont toujours en
développement, peu d’entre eux ayant donné des résultats suffisamment satisfaisants pour
envisager une étude clinique chez ’homme. Ces résultats en demi-teinte montrent la complexité

réelle de cette stratégie qui contraste avec 1’apparente simplicité du concept de base.

D’autres exemples intéressants se situent dans le domaine de l'imagerie du systeme
nerveux. Au niveau synaptique, la transmission de I'influx nerveux est assurée par un échange de
neurotransmetteurs. La dopamine est 'un d’eux et permet d’activer les récepteurs
dopaminergiques postsynaptiques. La cocaine est capable de bloquer ces récepteurs
dopaminergiques et constitue donc une cible intéressante pour 1’imagerie du systéme nerveux.
Ainsi, des analogues de la cocaine ont €té développés dans le but de diagnostiquer précocement
la maladie de Parkinson, c’est le cas du Tc-TRODAT (Fig. 1.14.) [82, 83] utilisant lui aussi le

technétium complexé par une structure de type N,S, (Fig. 1.14.).

La méthode BFCA peut également étre appliquée au marquage d’anticorps monoclonaux
pour une utilisation en radioimmunologie ou en imagerie lorsque 1’on cible les antigénes
exprimés a la surface des cellules tumorales [84]. La structure complexante est alors fixée par

liaison peptidique a un acide carboxylique situé sur une des chaines latérales de 1’anticorps.

NHAnRticorps
S S
,TIC\
!
N O 'N \ /
MeN\ \ /
/ \
Cl

Fig. 1.14. : Illustration de I’approche BFCA. Imagerie de la maladie de Parkinson : cocaine (gauche haut) et Tc-

TRODAT (gauche bas) et radiomarquage d’anticorps monoclonaux (a droite)
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Enfin, dans le cadre de I’imagerie tumorale, on peut citer les approches visant a imager la
néoangiogenese tumorale en ciblant 1’intégrine a,fs; qui est une protéine indispensable a la
vascularisation des tumeurs [85, 86]. Cette protéine surexprimée a la surface des cellules
tumorales reconnait particulierement 1’enchainement peptidique Arg-Gly-Asp (RGD, Fig. 15.a.)
qui est tres souvent utilis€ comme vecteur [87, 88]. Le pentapeptide RGDfK en particulier fait
I’objet de nombreuses études [89] (Fig. I.15.b.) qui seront évoquées plus précisément au chapitre

IV.

Le marquage de l’octréotide, un peptide cyclique présentant une affinité pour les
récepteurs de la somatostatine est également étudié€ pour I’imagerie des tumeurs neuroendocrines

(fig. 1.15.c.) [90].

HN HN (o]
A aNt
HoN NH,* =N, N

(a) (b)

©

Fig. 1.15.: Marquage de peptides par voie BFCA. (a) tripeptide RGD, (b) RGDfK-PADA-"""Tc(CO); [89] ; (c)

Structure générale de 1’octréotide marquée au technétium [90].
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Malgré la relative facilité de marquage au technétium, la conception de traceurs demeure
empirique puisqu’il est relativement difficile de prévoir leur comportement in vivo. Le
développement d’un traceur utilisable chez I’homme reléve donc souvent d’une longue et

cofiteuse optimisation.

Au chapitre IV de ce manuscrit, nous nous intéresserons a la préparation de traceurs
technétiés intégrés et bifonctionnels de I’intégrine o,B3 en utilisant une approche combinatoire

complémentaire du caractere empirique du développement de traceurs.

En effet, le technétium apparait, tant sur ses propriétés radiochimiques que par sa facilité
d’utilisation, comme un « radioisotope idéal » pour I’imagerie diagnostique. Ses nombreuses
analogies avec le rhénium sont un atout supplémentaire, avantages qui vont €tre a présents

développés.

1.2. Technétium et rhénium

1.2.1 Le technétium

Le technétium est le radioélément le plus utilis€ pour la réalisation des
radiopharmaceutiques couramment utilisés en milieu hospitalier (80 a 85% des actes médicaux
d’imagerie moléculaire). En 2003, 20 radiopharmaceutiques utilisant ce radioélément étaient

couramment employés aux Etats-Unis sur un total de 50 disponibles (51 en 2005) [91].

I.2.1.a Généralités, découverte, et production

Découverte

En 1869, D. Mendeleiev réalise la classification périodique des éléments. Il prédit alors
I’existence d’éléments inconnus a I’époque mais indispensables pour combler les cases de la
classification restées vides. Des lors, les recherches se multiplient pour identifier ces éléments et
I’on découvre le gallium (1875), le scandium (1879), le germanium (1886)... Les progres
technologiques et en particulier le développement des cyclotrons permettent en 1937 a Carlo

Perrier et Emilio Segre d’isoler I’élément de numéro atomique 43 a partir d’un échantillon de
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molybdene ayant été bombardé par des deutérions [92, 93]. En 1947, dans un tres court article
publié dans le journal Nature, C. Perrier et E. Segre proposent le nom de « technétium » pour cet
élément [94]. Ce nom, issu du grec, signifie artificiel. Le technétium est en effet le premier
élément obtenu artificiellement en cyclotron. Théoriquement, le technétium ne peut pas exister a
I’état naturel car tous ses isotopes présentent une demi-vie tres faible par rapport a I’age de la
terre. Néanmoins, cet élément fut identifié et isolé a 1’état naturel dans des mines d’uranium, la
fission spontanée de I’ **®U, générant environ 1 ng de technétium par kg d’uranium. Le

technétium existe donc aussi a I’état naturel mais en tres faible quantités [92, 95].

Production

Aujourd’hui, le technétium utilisé pour les examens d’imagerie médicale est obtenu de

deux  fagons: en  cyclotron  par Réacteur Localisation Puissance
bombardement de molybdene, ou en MW)
NRU Canada 135

réacteur nucléaire par fission de 1’'uranium HFR Pays-Bas 115
(Tableau 1.5.). Cette deuxiéme méthode BR-2 Belgique 100

. ) Safari Afrique du sud 100
est celle utilisée pour I’essentiel de la Osirtis CEA Saclay, 70
production. Elle permet d’obtenir *°Mo France

. IR Tableau 5. : Les principaux réacteurs producteurs de *’Mo
qui se désintegre naturellement en

technétium sous forme de deux isotopes : %81 (12.4%) et 99mTe (87.6%) qui décroit pour
conduire & **Tc. *®Tc se désintegre ensuite avec une période extrémement longue (2,13.10° ans)

pour donner ’Ru. (Fig. 1.16.).

98M0 \\Acfivliou neutronique

\
= %Mo 87,6% B

235U

T,=6.02h

7,140 keV

9%Tc T, = 2,13.10° ans

P, 292 keV

99Ru
Fig.1.16 : Obtention et décroissance du Mo et du ®™Tc
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1.2.1.b.”™T¢

Le *™T¢ correspond 2 87.6% des produits de décroissance du *’Mo. Dans la plupart des
cas, un radioélément issu de la décroissance (o ou ) d’un élément pere est obtenu dans un état
excité a durée de vie extrémement courte (de 1’ordre de la picoseconde) est n’est donc pas
observable. Dans le cas du technétium, la durée de vie de I’état excité est beaucoup plus élevée
(demi-vie : 6,02 h). On parle alors d’état métastable (« m ») qui se stabilise vers un état plus
stable («g» ou ground state, *®Tc). Ce phénomeéne s’accompagne de I’émission d’un
rayonnement y & TEL faible, d’énergie E = 140 keV. Toutes ces propriétés font de **™Tc un

radionucléide idéal pour I’imagerie médicale.

Un radioélément disponible en générateur portable

Outre ses propriétés physiques, c’est sa disponibilité qui fait du *™Tc le radionucléide le
plus utilisé actuellement. II est en effet disponible sous forme de générateurs **Mo / *™T¢ (Fig.
[.17.) mis au point en 1958 par Tucker et Greene, commercialisés a un prix attractif et tres
facilement transportables. Pour les expériences impliquant le **™Tc réalisées dans le cadre de ce
travail, nous avons utilisé¢ des générateurs ELUMATIC-III produits par la société CisBio
International (Fig. I.16.a.). Ce sont des générateurs calibrés a 4 GBq respectant tous les criteres
imposés par la pharmacopée européenne (efficacité d’élution, pureté du radionucléide élué,

pureté radiochimique (supérieure a 95%), pH = 5 — 7, stérilité) [96].

(@) (b)

Fig.1.17. : Générateur Mo/ Tc (ELUMATIC-III, CisBio International). (a) Coupe latérale du générateur, (b)
Caisson de protection anti-radiations
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Ce générateur qui est muni d’une premiere épaisseur de plomb afin de protéger
I’expérimentateur permet d’éluer une solution de pertechnétate de sodium (Na””™TcO,4) pendant 7
a 10 jours grice  une colonne chromatographique d’alumine sur lequel a été fixé du *"Mo. La
solution éluée étant tres diluée (de 107 a 10® M), la formation des radiopharmaceutiques par
complexation s’effectue donc en tres large exces de ligand. Le complexe est alors obtenu dans
des concentrations nanomolaires qui rendent difficile toute détection par UV. Nous utilisons donc
pour étudier les solutions de complexes une radio-HPLC, constituée d’une HPLC analytique
couplée a un détecteur de radioactivité. Une élution réguliere du générateur est importante de
facon a limiter la quantité de ***Tc résiduel issu de la décroissance naturelle de Mo dans la

solution €luée [97, 98].

Le générateur est placé dans un conteneur qui constitue un deuxieéme blindage au plomb
(Fig. 1.17.b). Une 3°™ barriére de protection constituée d’un mur de plomb disposé sur la
paillasse protdge encore le manipulateur. A titre d’information, le débit de dose (uSv.h™)

enregistré sans blindage a Im du générateur est donné par : 0.71 x Activité en GBq.

Malgré son apparente simplicité d’utilisation, ce type de générateur doit étre manipulé
dans des conditions tres strictes de sécurité et de radioprotection par un personnel habilité et est

N

stocké dans des salles a acces réglementé. Un suivi de la dose recue par le manipulateur est
effectué par des services spécialisés (IRSN) grace a un systtme de dosicards, relevés
régulierement. Enfin, un protocole d’évacuation des déchets impose de les laisser décroitre

compleétement (environ 10 a 15 jours) avant une élimination par voie classique.

1.2.1.c. ”®Tc

Le *™Tc décroit avec une demi-vie de 6.02 h vers un état beaucoup plus stable, le ***Tc
ol « g » signifie « ground ». Celui-ci se désintegre ensuite avec une période de 213 000 ans en
émettant un rayonnement ° (E = 294 keV). Il est produit en réacteur en tant que produit de
fission de I’uranium: un réacteur de 100MW produit chaque jour environ 2.5g de ***Tc soient 6%
des produits de fission. De par sa tres longue période radioactive, il peut étre considéré comme
«froid » et nécessite des conditions d’utilisations moins drastiques que pour son parent

métastable. Ainsi il peut étre utilis€é en quantités bien supérieures (de 1’ordre du milligramme).
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Néanmoins sa période et son énergie sont telles qu’il doit étre utilisé avec précaution afin d’éviter

la contamination récurente des laboratoires.

Le *®Tc est extrémement utile. D’une part, il permet de réaliser des complexes « froids » de
technétium que 1’on peut ensuite caractériser par les méthodes classiques : RMN, MS, LC-MS.
On [D'utilise également pour déterminer les caractéristiques structurales des complexes par
cristallographie. D’autre part, il permet d’effectuer les études in vivo sur des mélanges

Pmre + 98Tc étant réalisée en

homogenes. La préparation des solutions injectables en mélange
proportions stoechiométriques, elle évite I’injection simultanée de complexe et de ligand libre.
Les protocoles de complexation similaires et la possibilité de réaliser des complexes homogenes
constituent deux arguments de poids pour ’utilisation du *®Tc lors de la réalisation des

complexes froids plutdt que du rhénium comme cela est souvent proposé.

PMTe et *Tc sont les isotopes du technétium les plus importants car les plus utilisés et
étudiés. On dénombre 28 autres isotopes allant de **Tc a ''*Tc dont **"Tc, émetteur p* (E = 244
eV, tip = 52 min) [99, 100] dont I’utilisation en TEP est extrémement limitée, ®F luj étant

préféré.

1.2.2 Le Rhénium

1.2.2.a. Généralités

Découvert en 1925 par Walter Noddack, Ida Tacke et Otto Berg, le rhénium est I’'un des
éléments naturels les plus rares sur terre. Il est aussi ’'un des quelques éléments a exister sous
forme d’un mélange de deux isotopes stables 185Re (37,4%) et ¥7Re (62,6%). Ce métal blanc tres
dur, possede une tres bonne résistance a 1’usure et a la corrosion. Il est donc utilisé, brut ou en
alliages, pour la fabrication d’instruments de précision, de thermocouples, et de composants

électroniques.
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Le rhénium est utilisé en chimie en raison de quelques propriétés tres particulieres [101] :

- 1l peut étre observé a des états redox allant de -1a +VII (CsMesReOs) tout comme le
technétium.
- Il peut former des complexes insaturés ce qui rend possible certains mécanismes

catalytiques atypiques.

C’est ainsi que son utilisation s’est développée en catalyse dans de multiples domaines de la
chimie organique comme, par exemple, I’époxydation des styrenes [102], I’ hydrogénation
stéréospécifique d’énamides [103], ou I’élongation de chaine carbonée par addition d’alcyne

[104].

1.2.2.b. Technétium et Rhénium, deux éléments de la méme famille

Le technétium et le rhénium figurent dans la méme colonne (VIIb) de la classification

périodique des éléments, ils ont donc des propriétés comparables comme le suggéraient déja

Perrier et Segré en 1937. De M = Tec Re

plus grace au phénomene de Numéro atomique 43 75

contraction des orbitales f de la C/onflgur'a tion [Kr4d5s*  [Xeldf'*5d°4s?
électronique

série des lanthanides, ils ont un Rayon métallique (A) 1.36 1.37

rayon métallique trés proche Ey (MO4 /M) 048V 037V

(tableau 1.7). Le rhénium est Eo MO4/MO,) 0,74 V 055V

donc couramment utilisé dans le Tableau 1.7. : Quelques propriétés physiques du technétium et du

rhénium

but de modéliser des complexes

du *™Tc¢ lorsque I’on n’a pas la possibilité d’utiliser le **®Tc (coit, disponibilité). Il suffit de
réaliser I’analogue rhénié du complexe technétié pour effectuer des études en RMN, LC-MS,
cristallographie sans se soucier du probléme de radioactivité lié au **™Tc. Néanmoins, une
différence persiste entre ces deux éléments au niveau de leurs potentiels d’oxydo-réduction. Les
sels de technétium sont plus faciles a réduire que leurs analogues rhéniés [39]. Ceci a une
conséquence sur 1’efficacité des protocoles de marquage selon le radionucléide utilisé, et peut
aboutir a des cinétiques de complexation beaucoup plus lentes par rapport au technétium. Dans ce

cas, I'usage de ***Tc, qui ne présente pas cet inconvénient, est particulierement intéressant pour la
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caractérisation des complexes. Néanmoins, le **Tc n’est pas systématiquement utilisé car il est

beaucoup moins disponible et nettement plus cher que le rhénium.

1.2.2.c Les isotopes radioactifs du rhénium

Outre ses deux isotopes naturels, le rhénium posséde aussi deux isotopes radioactifs :
'%Re et '™ Re. Tous deux sont des émetteurs B~ et émettent également un rayonnement y [69]. Ils
permettent donc d’imager le traitement thérapeutique. Les propriétés de ces deux isotopes sont

résumées dans le tableau 1.8.

Demi-vie Energie B  Pénétration dans les Energie y
(h) (MeV) tissus (mm) (keV)
""Re 90 1,07 5 137
'¥Re 17 2,1 11 155

Tableau 1.8. : Propriétés physiques des isotopes radioactifs du rhénium.

Ces deux émetteurs B~ peuvent étre utilisés en thérapie. Leurs pouvoirs pénétrants
différents vont permettre d’agir sur des cibles de différentes tailles. Ainsi on privilégie '%Re pour

les cibles de faible taille car son pouvoir pénétrant est faible comparé a celui de '

Re qui sera,
quant 2 lui, utilisé pour des cibles d’un volume plus important. '**Re présente 1’énorme avantage
d’étre disponible sous forme de générateurs portables **W/'*'Re. Néanmoins sa demi-vie est
relativement courte (17h) et la pureté isotopique des solutions éluées n’est pas optimale pour une
utilisation thérapeutique. '%Re est beaucoup moins disponible

puisqu’il est obtenu en réacteur par irradiation de '*°Re. o OH HO

. . . » . . . /".R
Parmi les applications en thérapie de radiopharmaceutiques ’ O><P o e ><OH
rhéniés, on peut citer a titre d’exemple '*°Re-HEDP (Fig 1.18.) qui 0" 64  HO
cible les métastases osseuses apparaissant dans deux tiers des cas de

. . ‘ , Fig1.18.: '*'Re-HEDP
cancers du sein. Dans le cas de métastases osseuses, le patient n’a, en
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général, qu’une espérance de vie de 2 a 4 ans. Le traitement par radiothérapie n’est pas curatif
mais il permet d’atténuer considérablement les douleurs osseuses dont sont victimes 65% des

patients [19, 105].

La cinétique plus lente de formation des complexes du rhénium constitue la principale
limite a I’utilisation de ce métal dans la production de radiopharmaceutiques. En outre, en raison
de ses propriétés redox, le rhénium est oxydé plus rapidement qu’il n’est chélaté par le ligand lors
de la formation de complexes. Ceci impose de stabiliser le thénium a 1’état réduit par un ligand
échangeable (gluconate, tartrate, etc...) pour former un complexe intermédiaire a partir duquel le
complexe désiré est obtenu par transchélation. C’est le marquage indirect (voir aussi au chapitre

Iv).

1.2.3. Les différents cceurs technétiés et leurs motifs de complexation

Le technétium a une chimie de coordination tres riche. De configuration électronique [Kr]

4d° 5%, ce métal possede pas moins de 9 degrés d’oxydation utilisables (-I a +VII) associés a

.-

Te(CO);* Te2* Te(Cl),* Te(CI?*
Etat redox : + I | Etat redox : + 11 Etat redox : + III Etat redox : + II1

- -

Te(0O)(CD; Te(N)2+ Tc(0)** Te(0),*
Etat redox : + IV Etat redox : + V Etatredox:+V Etat redox : +V

différents coeurs technétiés.

Fig. 1.19 : Les différents cceurs technétiés correspondant aux degrés d’oxydation +I a +V du technétium. En rouge,

les ceeurs les plus utilisés pour la préparation de traceurs.
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Trois de ces degrés d’oxydation sont stables en milieu aqueux, les six autres nécessitent
une stabilisation par un ligand hétéroatomique donneur . Les plus courants sont TcO, (+VII),
TcO™ (+V), ou encore Tc" (+]) (Fig. 1.19.). Notons que le rhénium présente la méme diversité de

degrés d’oxydation et de coeurs associés.

[.2.3.a. Le degré d’oxydation +I

Les complexes du technétium au degré d’oxydation +I sont de deux grands types : les complexes

« Tc-tricarbonyle » et les complexes a ligands isonitriles.

Les complexes tricarbonyles ont été développés suite aux travaux de 1’équipe de Schibli [106-
109]. Ils sont obtenus a partir du précurseur hydrosoluble [Tc(H,O);(CO)s]*, préparé par
réduction de TcOCly sous atmosphere de d’oxyde de carbone. En présence de ligands accepteurs
n (phosphines, polyaminocarboxyliques, cyclopentadienyle, imidazoles...), ce précurseur permet

I’obtention de complexes de Tc(I) plus stables (Fig. 1.20.).

1) CO (1 atm)
BH3 nBu,NCl
2) NEt,Cl
[NBuyN][TcOCl4] [NEt,*][TcCl3(CO)3)]
COOH H,0
HOOC \ N
[Tc(Ho0)3(CO)4]*,CI
oc,
OC'TC 1o (fac)
oc OHz

Fig.1.20. : Préparation de complexes Tc-Tricarbonyles [106].

Du point de vue pratique, ces complexes présentent 1’intérét d’€tre pour la plupart hydrosolubles
et de se former facilement. Néanmoins, leur préparation nécessite de travailler sous atmosphere
de monoxyde de carbone, qui n’est pas possible dans tous les laboratoires et surtout dans les
hopitaux. Un autre procédé de formation de ces complexes qui ne nécessite pas un travail sous

atmospheére de monoxyde de carbone consiste a utiliser des complexes du bores tels que
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K[H;BCOOH] (Fig. 1.21.) qui vont libérer par chauffage en milieu acide de molécules de

monoxyde de carbone in situ [110, 111].

- -+
K[HsBCOOH] o C|>H2 on
H*, 90C 2 2
99mTCO4- - >TC{
oc” | "co
CO

Fig.1.21. : Préparation du précurseur hydrosoluble [Tc(H,0)3(CO);]" a I’aide d’une source

in situ de monoxyde de carbone

COOH
+ oc. Co AN
4o
Cl)H2 0Cc—Te—Cl |
OCIV'TC‘V\OHz R—P/ ,,//P—R N/ O
¢ clzoOH2 X \_/ n oci..\o
v'C~
oc¥ | TOH,
co
(a) (b) (©)
0
J\\OH
HoN—
HN=— -
o) o}
&N 0@ HO,/g QLOH
I Tc
OC/i.+_.\NH v -
Tc 2 e) A N
v | v N cO N
oC 0\
éo \O 80 E V7 N \E
N\TC/N
oc” L co
(d (e) ()

Fig.1.22. : le précurseur hydrosoluble [Tc(H,0);(CO);]* (a) et divers complexes tricarbonyles formés par

des ligands phosphiniques (b), polyaminocarboxyliques (c, d), cyclopentadienyles (e), imidazoles (f).
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Le complexe [99mTCCl(CO)3(RZPCHZCHZPRZ)] (fig. [.22.(b)) qui présente des propriétés

remarquables de stabilité in vitro et d’élimination urinaire, est lui aussi tres étudié [112].

Des complexes Tc-tricarbonyles font également 1’objet d’approches bifonctionnelles comme dans

le cas du marquage de stéroides (Fig. 1.12.c), ou de petits peptides (Fig. 1.14.c).

La famille des complexes a ligands isonitriles regroupe

o R C(Me,)OM
des complexes obtenus quantitativement et tres stables [113]. N( (HesloMe

. . . MeOMe2)C” “Ng. ¢ =N7 C(Me,)OMe
Les isonitriles sont des groupements isoélectroniques du

carbonyle et générent donc des liaisons 7 tres fortes avec les ( SiMe,)OMe
métaux a bas degré d’oxydation tels que le technétium. Tous ces

. . 99m ey e
complexes ont une structure octaédrique. Le représentant le plus Flg. Tode e e Sestamibi
fréquent de cette famille est le **™Tc-Sestamibi (Fig. 1.23.). Il s’agit d’un traceur utilisé

couramment pour I’imagerie intracardiaque [114, 115].

1.2.3.b Le degré d’oxydation +V

Le Tc(V) est le degré d’oxydation le plus fréquent. A ce degré d’oxydation, les complexes
les plus utilisés ou étudiés actuellement sont essentiellement a cceur oxotechnetium (TCO3+),

dioxotechnetium (TcO,") et diazotechnetium (TcN,R*") et nitridotechnétium (Tc=N?*).

Le coeur TcO3+

Dans cette configuration, les complexes adoptent une structure pyramidale a base carrée
dans laquelle le coeur oxotechnétium est en position apicale au-dessus du plan contenant le ou les
ligands. Un recouvrement important est possible entre les orbitales d du métal et p de 1’oxygene,
ayant pour conséquence une liaison TcO courte (1.65 A). Les ligands mis en jeu sont des ligands
donneurs = tels que O, N, S, héteroatomes présents dans les peptides et les protéines, ainsi que le

phosphore.
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Les complexes a coeur monooxotechnetium les plus répandus mettent en jeu des ligands
tétradentates de type NxSsx. Dans ces complexes, les sites de complexation sont souvent des
amides, des amines, et/ou des thiols [116]. Le complexe mercaptoacétyl triglycine, Tc-MAG;3;, de
type N3S, est couramment utilis€é pour des approches BFCA dans lesquelles il est fixé a un
peptide par liaison peptidique (Fig. 1.24.a et b.) [117, 118]. Il utilise un ligand tétradentate
constitué de 3 fonctions amides et une fonction thiol. Un autre exemple tres étudié est le Tc-
Trodat-1 (Fig. 1.24.c) qui est utilisé en imagerie lors de I’étude de syndromes parkinsoniens

[119].

k _ Cl
_NH-Peptide

() (b) (©

Fig1.24. : Le complexe N3;S Tc- mercaptoacétyl triglycine, Tc-MAG; (a) et son application au marquage de peptides (b) ;

complexe N,S, Tc-Trodat-1 (c).

Une deuxieme classe de complexes est constituée de structures bimoléculaires
comprenant deux ligands et permettant la réalisation de traceurs par chimie combinatoire en
faisant varier I’un d’entre eux. On peut citer les exemples de complexes bimoléculaires de type
NS,/S linéaires ou cycliques développés dans notre laboratoire (Fig. 1.25.a-c) [54, 57] ou de type
NS/NS tels que les complexes mimant les stéroides (Fig. 1.25.c.) [46]. De tels complexes
biomoléculaires peuvent étre obtenus par chimie combinatoire [55, 56, 120, 121] mais présentent

I’inconvénient d’étre particulierement sensible a I'échange de ligand avec le glutathion [56, 122].
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B

s. N HoN \H o
S‘/T/c\ :, o
Js NH f\s

*HoN N | _s

*HoN & }'c\\
0
>—NH S

HoN

(a) (b)

/N H H
HN‘(«_S ' _-Tc—N
N= o N~ O//\
\_/ S
o)
(©) (d

Fig. 1.25. : Exemples de complexes bimoléculaires de TcO™: aet b) NS,/S [54, 120] ; ¢) NS,/S [56]; d) NS/NS
[46].

Le cceur dioxotechnetium

Les complexes a cceur TcO," ont une structure octaédrique dans laquelle les positions
apicales sont occupées par des atomes d’oxygene. La liaison TcO est plus longue que dans le cas
d’un cceur monooxotechnétium du fait d’un recouvrement plus faible entre les orbitales p de
I’oxygene et d du technétium. Ces complexes sont obtenus avec des ligands ayant un effet
donneur © trés faible ou avec des ligands m-accepteurs (phosphines, pyridines) mono, bi ou

tridentates (Fig. 1.26.).
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R R R R
R. R R. R HN
R e R /\’Tuc\ j
CPT o0 FC PP o K
\ ! 7\
RR R R R R R R \'@l
T ]
R = CH,OH R = CH,CH,OCH,CHj VI >
(a) (b) (©

Fig.1.26.: Complexes a cceur dioxotechnétium. a) ligand monodentate : trihydroxyméthyl phosphine ou THP [123];

b) ligand bidentate : tetrofosmine [124]; ¢) ligand tétradentate: tétraamine (cyclam)

Le cceur diazotechnétium

Le groupe Hynic (hydrazino nicotinamide, fig. 1.27.) permet également la complexation
de Tc(V) formant ainsi des complexes a cceur diazotechnetium. La o
structure du groupement HYNIC présente d’une part une fonction HW‘“‘@%
acide carboxylique permettant par exemple la conjugaison du NHR
motif a des peptides par couplage peptidique, et d’autre part une Fig.1.27. : Le groupement Hynic
fonction hydrazine capable de complexer le métal. Les complexes
obtenus ont une géométrie octaédrique dans laquelle I’une des positions apicales est occupée par
le groupe Hynic, ou pyramidale a base carrée. Les autres positions sont occupées par des
coligands pouvant étre bidentates, tridentates ou tétradentates. Le choix des coligands est un
parametre essentiel dont dépend la bonne stabilité du complexe formé ainsi que ses propriétés

pharmacocinétiques et sa biodistribution [125, 126]. Ces coligands peuvent étre tres variés :

EDDA (éthylene diamine diacétique), Tricine, EDTA (éthyléne diamine tétraacétique), ...
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?iomolécule Teptide
HN (0] HN o
X X
) [
= o)
NH )S Hj\
I} HO I
OTO h P N h N
\ \ |_—
Tc T
N/, \O iN/g\Nj
on ° 0o
(a) (b)

Fig. 1.28. : Complexes a cceur diazotechnetium : (a) [®™Tc(HYNIC-BM)(tricine)(L)] (L =
phosphine, pyridine, ...) ; (b) [""Tc(HYNIC-Peptide)(EDDA),].

La premiere utilisation de ces complexes permettait de marquer I’immunoglobuline G
[127]. Depuis ces structures sont fréquemment étudiées pour des applications trés diverses telles
que le marquage de liposomes [128, 129], d’oligonucléotides [130] ou de peptides comme le
pentapeptide cyclique c(RGDyK) [131] ou la bombesine [132]. Le principal inconvénient de ces
composés est la taille importante de la structure complexante (taille des ligands et du groupement

Hynic).

Le cceur nitridotechnetium

Le cceur nitriodtechnetium (TCEN2+) est isoélectronique du coeur TcO™. 11 est donc
susceptible de former des complexes avec les mémes ligands que celui-ci. La liaison Tc=N est
plus courte que la liaison Tc=0 (1.60 A contre 1.65 A). Les complexes a cceur nitridotechnétium
sont généralement formés par échange de ligand a partir du précurseur [TcNCly(PPhs),] (Fig.
IV.29.A)). Comme dans le cas du cceur oxotechnétium, les ligands thiols chélatent tres
efficacement le cceur nitridotechnétium [133-135] (Fig. IV.29.B et C). Les complexes obtenus

sont a géométrie pyramidale a base carrée dans le cas de ligands tétradentates comme les
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bisdithiocarbamates, ou a géométrie octaédrique déformée dans le cas de ligands pentadentates

tels que les polythioéters.

N R
C|" TC‘PPh3 P// I” \ :
cl’ PPh3 N
(A) (B)
S, ||| S Ig\)
O ’,
N—< / \ >_N OH
©

Fig.1.29. : Exemples de complexes a cceur nitridotechnetium

1.3. Présentation du projet

Dans cette introduction bibliographique, nous avons rappelé I’importance de la médecine
nucléaire tant sur le plan de la thérapie grice aux émetteurs a, B~ et Auger que de I’imagerie avec
les émetteurs B* et y. L’imagerie nucléaire se divise en deux techniques. D’une part la
tomographie par émission de positron (TEP) qui utilise des émetteurs B tels que BE, ¢, 0, ou
%Ga et dont I'utilisation en routine reste limitée essentiellement du fait de son coiit
d’exploitation. D’autre part la tomographie par émission monophotonique (TEMP) basée sur
I’utilisation d’émetteurs y, beaucoup moins onéreuse et dominée par les traceurs au * "Tc (85%

de I’imagerie nucléaire de routine en milieu hospitalier).

En dehors des traceurs de flux, le développement de traceurs in vivo nécessite le
marquage isotopique d’une molécule biologique (peptides, protéines, liposomes, petites
molécules non peptidiques... ) ayant une affinit¢ marquée pour la cible a imager et qui va jouer le

role de vecteur. Ce marquage peut parfois étre réalisé par substitution isotopique (avec '°F, ''C,
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150, traceurs TEP) ou par marquage directe en utilisant I’aptitude naturelle de la molécule a
complexer le radioélément (exemples : anticorps [50], protéine comme 1’adrénomedulline [48]).
Néanmoins, dans la grande majorité des cas, le radiomarquage nécessite une structure dédiée a la
complexation du radioélément reliée a la molécule biologique (approche bifonctionelle) ou partie
intégrante de celle-ci (approche intégrée). Il existe déja dans la littérature, une grande diversité de

structures de ce type dont la plus répandue est la mercaptoacétyl triglicine ou MAGs.

Structure complexante B
Linker *
Approche
bifonctionelle
. T . <
Molécule ciblante Radionucléide

N

Approche

intégrée

J

Fig. 1.30. : Principes des approches bifonctionnelle et intégrée.

L’adjonction de ces structures complexantes a une molécule biologique requiert le plus
souvent une mise au point assez longue liée au caracteére imprévisible du comportement de ces
conjugués in vivo. L’ingénierie moléculaire visant a affiner la structure des traceurs nécessite tres
souvent leur resynthése complete, induisant un cofit et une durée de développement élevés. Dans
ce contexte, une optimisation combinatoire de ces traceurs, comme cela a été réalisé
précédemment dans notre laboratoire pour la mise au point de ligands de la cyclophiline A
(hCyp18) [56] ou de I’intégrine a,B3 [54], apparait comme une approche prometteuse permettant
a moindre coft la préparation de séries de traceurs pouvant ensuite étre évalués in vitro et in vivo.
La préparation de chimiothéques de composés est une pratique courante en laboratoire de
synthese dans le but de développer des ligands de récepteurs biologiques [136], des sondes

moléculaires [137] , ... Cette approche a déja été validée au laboratoire dans le cadre de traceurs
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phosphiniques pour I’imagerie in vivo. D’autres travaux réalisés au laboratoire ont également
montré que le meilleur ligand d’une cible biologique (meilleurs résultats in vitro) n’est pas
toujours le meilleur traceur in vivo. Le passage au modele animal nécessite en effet de prendre en
compte les criteres de biodistribution, d’excrétion, de métabolisation. Par exemple lors de I’étude
de cyclopeptides cyclisés par complexation du ceeur TcO®* [54], deux complexes rhéniés de la
chimiotheque développée ont montré une affinité in vitro pour I’intégrine a,f; respectivement de
ICso = 60 nM et 280 nM (Fig. 1.31.). Pourtant, la réalité in vivo, ne refletait pas les résultats
obtenus in vitro. C’est en effet le traceur correspondant au composé de plus faible affinité qui a
mené a la plus forte accumulation dans la tumeur. Celui-ci semble avoir une meilleure sélectivité

pour la tumeur comparée aux autres tissus.

NH,* o n o NH,* o H o
N\( 0 /U\ NW{ 0
. . o
e uw o YO N TN H
HN HN
o) 0 0 o
jK //\/s NH jkl/} _NH
N\M—S/(CHZ)n=2 N\M—S/(CHz)n=3
/ /
S S
ICsp(0fB3) = 60 nM ICs0(0nB3) = 280 nM, meilleure accumulation dans la tumeur

Fig.1.31.: Meilleur ligand ne signifie pas systématiquement meilleur traceur.

Le développement de traceurs par chimie combinatoire nécessite de choisir des structures
et une chimie compatibles avec cette approche. En pratique, il s’agira donc d’utiliser par exemple
la synthese peptidique, qui permet de préparer de facon rapide et efficace des banques de
composés sur support ou des réactions dites de « chimie click » [138, 139] qui permettent en une
seule étape de conjuguer deux molécules par formation par exemple d’un noyau triazole [140]
(Fig. 1.32.). Cette deuxieme possibilité est actuellement en plein essor car elle présente un réel

potentiel de par sa simplicité d’utilisation et sa performance. [141, 142].
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\ S
Y 5y _Cu) @/N/:/i
W

Fig. 1.32. : Principe de la chimie click

Des radiotraceurs dans lesquels le radioélément est introduit via la chimie click ont déja
été décrits, notamment le '°F [143-145] pour le TEP. La fonction triazole ne joue alors qu’un rdle

de conjugaison entre biomolécule et motif radiomarqué.

Nous souhaitons ici appliquer le principe de chimie-click au technétium en développant
des traceurs dans lesquels un complexe du *™Tc sera relié 4 une molécule ciblante (approche
bifonctionnelle) d’une part et servira de cceur a un traceur construit autour de lui (approche
intégrée) d’autre part. Dans cette perspective, nous avons choisi d’utiliser un cceur oxotechnétium
(TcO™) qui est le cceur technétié le plus facile a obtenir et qui permet différents modes de
complexation conduisant a des complexes neutres ou chargés. Différents précédents de
complexation de ce type de cceur par des motifs hétéroaromatiques tels que des cycles pyridyles
ou imidazoyle sont décrits dans la littérature [146] (Fig. 1.33. gauche et centre). Néanmoins,
aucune donnée ne décrivait une éventuelle aptitude d’un noyau triazole a complexer un coeur
oxotechnétium. Le seul exemple de chélation du technétium par un motif triazole a été obtenu

dans le cadre de complexes Tc-tricarbonyle [139] (Fig. 1.33.droite).
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Fig. 1.33. : Cycle hétéroaromatiques complexant le " Tc. Pyridyle et imidazole complexant un ceeur TcO™* (a

gauche), triazole complexant un cceur Tc-tricarbonyle (a droite).
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Nous avons donc souhaité étudier la possibilit¢é d’une complexation d’un cceur

oxotechnétium par un ligand comportant un

métal. Ce motif est formé par la réaction
de cycloaddition de Huisgen [147]
catalysée au Cu(II) [140]. L objectif de ce
travail sera de déterminer, parmi un
éventail de ligands tétradentates non
fonctionnalisés de type N3 X (X =N, O, S)
comportant tous un motif triazole, une des
structures les plus adaptées a la
complexation du cceur oxotechnétium

(Fig. 134.).

_X NH HN
(I ]v\
u
NI
Y ZH N7
\
N

motif triazole impliqué dans la complexation du

o) o]
Os. _NH HN X.
\ I/ ﬂ
~ Y
72N HZ \
\ /]
—N> <N—N

Ph Ph

Fig. 1.34. : Structures générales des ligands non

fonctionnalisés étudiés.

Ce ligand sera ensuite étudié in vitro et in vivo puis son potentiel pour la réalisation de traceurs

sera illustré par une application a I’imagerie de I’intégrine a,f3 qui constitue I’'un des axes de

recherche de notre laboratoire. Dans un premier temps, dans le cadre d’une approche intégrée, le

complexe sera fonctionnalisé de facon a mimer un ligand de cette intégrine (Fig. I.35.gauche).

NH,
HN=
NH
o)
O N N
A
0NN
N~-N O
Zo-

Fig.1.35. : Tllustration de la stratégie employée pour le développement de traceurs.
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Puis nous développerons une approche bifonctionnelle en reliant cette structure a un motif
connu pour sa haute affinit€é pour I’intégrine a,fs, le cyclopentapeptide c(RGDfK) (Fig.
[.35.droite). Dans les deux cas, nous mettrons a profit la chimie click pour fonctionnaliser la
structure ou pour y incorporer un motif permettant d’orienter la biodistribution et d’augmenter la

solubilité des composés (PEG, polyamine, sucre).

Ce manuscrit va s’articuler en trois chapitres faisant suite a la présente introduction
bibliographique. Dans un second chapitre, nous indiquerons les raisons du choix des structures
générales adoptées pour les complexes et détaillerons les stratégies de syntheses employées. Au
chapitre 3, nous procéderons au criblage de ces ligands non fonctionnalisés selon leur aptitude a
chélater le coeur oxotechnétium d’une part, et selon la stabilité in vitro des complexes ainsi
formés d’autre part. Les complexes issus de ce double criblage seront alors évalués in vivo chez
la souris. Enfin, le chapitre IV permettra d’illustrer le potentiel de ces ligands pour le
développement de traceurs de 1’intégrine o,f3. Dans une conclusion générale, nous envisagerons

diverses applications ou extensions de ces travaux dans le domaine de 1’imagerie moléculaire.
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Chapitre 11

Préparation d’une famille de ligands triazoles.

La premiere partie de ce travail a pour objectif la conception et la syntheése d’une famille
de ligands contenant un motif triazole combiné avec divers autres motifs chélatants et répondant
a des criteres précis. Ces ligands seront par la suite criblés selon la pureté et la stabilité en milieu

biologique du complexe formé avec *™Tc.

I1.1 Choix d’une structure de ligands

I1.1.1. Cahier des charges, propriétés désirées

L’objectif était d’identifier un ou plusieurs complexes de *"Tc susceptibles d’étre utilisés
comme plateforme de départ afin de réaliser des traceurs in vivo. Dans cette optique, le choix du

type de cceur et de la structure complexante était primordial.

Les ligands retenus en tant que candidats pour cette étude devaient avoir une aptitude
marquée a former des complexes du technétium. Les complexes ayant vocation a étre utilisés en
imagerie médicale, leur préparation a partir du ligand devait étre effectuée de fagcon efficace
(complexation quantitative), rapide (une seule étape, avec un temps de réaction faible a I’échelle

99my

de la période du ~""Tc (6.02 h), si possible sans nécessiter de purification supplémentaire) et

75



Chapitre II : Préparation d’une famille de ligands triazoles.

suffisamment simple pour étre utilisée en milieu hospitalier par un médecin-manipulateur. Les
complexes de Tc(I) de type tricarbonyles nécessitant des conditions de préparations plus délicates
(travail sous atmosphere de monoxyde de carbone) ont été écartés au profit des complexes de
Tc(V) et plus particulierement du coeur oxotechnétium (TC03+) dont nous possédons une
expérience significative au laboratoire [1-3] et qui est facilement complexé par des ligands

tétradentates, conduisant a des structures rigides.

Les complexes formés devaient étre utilisables in vivo, et donc impérativement présenter
une stabilité élevée en milieu biologique. Les structures retenues devaient par conséquent étre les
plus stables possibles vis-a-vis de la démétallation ou de I’oxydation. En particulier les réactions
d’échange de ligands avec le glutathion ou la cystéine endogenes étaient a minimiser. En effet,
les fluides circulants, et notamment le sang, contiennent du glutathion a des concentrations assez
variable (environ 250 nM en moyenne mais 2 a 3 mM au niveau cérébral par exemple [4]. La
stabilité des complexes du Tc(V), a coeur oxotechnetium, de type N3X (X = O, N, S) ou 3+1
(N2S/S ou NS,/S) vis-a-vis de ces réactions est bien documentée [5-8]. Les complexes
bimoléculaires 3+1 étant plus sensibles aux réactions d’échanges de ligand avec le glutathion [2,
9, 10], nous avons fait le choix de nous orienter vers des ligands tétradentates de type N;X (X =

N, O, S).

Les structures des ligands candidats devaient présenter un maximum de sites permettant
d’introduire une fonctionnalisation permettant d’orienter leur bioactivité. C’est au niveau de ces
sites qu’il sera possible de modifier chimiquement la plateforme de départ pour la transformer en
un ftraceur intégré ou la relier a une molécule biologique dans le cas d’une approche
bifonctionnelle, sans affecter ses propriétés de chélation. Le choix de ces sites et les méthodes de
fonctionnalisation sont souvent déterminés de facon empirique. Dans cette optique, il était
souhaitable qu’un ou plusieurs de ces sites permette la mise en ceuvre de chimie combinatoire

afin d’envisager la préparation simple et rapide de chimiotheques de ligands fonctionnalisés.

Enfin, d’un point de vue pratique, la synthése de ces ligands devait privilégier une

approche convergente mettant en jeu des réactions simples et efficaces.
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I1.1.2 De complexes références a une structure générale

Lors de la mise au point de la structure de base utilisée pour le développement de la
famille de ligands, nous nous sommes intéressé a deux types de complexes décrits dans la

littérature.

Les complexes Triazole-tricarbonyles

Depuis quelques années, 1’équipe de R. Schibli développe des complexes tricarbonyles
mettant en jeu un ligand tridentate présentant au sein de sa structure un ou plusieurs noyaux
1,2 3-triazoles directement impliqués dans la complexation du technétium [11-13] (Fig. II.1.).
Ces complexes se forment de fagcon quantitative et ne nécessitent aucune purification. En outre, le
noyau 1,2,3-triazole est introduit par une réaction de chimie click (cf 11.3.2), la cycloaddition
dipolaire de Huisgen catalysée au cuivre. Cette stratégie permet d’introduire au niveau du noyau
triazole une large variété de substituants via des méthodes combinatoires. Néanmoins 1’obtention
de ces complexes de Tc(I) nécessite des conditions délicates avec notamment la manipulation

sous atmosphere de monoxyde de carbone (voir chapitre 1).

O
©)
o o HJ\NHMe
Ph /-:(\I'\IH\( N/Y\S/\(go NE
\/N\ //N/I, | \\\\O /\ \ —N | NH
N _Tc' Ph N=— N7y, b p— —
oc™ | Yco /Re\ _N_ _Ny, W _N—
co oc | (o70) R N “Tc SN Ry
co | N
ocC co CcO

Fig.I1.1. : Complexes Tc-Tricarbonyles a ligands triazoles (a gauche : Mindt, Struthers et al. 2006,au entre :[12] , a
droite : Mindt, Schweinsberg et al. 2009).
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Les complexes Tc(V)-N3S a noyau pyridyle ou imidazolyle

Le second type de complexes auquel nous nous sommes intéressés regroupe des

complexes du Tc(V) contenant des ligands

HO
o
tétradentates de types N3S dans lesquels un /_< CO.H
(0]
des atomes d’azote chélatant le métal ° N N
D ‘o . LN IR
appartient a un cycle hétéroaromatique de N s/ o N \
. . . /BN /
type pyridyle ou imidazoyle (Fig. I1.2.) §° O NF | QN
X H
[14]. Ces complexes sont obtenus avec
d’excellents rendements (supérieurs a Fig. I1.2. : Complexe”™Tc-N;S a noyau pyridyle ou
90%) et sont particulierement stables lors imidazoyle

de tests de compétition par la cystéine

(moins de 10% de dégradation aprés 24h). Le coeur oxotechnetium présentait 1’avantage par
rapport au cceur technétium tricarbonyle d’étre obtenu trés facilement par réduction du
pertechnétate de sodium en présence du ligand. Enfin, la structure de ces complexes est plus
rigide et plus variée que les complexes Tc-tricarbonyles, permettant ainsi d’envisager diverses

approches de fonctionnalisation via des méthodes combinatoires.

Une structure générale conjuguant les propriétés de ces deux types de complexes

La structure de base que nous avons retenue pour le design de I’ensemble des ligands tend
a conjuguer les principales propriétés de ces deux types de complexes. Il s’agira de complexes
du Tc(V) de type N3X ot X =N, O, S dans lesquels un noyau 1,2,3-triazole participe directement
a la complexation via 1’azote 3. L’obtention de ce noyau triazole par chimie click permettra
d’introduire facilement de la diversité sur cette position par chimie combinatoire lors de 1’étape
de fonctionnalisation ultérieure. Pour cette premiere étude, nous avons choisi un noyau 1-benzyl-
triazole pouvant étre intégré dans cette structure a deux positions distinctes. Le groupement
benzyle a été retenu car il est inerte vis a vis de la chélation du technétium et facile a introduire
par chimie-click a partir de I’azoture correspondant. Il est situé sur le site présentant le plus fort

potentiel de fonctionnalisation et permet d’avoir une premiere idée de 1’effet de la présence d’un
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substituant de taille moyenne sur cette position sans risque d’interférence avec le processus de

chélation. La structure générale de ces complexes permet une synthese de type peptidique.

La série A regroupera les ligands pour lesquels 1’alcyne précurseur du triazole est introduit au
niveau de 1’acide carboxylique de la glycine par couplage peptidique. En N-terminal, six blocs

variables seront introduits par couplage peptidique (A1) ou alkylation (A2).
La série B regroupera les ligands pour lesquels 1’alcyne précurseur du triazole est introduit a
I’extrémité amine de la glycine par alkylation (B1) ou couplage peptidique (B2). En C-terminal,

le bloc variable est toujours introduit par couplage de type peptidique.

o
Ph - NH
\/N\ 2Nz, 1 (WO
N Te 0 0
0c™ | ¥co
c
X NH HN Os NH HN X<

HO,

] Série A Série B

Fig.I1.3. : La structure de base de la famille de complexes étudiés (A), la structure « symétrique » (B) avec X,Y =
O,CHetZ=0,S,NH, NAc.
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Fig.I1.4. : Détail de I’ensemble de 12 ligands sélectionnés.

Le choix des divers blocs fonctionnels variables a été guidé par la littérature concernant

les complexes a cceur oxotechnétium [15, 16].

Le motif mercaptoacétique est régulierement utilisé pour introduire le groupement thiol
qui est un tres bon chélatant du technétium. On le retrouve notamment dans la structure de MAG;
(Fig. IL.5.a-c) [17, 18]. L’utilisation du motif thioéthyl, a permis d’évaluer I’effet du passage a

une structure N3S possédant une amine a la place d’une fonction amide chélatante.

Enfin I'utilisation de motifs aromatiques ortho-substitués a été inspirée par les travaux de
I’équipe de E. Benoist [19-21] (Fig. I1.5.d.). Dans cette catégorie de motifs, nous nous sommes

intéressés aux groupements phénol et thiophénol.

Le motif glycyl central est resté constant au cours de cette étude du fait de sa simplicité de
synthese et d’utilisation (pas de chaine pouvant introduire des contraintes stériques ou interférer

avec la chélation du technétium). De plus, ce motif «acide aminé » offre la possibilité de
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nombreuses variations ultérieures en utilisant le répertoire des acides aminés proteogéniques et

non-naturels.

0 : ©
N N
N/

(o]
. o N\ /N 0
s/ ICI)\Ni\I\O T /TC f
kCOOH S g\s
(a) (b)
OH e
o} o]
0 —<
o) N N \”\ o~ 0 N N
T \Tc/ ) H \Tc/ D
N///g\s S/ICIJ\X
/7 \ X=0,8
() (d

Fig. I1.5. : Choix des motifs chélatants.

Motif mercaptoacétique : (a) Tc-MAG; [22], (b) anion oxo[N,N’-ethylenebis(2-mercaptoacetimido)]technetate [18],

(c) une variante fonctionnalisée [17]

Motifs aromatiques ortho-substitués : (d) [19]

En dehors de ces 12 ligands, deux autres composés ont été synthétisés pour servir de
références. Ils ont permis d’évaluer 1’influence sur la complexation du noyau triazole chélatant le
métal. Il s’agit d’un ligand amine-diamidethiol (N3S) et d’un ligand diamidedithiol (N,S,). Ces
composés ont été choisis car ils constituent des versions non fonctionnalisées de structures

chélatantes utilisées régulierement pour le marquage de biomolécules (Fig. I1.6.) [23, 24] .
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EO 0
o NH HNj 0 NH |—|Nj
NH, HS SH Hs
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(0]
2\9 o NHR
N NA N/\/\/\WNHR o N Y
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Fig. I1.6. : Des composés références directement inspirés de structures chélatantes réguliérement utilisées.

(a) référence N;S ; (b) référence N,S,; (c) et (d) structures N3S et N,S, utilisées pour le marquage de peptides.

I1.2. La réaction de cycloaddition de Huisgen

Au sein des structures de chacun des ligands synthétisés figure un noyau triazole obtenu
via la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen. Les cycloadditions de Huisgen
permettent la formation de cycles a partir de deux réactifs insaturés : un alcyne et une molécule
dipolaire telle qu'un azoture d’alkyle. Dans 'usage courant, la cycloaddition de Huisgen est

d’ailleurs assimilée au cas particulier de la cycloaddition d’un azoture sur un alcyne.

I1.2.1. Formation de triazole par cycloaddition

Dans les années 1960, R. Huisgen met au point la réaction de cycloaddition d’un azoture

sur un alcyne [25]. Cette réaction, qui permet 1’obtention de 1,2,3-triazoles, présente 1’avantage
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d’étre trés permissive en terme de solvants utilisés et peu sensible aux fonctions chimiques
avoisinantes. En contrepartie, elle présente 1’inconvénient d’étre non régiospécifique, un mélange
de triazole 1,4 et 1,5 substitués est obtenu (Fig. I1.7.). Néanmoins, il est possible d’orienter la
régiosélectivité en utilisant des alcynes terminales particulierement déficitaires en électrons ou
méme d’assurer une régiospécificité dans le cas de cycloadditions intramoléculaires conduisant a

des composés bicycliques [26].

R———— R R
Chauffage
+ _ > _ + _
N;—R' NS AN~r RN AN
Subtitué 1,4 Subtitué 1,5

Fig.I1.7. : La cycloaddition de Huisgen mene a deux régioisomeres du 1,2,3-triazole.

Outre sa non régiospécificité, cette réaction présentait a I’époque 1’inconvénient de
nécessiter un chauffage qui rendait son utilisation avec des azotures de faible poids moléculaire
dangereuse en raison du caractere facilement explosif de ces derniers. Pour toutes ces raisons,

cette réaction était peu utilisée dans ces conditions.

I1.2.2. Cycloaddition de Huisgen catalysée

L’utilisation de métaux de transition a permis le développement d’une version catalysée
de la cycloaddition de Huisgen. Alors que [I’utilisation de complexes du ruthénium permet
d’obtenir spécifiquement le triazole 1,5 substitué [27], 1’utilisation de complexes de Cu(l) a
permis 1’obtention spécifique du régioisomere 1.4 [28] (Fig I11.8.). Nous nous intéresserons

exclusivement a la formation du triazole substitué 1,4 utilisé dans cette étude.

R
[Cu], RT >:\
R——= N\\N/ w
+ _
N;—R' R
[Ru], RT >:\
e

N N
N 2
R N

Fig.I1.8. : Cycloaddition de Huisgen catalytique
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En 2001, le professeur K.B. Sharpless (prix Nobel de chimie 2001) a défini une nouvelle
classes de réactions chimiques répondant a un ensemble de criteres tres sélectif, il pose alors la

définition de la chimie click:

«une réaction click doit étre modulaire, avoir un large champ d’application, des rendements
élevés, ne créer que des sous-produits inoffensifs et pouvant étre éliminés par chromatographie,
stéréospécifique, simple a mettre en place et dans des solvants inoffensifs ou facilement

éliminables » [29].

Parmi ces réactions, la cycloaddition catalysée au cuivre d’un alcyne et d’un azoture
(appelée classiquement CuAAC, de I’anglais Cu-Catalysed Azide-Alkyne Cycloaddition) mise au
point par I’équipe de K.B. Sharpless en 2002 [28] est de loin la plus connue. Elle est d’ailleurs
régulierement assimilée a la chimie click. La catalyse au cuivre présente de nombres avantages.
Elle permet d’une part 1’obtention régiospécifique du 1 4-triazole et d’autre part de réaliser la
cycloaddition a température ambiante en réduisant les temps de réactions jusqu’a quelques

minutes.

La chimie-click est régulierement utilisée en chimie combinatoire pour le développement
de banques ou chimiotheques de composés. Celles-ci peuvent étre préparées en solution mais le
plus souvent, pour des raisons de simplicité de traitement post-réactionnel, les chimiotheques
sont développées sur support solide [30, 31]. Plus récemment, diverses équipes ont développées

des stratégies combinatoire grice a la chimie click in situ (Fig. 11.8)[32-34].

K|V 5
N\

7 Q
[}

Fig. I1.9. : Principe de la chimie click in situ pour 1’identification d’inhibiteurs d’une protéine.
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Le principe de la chimie click in situ consiste a identifier des ligands d’une protéine ou
d’un récepteur en mettant en présence en solution une chimiotheque d’azotures et une
chimiothéque d’alcynes substitués, dans les conditions de cyclisation et en présence du récepteur
ciblé. Ce récepteur va exercer une pression de sélection en favorisant grandement la réaction
entre les motifs qui s’inserent le mieux dans son site actif. C’est 13, in situ, qu’a lieu la cyclisation
(Fig. 11.9.). Les motifs n’ayant pas été sélectionnés par la protéine sont ensuite éliminés, et le
ligand identifi€ est caractérisé en masse. Cette méthode tres élégante permet d’augmenter

considérablement les chances d’obtenir des inhibiteurs efficaces des protéines étudiées.

Les conditions expérimentales de la cycloaddition de Huisgen catalysée

La réaction de cycloaddition de Huisgen catalysée au cuivre (CuAAC) est d’une grande
souplesse du point de vue des conditions expérimentales. Si des mélanges alcool (alcool
tertbutylique, méthanol, éthanol)/eau sont couramment utilis€és comme solvant, la réaction peut
également étre réalisée dans 1’eau sans cosolvant a des pH pouvant aller de 4 a 12. De plus le
groupement triazole formé est inerte vis-a-vis des autres groupements fonctionnels, et stable dans
les conditions de réaction usuelles. Le catalyseurest le cuivre au degré d’oxydation I. Il peut étre
introduit directement via des sels tels que Cul, ou CuOTf. Néanmoins, dans ces conditions, des
sous-produits peuvent apparaitre et le dioxygene dissous dans les solvants peut entrainer
I’oxydation du catalyseur en Cu(Il). Ainsi, la formation in situ de Cu(I) est tres souvent préférée.
Elle est réalisée en utilisant un sel de Cu(Il) tel que le sulfate de cuivre (CuSO4,5H,0) et un
réducteur : cuivre (Cu(0)) ou le plus souvent de 1’ascorbate de sodium. Cette derniere méthode

permet de minimiser 1’oxydation du cuivre par le dioxygene dissous dans les solvants.

De nombreuses variantes de ces conditions jouant essentiellement sur la forme du
catalyseur ont été développées. Ainsi des techniques de fixation du catalyseur sur phase solide
[35] ou de catalyse hétérogene [36] ont été proposées, permettant d’éliminer le catalyseur par
simple filtration. La réaction a également été réalisée en présence de Cu(Il) sans ascorbate de
sodium ni Cu(0), en mettant alors a profit les propriétés réductrices de 1’alcool utilisé comme
solvant [37]. L’utilisation de micro-ondes s’est également développée : elle permet de réduire de

facon significative les temps de réactions, parfois jusqu’a seulement quelques minutes [38-40].
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Enfin, plusieurs protocoles proposent la formation de I’azoture in situ a partir du dérivé
bromé correspondant et d’azoture de sodium [41, 42]. Ces procédés permettent d’éviter la

manipulation et le stockage dangereux d’azotures d’alkyles de bas poids moléculaires (Fig.

I1.10.).

Cu(0), CuSO,4, MW R!
'BUOH, H,0, 15 - 20 min —
“Ng, + Nang T RI——
R B aNs — R
r N\\N/N\/

Fig.I1.10. : Préparation de triazoles substitué 14 avec formation in situ de I’azoture d’alkyle

Mécanisme catalytique et régiospécificité

L’explication du phénomene catalytique li€ a la présence de Cu(I) repose sur I’activation
de I’alcyne (Fig. II.11.). Cette activation a pour conséquence une augmentation de la vitesse de
réaction d’un facteur allant jusqu’a 10’ dans certains cas. La régiospécificité de la CuAAC
s’explique quant a elle par le caractere dipolaire de 1’azoture. Celui-ci va venir se coordiner au
cuivre exclusivement via I’atome N(1) riche en électron qui porte la chaine alkyle. Le passage par
un intermédiaire cyclique a 6 chainons proposé par K.B. Sharpless [28] permet 1’obtention du

triazole substitué 1.4 et la régénération du catalyseur.

R Culn . R
® 7/
N=N—Ng
® A
N R' 4
NZ N7 NEN—Ne
|
)\//CULH l
R

\_/ R——CuL,

Fig. I1.11. : Mécanisme catalytique de la CuAAC proposé en 2002 par K.B. Sharpless
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I1.2.3. Les conditions expérimentales employées

Nous avons vu que la formation de triazoles via la cycloaddition de Huisgen peut
s’effectuer dans des conditions trés variées. Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a
deux types de conditions. Dans un premier temps, nous avons choisi un protocole réalisé dans un
mélange DMSO/eau (9/1) en formant 1’azoture de benzyle in situ a partir de bromure de benzyle
et d’azoture de sodium. Le catalyseur utilisé est CuSO,4,5H,0 en présence d’ascorbate de sodium

(Procédure 1, fig. 11.12) [42, 43].

NaN3 (1.4 équiv.)
CUSO45H20 (02 éqUIV)
sodium ascorbate (1.2 équiv.)
L-Proline (0.2 équiv..)

Br Na,COj3 (0.2 équiv.)
H——R ' —

DMSO:H,0 (9:1) N_ N
(1.0 équiv) (1.0 équiv.) 60C N

Fig.I1.12. : Procédure de cycloaddition de Huisgenn®1 : DMSO/H,0 (9/1), 60°C.

Ce protocole présente deux inconvénients majeurs : plusieurs jours de réaction peuvent
étre nécessaires pour obtenir un rendement convenable et l’extraction du DMSO s’avere
particulierement délicate, entrainant une chute significative des rendements. Nous nous sommes
alors tournés vers un protocole plus efficace utilisant les micro-ondes en flacon scellé (300W,
80°C, 30 min) afin de réduire considérablement les temps de réaction [39]. En outre nous avons
effectué cette réaction dans un mélange EtOH : H,O (7 : 3) permettant une bonne solubilisation

des réactifs et un traitement beaucoup plus efficace.

NaN3 (1.4 équiv.)
CuS0,4.5H,0 (0.2 équiv.)
sodium ascorbate (0.2 équiv.)
L-Proline (0.2 équiv..)

Br Na,COj (0.2 équiv.) R
H———R > —
EtOH:H,0 (7:3) N_ _N

Fig. I1.13. : Procédure de cycloaddition de Huisgen n°2 : EtOH/H,O (7/3), MW, 300W, 80°C, 30 min.
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Dans tous les cas, la formation du triazole est toujours 1’avant derniere étape de la
syntheése de ligands. Le composé est alors déprotégé par un mélange TFA/TIPS/eau sans
purification préalable afin de dévoiler les fonctions polaires chélatantes protégées. Une fois

déprotégé, le composé est alors purifié par RP-HPLC semi-préparative.

Les syntheses décrites dans la suite de ce chapitre ne sont pas des séquences optimisées.
En effet, notre but était d’obtenir rapidement et en quantité suffisante les ligands afin de les
tester, les produits les plus efficaces faisant I’objet, le cas échéant, d’une adaptation des
conditions et une amélioration des rendements. Notamment, deux protocoles de cyclisation
dipolaire ont été utilisés : le choix de la méthode est purement chronologique, la méthode

utilisant les micro-ondes ayant été employée plus tardivement.

I1.3. Synthese des 12 ligands et 2 références

I1.3.1. Synthese des ligands de la série A

Les six ligands de la série A peuvent étre séparés en deux catégories. D’une part des
ligands diamide-triazole (1 et 2) ou triamide-triazole (3) obtenus par un double couplage
peptidique et qui constituent la série Al, d’autre part trois ligands de type amide-amine-triazole

(4 - 6) formant la série A2 (Fig. 11.4.).

Les syntheses des ligands 1 et 2 sont réalisés en 4 étapes par un double couplage
peptidique suivi d’une réaction de cycloaddition de Huisgen. Le composé 3 est obtenu
directement a partir de 2 par acylation afin de pouvoir étudier 1’effet d’un ligand triamide sur la

complexation du technétium (Fig. I1.14.).

La figure II.15. montre les chromatogrammes obtenus pour ces trois ligands en RP-HPLC
(UV 220 nm). On remarque que le ligand 1 a tendance a conduire a un second composé avec le
temps (pic a tg = 17.3 min). S’agissant d’un thiol, il s’agit vraisemblablement d’un phénomene de

dimérisation par oxydation en disulfure.
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~ = 15ﬁ<0
HS OH s OH
17 o 18 o} [ o} 1N
c Q /_< d o /_4 e 2 /_4
— ?»NH HN —_— ?»NH HN~>\\—> ?»NH HN~>\\
STrt <\ STrt N\\N\/N ™ SH N\\N\/N "
o A 6 o L J

BocHN OH

BOCHN/—gN
<\ O o 19/_40 . . 2(;_{0 . (}» /_{o 2

_,?»NH HN~\\—. ?»NH HNW:\_.

NH,
NHBoc NHBoc N\\N/N\/Ph 2 N\\N/N\/

Fig. I1.14. : Synthese des ligands de la série Al: (a) TrtOH, TFA, rt, 3h, 92% ; (b) BocGlyOH, DCC, DIPEA, THF,
rt, 24h, 64% ; (c) 1) DCM/TFA (2/1), 0°C, 1.5h, 2) 15, DCC, DIPEA, DCM, rt, 24hn 50% ; (d) CuAAC procédure
n°l, 38% ; (e) TFA/TIPS/H,O (95/2.5/2.5), t, 2h ; (f) 1) DCM/TFA (2/1), rt, 1h, 2) BocGlyOH, DCC, DIPEA,
DMF, rt, 48h, 73% ; (g) CuAAC procédure n°2, 78% ; (h) (AcO),0, DIPEA, rt, 2h, 93%.

146 | 17,3

0,8 1

0,6 4

m/z=319.9

0,4

miz=345.3

02 17,6

Temps (min)

0,2 -

Fig.II.15. : Chromatogrammes RP-HPLC analytique des ligands 1 -3 (UV 220 nm). (m: 1,m:2,m: 3)
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Les ligands de la série A2 (4 a 6), de type amine-amide-triazole, sont obtenus en trois
étapes a partir du bromure de bromoacétyle. Apres une premiere réaction d’acylation en présence
de propargylamine, le motif variable de ces ligands est fixé par alkylation (réaction lente

nécessitant un chauffage a 50°C) (Fig. I1.16.).

21
a
PNy — PN g

o 4

~

= aTa
Q: \ e

oH N\\N/N\/Ph
24 /<° 25 /_40 (O °
f g
° b 0 e NH  HN - . NH  HN - NH  HN
e Sl e N o=
Br Br B HN \\

oBu 0Bu Ne N _Ph OH N Ph
22 4\\ \\N/ ~ \\N/N\/

26 P 27
/—4 i /—4 g /—4
h (NH HN - - (NH HN4>\\—> (NH HN4>\\
STrt 4\\ STrt \‘ Ph SH \ Ph

Fig. I1.16. : Synthese des ligands 4 a 6 : (a) TrtOH, TFA, rt, 2h, 86% ; (b) Propargylamine, Cs,CO;, DCM, 0°C, 30
min, quant. ; (¢) 2-aminophenol, Cs,CO3;, DMF, 50°C, 7], 38% ; (d) CuAAC Procédure n°1, 24%, (e) chlorhydrate de
tert-butylglycine, Cs,CO;, DMF, 50°C, 3j, 19% ; (f) CuAAC, Procédure n°1, 63% ; (g) TFA/TIPS/H,0 (95/2.5/2.5),
rt, 2h ; (h) 21, Na,CO;, DMF, 50°C, 24h, 48% ; (i) CuAAC, Procédure n°2, 54%.

Lors de la purification par chromatographie flash des composés 23 a 26, issus de ’alkylation, le
composé monoalkylé était le composé majoritaire. Néanmoins, d’autres composés visibles en
chromatographie sur couche mince et les rendements relativement faibles obtenus laissent penser
qu'un phénomene de dialkylation favorisé par le chauffage a 50°C a pu intervenir. Ceci est
illustré a la figure I1.17. dans le cas de la formation du composé 26 qui peut également conduire

au sous-produit dialkylé 26b.
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0 0 o) o

NH,
/_;(N ris— N{ﬂ_SN

Br +
Na,CO3 DMF [ [
m 50T STt m |ﬂ STr ﬂ

22 26 26b

Fig.I1.17. : Phénomene de dialkylation illustré sur la formation du composé 26

Comme précédemment, dans le cas du ligand thiol 6, on observe avec le temps la formation d’un
produit d’oxydation caractérisée par I’apparition d’'un pic secondaire (tg = 16.2 min) (Fig. I1.18).
Le phénomene observé entre 10 et 14 min (« bosse ») est attribuable a la colonne analytique
utilisée qui était vieillissante et est devenue inutilisable peu de temps apres cette expérience.
Néanmoins, dans un souci de cohérence, nous 1’avons utilisée pour caractériser I’ensemble des

ligands (voir aussi fig. 11.23.).

1 1

19,4

i

0,8 -

=
QNH HN—»\\
OH N\.NrNVPh

miz = 338.2

0,6

04 -

0,2 -

Temps (min)

-0,2 -

Fig. I1.18. : Chromatogrammes RP-HPLC analytique des ligands 4 - 6 (UV 220 nm). (m: 4, m: 5, m : 6)
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I1.3.2. Syntheses des 3 ligands de la série B1

Pour ces composés, le bloc fonctionnel est introduit par couplage peptidique sur la Cbz-Glycine
ou acylation par le bromure de bromoacétyle. L’alcyne précurseur du noyau triazole est introduit

via une réaction d’alkylation faisant intervenir la propargylamine ou le bromure de propargyle.

o 29 o 7
o o B ~ c =
/—4 a2 . /—< —_— NH  HN e NH HN
CbzHN OH CozHN  HN / /’”‘(7
4 HO Ph\/N\N// N HO
HO
30 31 o0 2 o 8
0 /<
/_<o d / f e f ! i g NH HN
— & W — NH HN _— NH HN _—
VAN DA = o = o
BuO // t8u0 Fh\/N\N/,N BuO Ph\/N\N//N Ho
35 o o 9
33 _ o 3 %
Q i ] k
tS/\/NHz LI >_\ - % - NH  HN /’,(7'\"4 HN‘>
NH  NHF NH N ‘> —
tS/\/ moc ’3/\/ ’\\ / o Ph\/N\N//N HS

Fig. I1.19. : Synthese des ligands 7 2 9 : (a) 2-aminophénol, DCC, DIPEA, THF, rt, 6h, 86% ; (b) 1)H,,Pd/C, MeOH,
89%, 2) Bromure de propargyle, rt, 48h, 24% ; (c) CuAAC Procédure n°1 ; (d) Chlorohydrate de fert-butylglycine,
Cs,CO3, DCM, 0°C, 30 min ; (e) Propargylamine, Cs,CO;, DCM , 50°C, 5j, 38% ; (f) CuAAC, Procédure n°2, 50% ;

(g) TFA/TIPS/H,0 (95/2.5/2.5), tt, 2h ; (h) FmocGlyOH, DCC, DMF, 1, 24h ; (i) 1) DMF/Pipéridine (4/1), tt, 3x5

min, 2) chlorure de propargyle, DCC, DMF, rt, 24h; (j) TFA/TIPS/H,O (95/2.5/2.5), rt, 2x1h; (k) CuAAC,
Procédure n°2, 24%.

L,

PN,

N HO

m/z=304.2

Temps (min)
-0,2

Fig. I1.20. : Chromatogrammes RP-HPLC analytique des ligands 7 -9 (UV 220 nm). (m : 7, m : 8§, m : 9)
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I1.3.3. Syntheses des 3 ligands de la série B2

Couplage peptidique de I'acide propiolique

Le couplage de I’acide propiolique a représenté une réelle difficulté dans la syntheése des
composés 10 a 12. Lors de tentatives de couplages par la voie classique (DCC, DIPEA dans le
DMF), on observait une réaction immédiate au moment de 1’ajout de la DIPEA se traduisant par
un noircissement de la solution. Dans ces conditions, la réaction conduisait a un mélange de

produits non identifiés.

En 2008, ces difficultés ont été évoquées dans le cas de la synthése sur phase solide, la
précipitation de I’acide propiolique étant observée lors de 1’ajout de DIPEA a un mélange acide
propiolique/HATU. Cette difficulté avait pu €tre contournée en pré-conditionnant la résine dans
une solution de DIPEA a 10% dans le DMF. Dans ces conditions le rendement de couplage tres
faible permettait néanmoins de réaliser la synthese en répétant le couplage a de multiples reprises

[44].

En solution, comme dans notre cas, 1’utilisation de DIPEA était donc impossible. Nous
nous sommes alors tournés vers la méthode de I’anhydride symétrique (Fig. I1.21.) qui ne
nécessite pas de DIPEA [45]. L’anhydride symétrique est formé par réaction de [’acide
propiolique avec le DCC, I’adduit acide-DCC réagissant a son tour avec une molécule d’acide
propiolique. L’amine vient alors réagir avec 1’anhydride, libérant une molécule de propiolate, ce

qui implique donc d’utiliser deux équivalents d’acide au cours de la premicre étape.

RNH, DCM
O  DCC,DCM 2, R—NH
_ { 0%, 10 min \(o% 0%, 1h puis rt, 24h
—_—
OH o';

o o

Fig.I1.21. : Couplage de I’acide propiolique par la méthode de I’anhydride symétrique.

Descriptif des syntheéses

Le couplage de I’acide propiolique étant une étape délicate conduisant a la formation de
plusieurs sous-produits visibles en chromatographie sur couche mince, nous avons souhaité éviter

I’utilisation de Fmoc-Glycine afin de réduire le nombre de composés (résidus de déprotection et

93



Chapitre II : Préparation d’une famille de ligands triazoles.

sous-produits) lors de la purification. Les composes 10 et 11 ont donc été préparés a partir de la
Cbz-Glycine. Le groupement carboxybenzyle présente en effet 1’avantage d’étre éliminé tres
proprement par hydrogénation catalytique et de conduire au produit déprotégé sans résidu de
déprotection tout en fournissant une amine libre non protonnée. Ainsi le couplage de I’acide
propiolique peut étre réalis€ sur un intermédiaire réactionnel obtenu pur. Cette approche
particuliere n’a tout de fois pas pu étre utilisée pour 1’obtention du composé 12 puisque les
protections carboxybenzyle et trityle ne sont pas toujours orthogonales, le trityle pouvant réagir

N

au cours de I’hydrogénation. Cette derniere synthese a donc été réalisée a partir de la Fmoc-

Glycine.

PAc N /N

CbzHN OH

o] 11
o X
CszN HN )‘ 4>: /,,?~ 4>: /—:?—NH HN4>:O
// PN /N \/N\N//N HO
HeN h ”EN:© 40
THSD Trs

4

/—< —i:mcCHN \ f —@ /—’?*NH HN—@ /—’?*NH HN—@
FmocHN OH @ // i /N

™S

Fig. I1.22. : Synthese des ligands 10 a 12 : (a) 2-aminophénol, DCC, DIPEA, THF, rt, 6h, 86% ; (b) 1) H,, Pd/C,
MeOH, 1.5h, 2) acide propiolique, DCC, DCM, 0°C, 1h, puis rt, 24h, 7% ; (c) CuAAC, Procédure n°2, 58% ; (d)
Chorohydrate de tert-butylglycine, DCC, DIPEA, THF, rt, 5h, 46% ; (e) 1)H,, Pd/C, MeOH, 1.5h, 2) acide
propiolige, DCC, DCM, 0°C, 1h, puis rt, 24h, 12% ; (f) CuAAC, Procédure n°2, 56% ; (g) TFA/TIPS/H,O
(95/2.5/2.5), rt, 2h ; (h) TrtOH, TFA, DCM, rt, 2h, 88% ; (i) 40, DCC, THF, rt, 24h, 72% ; (j) 1) DMF/Pipéridine
(4/1), 2) acide propiolique, DCC, DCM, 0°C, 1h, puis rt, 24h, 28% ; (k) CuAAC, Procédure n°1, 22% ; (1)
TFA/TIPS/H,0 (95/2.5/2.5), rt, 2h.
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Les chromatogrammes en RP-HPLC analytique de ces 3 ligands sont indiqués sur la
figure 1.23. et permettent de noter, la encore, un phénomene d’oxydation dans le cas du ligand

thiophenol 12, ce qui tend bien a accréditer la these de 1I’oxydation.

4 &

m/z=318.3

Temps (min)

02 4

Fig. I1.23. : Chromatogrammes RP-HPLC analytique des ligands 10 - 12 (UV 220 nm). (m : 10, m : 11, m : 12)

I1.3.4. Syntheses des deux ligands références

Les deux références 13 et 14 ont été synthétisées grace a une synthése convergente en phase

solide sur résine 4-méthoxytrityl cystéamine par un double couplage peptidique.

46 o
a 44 o b o)
NHF
ms/\/NH mS/\/NH NHBoc

Fig. [1.24. : Synthese des ligands références 13 (N,S,) et 14 (N;S) sur phase solide : (a) FmocGlyOH, DCC, rt, 3h ;
(b) 1) DMF/Pipéridine (4/1), 2) BocGlyOH, DCC, DIPEA, NMP, rt, 24h ; (c) 1) DMF/Pipéridine (4/1), 2) 15, DCC,
DIPEA, NMP, rt, 24h ; (d) TFA/TIPS/H,0 (95/2.5/2.5), rt, 2x30 min.
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o 13
0

0,8 o NH HN

m/z=209.2
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 T T
1 20 0

0.2 Temps (min)

Fig.I1.25. : Chromatogrammes RP-HPLC analytique des ligands 10 - 12 (UV 220 nm). (m : 13, m : 14)

Dans le cas du composé 13, un seul pic est observé, il n’y a donc probablement pas cyclisation

par formation d’un pont disulfure dans ces conditions.

I1.3.5. Conclusion

Nous avons réalisé ici la syntheése de 12 ligands tétradentates du technétium a noyau
triazole (1 — 12) et de deux ligands références non triazole, respectivement de type N,S, (13) et
N3S (14). Tous ces composés ont été obtenus avec une purett de plus de 93% mesurée par
HPLC (détection UV 220 nm). Comme on pouvait s’y attendre, les ligands thiols et thiophenol
ont tendance a s’oxyder avec le temps. La complexation du technetium s’effectuant en milieu
réducteur (voir chapitre 3), il n’est pas nécessaire de purifier a nouveau ces ligands juste avant

leur utilisation. (Tableau II.1.).

Lors de ces syntheses, les rendements obtenus a 1’éape de cycloaddition sont relativement faibles
et en contradiction avec les travaux antérieurs portant sur la chimie click. Ce phénomene pourrait
étre la conséquence de la structure méme des produits de cette réaction puisque les composés de
structure N3S ou N3O sont eux-mémes des ligands potentiels du cuivre utilisé pour catalyser la
réaction de cycloaddition dipolaire [46] (Fig. 11.26.). La majorité des précurseurs acétyléniques

engagés dans la cycloaddition de Huisgen, sont protgés. Par exemple, lors de la formation du
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triazole, les fonctions thiols sont protégées par un
groupement trityle. Néanmoins, on peut penser, comme
cela a déja été observée en présence de technétium ou de
rhénium [19], que la chélation peut entrainer leur

déprotection. Il est donc possible que le catalyseur soit

\
LNH

rendu «inactif » par le produit diminuant ainsi Fig. I1.26. : Les ligands N3S peuvent
considérablement les rendements. aussi complexer le cuivre [46].
. Fonction HPLC analytique Pureté . . MS+
Ligand c . Dégradation | (MH")
caractéristique (tr en min) HPLC .
observé)
1 SH 14,6 99% X 3199
2 NH2 17,3 99% 303,2
Type A 3 NHAc 144 93% 3452
4 Phénol 194 93% 338,2
5 COOH 14,3 97% 304,1
6 SH 14,1 97% X 306,2
7 Phénol 19,8 93% 338,2
Type B 8 COOH 15,7 98% 304,2
9 SH 19 94% X 3064
10 Phénol 18,1 96% 352,2
Type C 11 COOH 19,1 100% 318,3
12 Thiophénol 23 98% X 368 4
Références 13 N»S, 11,3 97% 191,9
14 N3S 6.9 95% 209,2

Tableau II.1. : Bilan des ligands et références synthétisés.
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Chapitre II — Partie expérimentale

Les procédures générales sont regroupées en annexe, en particulier les techniques de purification

(HPLC), d’analyse (RMN, RP-HPLC), et de synthese sur support solide en stratégie Fmoc.

Ile.1. Procédures de cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen

Procédure n°1

L’alcyne (1.0 équiv.) est mis en solution dans le minimum d’un mélange DMSO/H,O (9/1).
La L-Proline (0.2 équiv.), le carbonate de sodium (0.2 équiv.), le bromure de benzyle (1.0
équiv.), I’ascorbate de sodium (0.2 équiv., solution aqueuse molaire) sont ajoutés successivement.
CuS0O4,5H,0 (0.2 équiv., solution aqueuse molaire) et I’azoture de sodium (1.2 équiv.) sont
ajoutés au mélange qui devient vert pale. Le mélange est agité durant 24h a 65°C sous
atmosphere d’argon. La solution brune obtenue est versée dans de I’eau glacée, agitée durant 30
minutes puis extraite a 1’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont regroupées, séchées sur
sulfate de sodium anhydre et le solvant est évaporé sous pression réduite pour conduire au

composé désiré.

Procédure n°2

L’alcyne (1.0 équiv.) est mis en solution dans le minimum d’un mélange EtOH/H,0 (7/3). La
L-Proline (0.2 équiv.), le carbonate de sodium (0.2 équiv.), le bromure de benzyle (1.0 équiv.),
I’ascorbate de sodium (0.2 équiv., solution aqueuse molaire), CuSO4,5H,0 (0.2 équiv., solution

aqueuse molaire) et ’azoture de sodium (1.4 équiv.) sont ajoutés au mélange qui devient vert
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pale. Le mélange est placé sous agitation au micro-onde (300W, 80°C) dans un flacon scellé
durant 30 minutes. Le solvant est alors éliminé sous pression réduite et la solution brune obtenue
est reprise dans I’acétate d’éthyle puis lavée par une solution saturée de NaCl. Les phases
organiques sont regroupées, séchées sur sulfate de sodium anhydre et le solvant est évaporé sous

pression réduite pour conduire au composé désiré.

ITe.2. Syntheses des 12 ligands et 2 références :

ITe.2.1. Syntheses des 6 ligands de la série A

Série A1 : ligands 1 - 3

O 15. Le triphenylméthanol (5.2 g, 20.0 mmol) est dissous dans 60 mL de TFA

et I’acide mercaptoacétique (1.39 mL, 20.0 mmol, 10 équiv.) est ajouté.

S OH  Aprés 3h d’agitation a température ambiante sous atmosphére d’argon, le
TFA est éliminé sous pression réduit. Du toluene est chassé a 3 reprises sur le

solide orange obtenu conduisant a 15 sous la forme d’un solide blanc (6.12 g,18.3 mmol, 92%).
'H NMR (CDCl, 250 MHz) : § 7.31 (m, 15H, Trt), 3.05 (s, 2H, CH,); °C NMR (CDCl3, 62.5
MHz) : 6 176.0 (CO), 143.9 (C, Ph), 129.7 (C, meta Trt), 128.2 (C, ortho Trt), 127.1 (C, para

Trt), 67.3 (C, Trt), 34.6 (CHy).

16. La Boc-Glycine (2.63 g, 15.0 mmol) est dissoute dans 20 mL de
0

/< THF. La propargylamine (960 pL; 15.0 mmol, 1.0 équiv.) est
additionnée, suivie de la DIPEA (3.9 mL, 22.5 mmol, 1.5 équiv.) et

BocHN HN
\ du DCC (3.71 g, 18.0 mmol, 1.2 équiv.) puis I’ensemble est agité a
\\ température ambiante durant une nuit. Apres filtration du précipité,
le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit est dissous
dans le DCM et lavé par une solution d’acide citrique 10% (3 fois) et par une solution saturée de
NaCl. Les phases organiques sont regroupées, séchées sur sulfate de sodium anhydre, filtrées et le

solvant est évaporé sous pression réduite. Une purification par chromatographie-flash (éluent :

hexane/AcOEt 6/4, Rf = 0.37) conduit au composé 16 (2.04 g, 9.62 mmol, 64 %). '"H NMR
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(CDCl3, 250 MHz) : § 6.41 (s, 1H, N-CO), 5.30 (s, 1H, NH-CO0), 4.08 (dd, J = 52,J" = 2.5,
2H, CH2-C), 3.82 (d,J = 5.8, 2H, CH,-CO), 2.24 (t,] = 2.5, IH, C=CH), 1.46 (s, 9H, Boc) ; *C
NMR (CDCl, 62.5 MHz) : § 169.3 (CO amide), 79.3 (C, Boc), 77.4 (C=CH), 71.9 (C=CH),
29.2 (CH,-C=CH), 28.4 (CH3, Boc).

17. Le composé 16 (950 mg, 4.5 mmol) est déprotégé par 30 mL d’un
mélange DCM/TFA (2/1) durant 1h30 a 0°C. Apres évaporation du

O
o X

?;NH HN solvant, du toluene est chassé a 3 reprises. Le réactif déprotégé est
ST \ séché sous pression réduite et ajouté a 20 mL de DCM contenant le
composé 15 (1.503 g, 4.5 mmol ; 1.0 équiv.), la DIPEA (4.7 mL, 27.0
mmol, 6.0 équiv.) et le DCC (1.114 g, 54 mmol, 1.2 équiv.). Le mélange est agité une nuit a
température ambiante. Apres filtration du précipité, le filtrat est lavé par une solution d’acide
citrique 10% a 3 reprises et par une solution saturée de NaCl. Les phases organiques sont réunies,
séchées sur sulfate de sodium anhydre et filtrées. Le solvant est éliminé sous pression réduite et
I’huile obtenue est purifiée par chromatographie flash (éluent : hexane/AcOEt 4/6) pour conduire
au composé 17 sous la forme d’un solide brun (0.963 g, 2.25 mmol, 50%). '"H NMR (CDCl;, 250
MHz) : 6 7.27 (m, 15H, Trt), 3.99 (s, 2H, CH,-C=C), 3.59 (s, 2H, N-CH,-CO), 3.17 (s, 2H, S-
CH,-CO), 2.15 (s, 1H, C=CH) ; ®C NMR (CDCl;, 62.5 MHz) : § 169.1, 168.0 (2 CO), 143.8
(C,Trt), 1294, 128.2, 128.0 (CH, Trt), 77.2 (C=CH), 71.8 (C=CH), 43.5 (CH,-N), 35.5 (CH>-S),

29.1 (CH,-C=C).

o 18. Le composé 17 (214 mg, 0.5 mmol) est dissout

0 /—( dans 2.5 mL de DMSO/eau (9/1) et la L-proline (11.5
NH HN‘>\\ mg, 0.1 mmol, 0.2 équiv.), le bromure de benzyle

T (594 uL, 0.5 mmol, 1.0 équiv.), le carbonate de

N~ sodium (63.6 mg, 0.6 mmol, 1.2 équiv.), I’ascorbate

de sodium (50 uL de solution 1M, 0.1 équiv.),
CuS04,5H,0 (25 uL de solution 1M, 0.1 équiv.) et I’azoture de sodium (39.0 mg, 0.6 mmol, 1.2

équiv.) sont ajoutés suivant la procédure de cycloaddition n°1 pour conduire au composé 18 sous
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la forme d’un solide brun (107 mg, 0.19 mmol, 38%). 'H NMR (d¢-DMSO, 250 MHz) : 6 8.34
(t,J=55,1H,NH -CO), 8.17 (t,J° = 5.7, 1H, NH-CO), 7.92 (s, 1H, CH triazole), 7.32 (m, 20H,
CH Trt + Ph), 5.54 (s, 2H, CH,-Ph), 4.26 (d, J =5.5,2H, N-CH,-CO),3.58 (d,J =5.5,2H, N-
CH,-C=C), 2.83 (s, 2H, S-CH,-CO) ; *C NMR (CDCls, 62.5 MHz) : § 169.01 168.0 (CO,
amide), 143.7 (C, triazole), 129.4 — 127.8 (CH Ar, Trt + Ph), 127.0 (CH, triazole), 71.6 (C, Trt),
60.3 (CHy, Bn), 354 (CH,-C=C), 33.8 (N-CH,-CO), 29.0 (S-CH,-CO) ; ES (positive mode) :
m/z = 562.2 (MH*, 54%), 584.2 (MNa*, 100%), 600.1 (MK", 21%).

o} 1. Le composé 18 est déprotégé par un mélange

N /_( TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) pendant 2h a température
?;NH HN‘>\\ ambiante. Le solvant est évaporé sous pression réduite
SH N\\N\/N et le produit est repris dans un mélange eau/ACN

(4/1) et purifié par RP-HPLC semi-préparative (g =
17.4 min) pour conduire au composé 1 (3.0 mg). RP-
HPLC analytique : tg = 14.6 min (pureté = 99%) ; 'H NMR (CDCls, 250 MHz) : 6 7.45 (s, 1H,
CH-N-N=N), 7.39 (m, 2H, NH-CO), 7.25 (m, 5H, CH Ar), 5.50 (s, 2H, CH,Ph), 4.51 (d,J=5.5
Hz,2H, CH,-C=C), 3.95 (d,J = 5.5 Hz, 2H, N-CH,-CO), 3.27 (d,J =9.0 Hz, 2H, S-CH,-CO). ;
3C NMR (CDCl;, 62.5 MHz) : § 168.5, 167.6 (CO), 145.1 (C, triazole), 144.0, 129.1, 1288,
128.1 (CH Ar),123.0 (CH triazole), 65.9 (CH, Bn), 40.0 (CH», Gly). MALDI/TOF : m/z =319.9
(MH", 100%).

0 19. Le composé 16 (424.2 mg, 2.0 mmol, 1.0 équiv.) est déprotégé

) par une solution de TFA/DCM 1/1 (5§ mL) durant 1h a température
NH  HN ambiante. Apres évaporation sous pression réduite, du toluéne est
\ chassé sur le produit pour conduire a une huile rouge. Apres

NHBoc dissolution dans le DCM, la solution est neutralisée par ajout de
triéthylamine puis le solvant est évaporé pour conduire a une huile
jaune qui est utilisée sans purification. Cette huile est reprise dans 20 mL de DMF sec, la Boc-

Gly-OH (350 mg, 2.0 mmol, 1.0 équiv.) est ajoutée puis le pH est ajusté a 8 par addition de
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DIPEA. La DIPEA (420 uL, 2.4 mmol, 1.2 équiv.), est ajoutée suivie du DCC (0454 g, 2.2
mmol, 1.1 équiv.). Le mélange est agité durant 2 jours a température ambiante. Apres filtration
du précipité, le solvant est €liminé sous pression réduite. Le produit obtenu est dissout dans le
DCM est lavé par une solution d’acide citrique 10% a trois reprises, et par une solution saturée de
NaCl. Les phases organiques sont réunies, séchées sur sulfate de sodium anhydre et le solvant est
évaporé sous pression réduite. Le produit est précipité dans 1’hexane a 0°C et le composé 19 est
obtenu par filtration sous la forme d’un solide blanc (390 mg, 1.45 mmol, 73%). 'H NMR
(CDCl3, 250 MHz) : 6 7.15 (s, 1H, NH-CO), 7.07 (s, 1H, NH-CO), 5.44 (s, IH, NH Boc), 4.04
(m, 4H, CH, Gly + CH,C=C), 3.85 (d, J=5.7, 2H, BocN-CH,), 2.20 (t, 1H, J = 2.5, C=CH), 1.46
(s, 9H, Boc) ; C NMR (CDCls, 62.5 MHz) : § 170.5 (N-COO), 168.7 (N-CO), 71.5 (C=CH),
43.1 (CH; Gly), 29.2 (CH,-C=C), 28.4 (CH; Boc).

o 20. Le composé 19 (161.5 mg, 0.6 mmol) est dissous

Q /_( dans 4 mL d’EtOH/eau 7/3 et traité par la L-proline

?;NH HN‘>\\ (11.5 mg, 0.1 mmol, 0.2 équiv.), Na,SO,4 (10.6 mg,

NHBoG N\\\/N\/© 0.1 mmol, 0.2 équiv.), le bromure de benzyle (59.4

N uL, 0.5 mmol, 1.0 équiv.), I’ascorbate de sodium

(39.6 mg, 0.2 mmol, 0.2 équiv), CuSO4,5H,0 (100

uL de solution 1M, 0.2 équiv.), et I’azoture de sodium (45.5 mg, 0.7 mmol, 1.4 équiv.) selon la

procédure de cycloaddition n°2 pour conduire a 20 sous la forme d’une huile jaune (45.5 mg,

0.39 mmol, 78%). "H NMR (CDCls, 250 MHz) : 5 7.82 (s, 1H, CH triazole), 7.54 (s, 2H, NH-

CO), 7.33 (m, 5H, Ph), 5.77 (s, 1H, NH-COO), 5.44 (s, 2H, CH; Bn), 4.43 (s, 2H, CH,-C=C),

3.94 (s, 2H, CH; Gly), 3.78 (d,J = 4.3, 2H, CH, Gly), 1.39 (s, 9H, Boc) ; °C NMR (CDCl, 62.5

MHz) : 6 170.3, 169.2 (CO amide), 134.3 (C, triazole), 1290 — 128.1 (CH Ar, Bn), 80.0 (C,Bu),
54.2 (CHy, Bn), 49.1 (N-CH,-CO), 44.2 (CH,-C=C), 42.8 (N-CH,-CO), 28.2 (CHj3, rBu).
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2. Le composé 20 est traité par 10 mL d’un mélange TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) pendant 2h a

o)
O
?—NH HN~>\\
NH ( )
2 N\\N/N

température ambiante puis le solvant est évaporé
sous pression réduite. Le produit est dissous dans 5
mL d’un mélange ACN/eau (1/4) et purifié par RP-
HPLC semi-préparative (tg = 15.0 min) pour
conduire a 9.2 mg de composé 2. RP-HPLC
analytique : tg = 14.4 min, pureté = 99% ; "H NMR

(CDCls, 250 MHz) : 5 7.69 (s, 1H, CH triazole), 7.37 (m, SH, Ar Bn), 550 (s, 2H, CH, Bn), 4.40
(s, 2H, CH,), 3.87 (s, 2H, CH, Gly), 3.72 (s, 2H, CH, Gly); *C NMR (CDCl;, 62.5 MHz) : 5
182.8 (CO), 155.1 (CH triazole), 128.4, 127.8, 1274 (Ar CH), 46.6 (CH, Gly), 40.3 (CH,-C=C) ;

MALDI/TOF : m/z = 303.2 (MH", 100%).

3. Le composé 2 (4.6 mg, 0.015 mmol) est dissous
dans 200 L de DCM sec et traité successivement
par la DIPEA (15.6 L, 0.090 mmol, 6.0 équiv.) et
I’anhydride acétique (4.25 uL, 0.045 mmol, 3.0
équiv.). Le mélange est agité durant 2h a température

ambiante. Apres évaporation du solvant sous

pression réduite, le composé 3 est obtenu sous forme d’un solide blanc (4.8 mg, 13.9 mmol,
93%). RP-HPLC analytique : tz = 17.3 min, pureté = 100% ; '"H NMR (CDsCN, 250 MHz) : &
7.67 (s, 2H, 2 NH-CO), 7.25 (m, 5H, Ph), 6.83 (s, 1H, CH triazole), 5.48 (s, 2H, Bn), 4.58 (m,
2H, CH,-C=C), 2.02 (s, 3H, CHs) ; *C NMR (CDCl;, 62.5 MHz) : § 168.9 (CO), 154.9 (C,
triazole), 131.4, 128.4, 1274 (CH Ar), 123.9 (CH triazole), 39.2 (CH, Gly), 22.4 (CH3 Ac) ;
ES/MS (mode positif) : m/z = 345.3 (MH", 100%), 367.3 (MNa", 25%) , 383.2 (MK", 7%).

Série A2 : ligands 4 - 6

_/—STrt 21. Le chlorure de cystéamine (4.99g, 44.0 mmol, 1.1 equiv.) est traité par
HoN le triphenylméthanol (1041 g, 40.0 mmol) dans le TFA (100 mL) a

température ambiante durant 2h. Une coloration orange intense se forme.
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Le TFA est éliminé sous pression réduite et 100 mL d’eau puis 50 mL. de DCM sont ajoutés. Une
solution saturée de NaHCO; est ajoutée jusqu’a pH 7, un précipité blanc se forme. Apres
filtration, le solide blanc est séché sous pression réduite pour conduire au composé 21 (1545 g,
34.5 mmol, 86%). "H NMR (CDCls, 250 MHz) : § 7.24 (m, 15H, Trt), 4.24 (s, 3H, NH3), 2.47
(d,J =5.5,2H, CHx-N), 2.35 (d,J = 5.5, CH,-S) ; “C NMR (CD;OD, 62.5 MHz) : § 145 .4 (C,
Ar Trt), 1304 ; 128.9, 127.8 (CH, Ar Trt), 68.0 (C, Trt), 39.4 (CH,, N-CH,-CH,-S), 30.3 (CHa,
N-CH,-CH,-S).

o 22. La propargylamine (320 yL, 5.0 mmol) est dissoute dans 10 mL de

/_( DCM sec a 0°C. Le chlorure de césium (3.258 g, 10.0 mmol, 2.0 équiv.) et

Br HN le bromure de bromoacétyle (436 L, 5.0 mmol) sont ajoutés et le mélange
\ est agité durant 30 min a 0°C. Apres filtration, le solvant est évaporé sous

pression réduite et le composé 22 est isolé quantitativement sans

purification. '"H NMR (CDCls, 250 MHz) : § 6.70 (s, 1H, NH-CO), 4.09 (dd,J = 25,1 =50,
2H, CH,C=C), 2.27 (t,] = 2.5, 1H, C=CH) ; >C NMR (CDCl;, 62.5 MHz) : § 167.0 (CO), 77.9

(C=CH), 72.6 (C=CH), 30.2 (CH,-C=C), 27.7 (CH,-CO).

0 23. Le composé 22 (5.0 mmol) est mis en solution dans 10 mL

/—( de DMF et le carbonate de césium (1.629 g, 5.0 mmol, 1.0

NH  HN équiv.) puis le 2-aminophénol (0.546 g, 5.0 mmol, 1.0 équiv.)

oH \ sont ajoutés. Le mélange est placé sous agitation a 50°C pendant

7 jours. Apres filtration, le solvant est évaporé sous pression

réduite et le produit obtenu est purifié par chromatographie flash (éluent : hexane/AcOEt 6/4, Rf

= 0.12) pour conduire au composé 23 (0.387 g, 1.9 mmol, 38%) : '"H NMR (CDCl;3, 250 MHz) :

0 8.0 (s, 1H, OH), 7.25 (s, 1H, NH amide), 6.81 (m,2H, CH arom), 6.68 (m, 1H, CH arom), 6.48

(m, 1H, CH arom), 4.06 (dd,J =5.5 Hz, J’ = 2.5 Hz, 2H, CH,-C=C), 3.83 (s, 2H, CH,CO), 2.18

(t,J = 2.5 Hz, 1H C=CH); >C NMR (CDCl;, 62.5 MHz) : 5 171.6 (CO) ; 143.9 (C,,OH), 136.1
(CaNH), 121.0-111.5 (CH arom), 79.0 (C=CH), 71.6 (C=CH), 48.8 (C-CO), 36.7 (CH,-C=C).
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4. Le composé 23 (0.102 g, 0.5 mmol) est mis en
o solution dans 2 mL de DMSO/eau (9/1). La L-
Né_gN proline (11.5 mg, 0.1 mmol, 0.2 équiv.), Na,CO3
‘>:\ (63.6 mg, 0.6 mmol, 1.2 équiv.), le bromure de
\/© benzyle (594 uL, 0.5 mmol, 1.0 é&quiv.),
I’ascorbate de sodium (100 xL de solution 1M, 0.2
équiv.), CuSO4,5H,0 (100 xL de solution 1M, 0.2 équiv), et I’azoture de sodium (39.0 mg, 0.6
mmol, 1.2 équiv.) sont ajoutés successivement et le mélange est agité une nuit a 65°C sous argon
selon la procédure de cycloaddition n°1 pour conduire au composé 4 (39 mg, 0.12 mmol, 24%).
RP-HPLC analytique : tg = 19.4 min, pureté = 93% ; 'H NMR (CDCl3, 250 MHz) : 6 7.81 (s,
1H amide), 7.46 (s, 1H, CH triazole), 7.28 (m, 5H, Ar Bn), 6.89 (m, 4H, CH Ar), 542 (s, 2H,
CH, Bn), 4.35 (s, 2H, CH,-C=C), 4.08 (s, 2H, CH,CO), 2.20 (s, 1H, NH amine); “C NMR
(CDCl3, 62.5 MHz) : 6 171.8 (CO), 137.9 (CH-C=C, triazole), 136.9 (COH), 136.4 (CNH),
1344 (C, Ph), 129.2 — 125.9 (CH Bn), 123.3 (CH-C=CH, triazole), 122.5 — 116.3 (CH Phenol),
59.3 (CH; Bn), 57.6 (CCO), 32.0 (CH,-triazole) ; MALDI/TOF : m/z = 338.2 (MH", 100%).

24. Le composé 22 (875 mg, 5.0 mmol) est mis en solution dans

(0]
< 20 mL de DMF et le carbonate de césium (3.258 g, 10.0 mmol,
NH HN 2.0 équiv.) puis la fert-butylglycine (1.006g, 6.0 mmol, 1.2
O:<7 \ équiv.) sont ajoutés. L’ensemble est agité durant 3 jours a 50°C.
OtBu

Apres filtration, le solvant est éliminé sous pression réduite. Le
produit obtenu est repris dans le DCM et lavé par une solution
d’acide citrique 10% a 3 reprises puis par une solution saturée de NaCl. Les phases organiques
sont regroupées et séchées sur sulfate de sodium anhydre. Apres filtration, le solvant est évaporé
sous pression réduite. Le produit est repris dans le DCM et purifié par chromatographie flash
(éluent hexane/AcOEt 4/6) pour conduire au composé 24 (256 mg, 1.13 mmol , 19%). '"H NMR
(CDCl3, 250 MHz) : 6 3.99 (2H, dd,J =5.75 Hz, J’ = 3.25 Hz2H, CH,-CC)), 3.89 (d,J =5.25
Hz, 2H, CH,-CON), 3.24 (s, 2H, CH,COO), 2.17 (t,J = 2.5 Hz, 1H, C=CH), 1.39 (s, 9H, 1Bu) ;
BC NMR (CDCls, 62.5 MHz) : § 171.2 (CO-N), 161.2 (CO-0), 81.8 (C, tBu), 79.6 (C=CH),
71.3 (C=CH), 52.1 (C-CON), 51.6 (C-COO0), 28.6 (C-C=C), 28.0 (CH, 1Bu).
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25. Le composé 24 (113 mg, 0.5 mmol) est

/_( dissout dans 2 mL de DMSO/eau (9/1). La L-

NH  HN proline (11.5 mg, 0.1 mmol, 0.2 équiv.), Na,CO3

O:<7 ‘>t\ (63.6 mg, 0.6 mmol, 1.2 équiv.), le bromure de

N N benzyle (594 uL, 0.5 mmol, 1.0 é&quiv.),

I’ascorbate de sodium (100 gL de solution 1M,

0.2 équiv.), CuSO4,5H,0 (100 xL de solution 1M, 0.2 équiv.) et I’azoture de sodium (39.0 mg,

0.6 mmol, 1.2 équiv.) sont ajoutés successivement selon la procédure de cycloaddition n°2 pour

conduire au composé 25 (113 mg, 0.314 mmol, 63%). '"H NMR (CDCl3, 250 MHz) : 6 8.11 (s,

1H, NH-CO), 7.44 (s, 1H, CH triazole), 7.35 (m, 5H, Ph), 5.49 (s, 2H, CH,Ph), 4.52 (d,J = 5.8,

2H,CH,-C=C), 3.29 (s, 2H, CH,), 2.93 (s, 2H, CH,-CO,rBu), 2.02 (s, 1H, NH amine), 1.48 (s,

9H, rBu) ; *C NMR (CDCls, 62.5 MHz) : § 1662, 164.8 (CO), 132.0 — 126.5 (CH Ar, Bn),
122.3 (CH, triazole), 80.2 (C, tBu), 61.7 (CH,, Bn), 36.1 (CH,-C=C), 28.2 (CHj3, tBu).

0 5. Le composé 25 est déprotégé par une solution
/_( de TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) a température
:<7 NH HN‘>\\ ambiante durant 2h. Apres évaporation du
O —
solvant sous pression réduite, le solide obtenu
OH N X N
N est dissout dans un mélange eau/ACN (4/1) et

purifié par RP-HPLC semi-préparative (g =
14.6 min) pour conduire au composé 5 (7.1 mg). RP-HPLC analytique : tg = 14.3 min (pureté =
97%) ; "TH NMR (CDCls, 250 MHz) : § 7.35 (m, 5H, Ph), 5.48 (s, 2H, CH,Ph), 447 (s, 2H, CH,-
C=C), 4.25 (s, 2H, CH; Gly), 3.81 (s, 2H, CH,COO) ; 3C NMR (CDCls, 62.5 MHz) : § 1634,
162.0 (2 CO), 129.5, 128.4, 127.3 (CH Ar), 121.5 (CH triazole), 53.2 (CH,Ph), 51.8 (CH,-CO-
N), 48.9 (CH,-CO,H), 42.0 (CH,-C=C) ; MALDI/TOF : m/z = 304.1 (MH", 100%).

26. Le composé 22 (5.0 mmol, 1.0 equiv.) est mis en solution dans 20

mL de DMF et traité par NaCO; (1.06 g, 10.0 mmol, 2.0 équiv.). Apres

NH HN
( \ agitation durant 10 min a température ambiante, le composé 21 (2.58
STrt \
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g, 6.0 mmol, 1.2 équiv.) est ajouté. L’ensemble est agité durant 24h a température ambiante puis
le milieu réactionnel est filtré et le DMF est évaporé sous pression réduite pour conduire a une
huile incolore. Apres purification par chromatographie flash, le composé 26 (0.986 g, 2.38 mmol,
48%) est obtenu. "H NMR (CDCls, 250 MHz) : & 7.60 (s, 1H, NH-CO), 7.23 (m, 15H, Trt), 3.99
(dd,J =55, =25,2H, CH,-C=C), 3.10 (s, 2H, N-CH»-CO), 2.42 (m, 2H, N-CH,-CH>-S), 2.36
(m, 2H, N-CH,-CH,-S), 2.11 (t,J = 2.5, 1H, C=C-H), 1.79 (s, 1H, NH-Trt) ; *C NMR (CDCl;,
62.5 MHz) : 6 170.7 (CO), 144.7 (C, Trt), 126.8-129.6 (CH, Trt), 79.4 (C, C=CH), 71.5 (CH,
C=CH), 66.9 (C, Trt), 51.4 (N-CH,-C=C), 48.3 (S-CH,-CH,-N), 32.0 (CH,-C=C), 28.8 (S-CH»-
CH,-N).

0O 27. Le composé 26 (248.7 mg, 0.6 mmol, 1.2 équiv.)
/ 2 est dissout dans 2.5 mL d’un mélange EtOH/eau
( NH HN‘H (7/3). La L-proline (11.5 mg, 0.1 mmol, 0.2 équiv.),
T Na,COs (10.6 mg, 0.1 mmol, 0.2 équiv.), le bromure

STrt N S N
N de benzyle (594 uL, 0.5 mmol, 1.0 équiv.),

I’ascorbate de sodium (39.6 mg, 0.2 mmol, 0.2
équiv/), CuSOy, SH,0 (100 uL de solution 1M, 0.2 équiv.) et I’azoture de sodium (45.5 mg, 0.7
mmol, 1.4 équiv.) sont introduits successivement selon la procédure de cycloaddition n°2. L huile
brune obtenue est précipitée dans I’hexane a 0°C pour conduire au composé 27 sous la forme
d’un solide brun (176 mg, 0.32 mmol, 54%). '"H NMR (CDCl3, 250 MHz) : 6 7.81 (s, 1H, CH
triazole), 7.35 (m, 15H, Trt), 5.37 (s, 2H, Ar Bn), 4.46 (s, 2H, CH,-C=C), 3.40 (s, 2H, N-CH,-
CO), 293 (s, 2H, N-CH,-CH»-S), 2.47 (s, 2H, N-CH,-CH,-S); MALDI/TOF : m/z = 548.2
(MH", 100%)

6. Le composé 27 est déprotégé par un mélange

/_%O TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 2h a température

NH  HN ambiante. Apres élimination du solvant sous
‘>‘:\ pression réduite, le solide est repris dans un

SH N\\N _N mélange eau/ACN (4/1) et purifié par RP-HPLC

semi-préparative (tg = 15.7 min) pour conduire au

composé 6 (7.7 mg). RP-HPLC analytique : tg = 14.1 min (pureté = 97 %) ; 'H NMR (CDCls;,
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250 MHz) : 5 '"H NMR (CDCls, 250 MHz) : § 7.46 (s, 1H, CH-N-N=N), 7.34 (m, 4H, Ph), 5.44
(s, 2H, CH,Ph), 4.42 (s, 2H, CH,-C=C), 3.84 (s, 2H, CH,-CO-N), 3.24 (m, 2H, CH,, N-CH,-
CH,-S), 2.87 (m, 2H, CH,, N-CH,-CH,-S); *C NMR (CDCl, 62.5 MHz) : § 168.6 (CO amide),
137.3 (C, Triazole), 134.4 (C, Ar), 129.0 — 127.6 (CH Ar, Bn), 122.1 (CH, triazole), 59.1 (CH2,
Bn), 579 (N-CH,-CO), 56.1 (S-CH,-CH»-N), 40.5 (CH,-C=C), 344 (S-CH,-CH,-N);
MALDI/TOF : m/z = 306.2 (MH", 100%).

ITe.2.2. Syntheses des ligands de la série B1

0 28. La Cbz-Glycine (4.18 g, 20.0 mmol) est mise en solution dans
60 mL de THF anhydre. Le 2-aminophenol (2.18 g, 200 mmol,
CbzHN HN 1.0 équiv.), et le DCC (5.54 g,22.0 mmol, 1.1 équiv.) sont ajoutés

et le mélange est ajouté a température ambiante durant 6h. Apres

HO filtration du précipité, le solvant est évaporé sous pression réduite.

Le résidu obtenu est précipité dans un mélange AcOEt /huile de pétrole 2/1 (200 mL) pour
conduire au composé 28 sous la forme d’un solide blanc (5.15 g, 17.1 mmol, 86%). 'H NMR (d¢-
DMSO, 250 MHz) : 6 7.87 (s, 1H, amide), 7.35 (m, 5H, Ar Cbz), 7.22 (s, 1H, carbamate), 6.90
(m, 2H, CH Ar), 6.79 (m, 1H, CH Ar), 5.05 (s, 2H, CH2 Cbz), 3.83 (s, 2H, CH,); °C NMR
(CDCl3, 62.5 MHz) : 6 170.1 (CO amide), 148.9 (CO carbamate), 127.3 — 119.9 (CH Ar, Cbz,

A1), 56.5 (CH,, Cbz), 43.6 (CH, Gly).

o 29. Le composé 28 (0.9 g, 3.0 mmol) est dissous partiellement

/_( dans 35 mL de méthanol. Du Pd/C 10% (135 mg, 15% w/w)

NH  HN est ajouté et le mélange est agité vigoureusement sous
/ atmosphere d’hydrogéne (4 bar) durant 1.5 h jusqu’a
/ HO dissolution complete du composé 28. Apres filtration sur
célite, le solvant est évaporé sous pression réduite pour

conduire a un solide jaune pale (447 mg, 2.68 mmol, 89%). Dissout dans 15 mL de DMF, ce
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solide est traité par le bromure de propargyle (0.289 mL, 2.68 mmol, 1.0 équiv.) durant 2 jours a
température ambiante. Apres évaporation du solvant sous pression réduite, le composé obtenu est
purifié par chromatographie flash (éluant: hexane/AcOEt 7/3, Rf = 0.32) pour conduire au
composé 29 (0.132 g, 0.65 mmol, 24%). 'H NMR (de-DMSO, 250 MHz) : 56 9.22 (s, 1H, NH
amide), 7.0 (m, 4H, CH Ar), 3.55 (d,J = 2.5, 2H, CH»), 343 (s, 2H, CH), 2.32 (t,J = 2.3, 1H,
alcyne) ; °C NMR (CDCls, 62.5 MHz) : § 171.6 (CO), 148.3 (C-OH, Ar), 126.7 — 118.8 (CH
Ar), 80.5 (CH,-C=C), 72.6 (CH,-C=C), 50.9 (N-CH,-CO), 38.3 (CH,-C=C)

o 7. Le composé 29 (113 mg, 0.55 mmol) est

/_( mis en solution dans 1 mL d’un mélange

NH HN DMSO/eau (9/1). La L-proline (12.6 mg,
/ﬁ(i 0.11 mmol, 0.2 équiv.), Na,CO;3 (70.1 mg,
N\N//N HO 0.66 mmol, 1.2 équiv.), le bromure de

benzyle (654 uL, 0.55 mmol, 1.0 équiv.),
I’ascorbate de sodium (110 xL de solution aqueuse molaire, 0.2 équiv.), CuSO,4,5H,0 (110 uL de
solution aqueuse molaire, 0.2 équiv.) et I’azoture de sodium (42.9 mg, 0.66 mmol, 1.2 équiv.)
sont ajoutés successivement selon la procédure de cycloaddition n°1 pour conduire au composé 7
sous la forme d’un solide blanc. Ce solide est dissout dans 5 mL de mélange eau/ACN (4/1) et
purifié par RP-HPLC semi-préparative (tg = 21.7 min, 3.6 mg). RP-HPLC analytique : tg =
19.8, pureté = 93% ; 'H NMR (d¢-DMSO, 250 MHz) : 6 8.11 (s, 1H, CH triazole), 7.25 (m, 5H,
Ph), 7.18 (m, 4H, CH Ar), 5.53 (s, 2H, CH,-Ph), 3.78 (s, 2H, CH,), 3.18 (s, 2H, CH,) ; >C NMR
(CDCl3, 62.5 MHz) : 6 170.2 (CO amide), 147.9 (C-OH, Ar), 137.0 (C=C-CH,), 134.2 — 127.8
(CH Ar), 125.6 (C=C-CH,), 59.1 (CH,, Bn), 49.1 (CH,-CO), 45.6 (C=C-CH,) ; MALDI/TOF :
m/z = 338.2 (MH", 100%).

(0]

30. L’hydrochlorure de tert-butyl glycine (0.546 g, 5.0 mmol) est traité
Br HN‘>: par la DIPEA (1.39 mL, 10.0 mmol, 2.0 équiv.) dans 10 mL de DCM
(@]

durant 20 min a température ambiante. Le solvant est éliminé sous

)
>L pression réduite et le résidu est dissout dans le DCM sec. Le carbonate
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de césium (3.2 g, 10.0 mmol, 2.0 équiv.) puis le bromure de bromoacétyle (426 uL, 5.0 mmol,
1.0 équiv.) sont ajoutés successivement et le mélange est agité a 0°C pendant 30 min. Apres
filtration, le solvant est éliminé sous pression réduite pour conduire quantitativement au composé
30 sous la forme d’un solide blanc utilisé directement. "H NMR (CDCl3, 250 MHz) : 6 7.00 (s,
1H, NH amide), 3.93 (d, J = 5.0, 2H, CH>-N), 3.89 (s, 2H, CH,-Br), 1.45 (s, 9H, ‘Bu) ; ?C NMR
(CDCl3, 62.5 MHz) : 6 170.1, 168.9 (CO), 82.6 (C, tBu), 41.5 CH,-COO), 30.6 (CH;,Br), 28.1
(CHs, 1Bu).

o) 31. Le composé 30 (5.0 mmol, 1.0 équiv) est mis en solution dans

/_( 10 mL de DMF. Le carbonate de césium (3.2 g, 10.0 mmol, 2.0

/ N HN‘>:O équiv.) et la propargylamine (386 pL, 6.0 mmol, 1.2 équiv.) sont

/ / o ajoutés successivement et le mélange est agité pendant 5 jours a

>L 50°C. Apres filtration, le solvant est évaporé sous pression réduite

et le produit obtenu est repris dans le DCM puis lavé trois fois par

une solution d’acide citrique 10% et par une solution saturée de NaCl. Les phases organiques

sont réunies, séchées sur sulfate de sodium anhydre, filtrées et le solvant est évaporé sous

pression réduite. L’huile obtenue est purifiée par chromatographie flash (éluent : hexane/AcOEt

3/7) pour donner le composé 31 (434 mg, 1.92 mmol, 38%). '"H NMR (CDCl3, 250 MHZz) : o

7.49 (s, 1H, NH amide), 3.97 (d,J = 5.5, 2H, CH,CO,'Bu), 3.46 (d, ]’ = 2.5, 2H, CH,-CC), 3.33

(s, 2H, CH;, Gly), 2.24 (t,J’ = 2.5, 1H, alcyne), 1.82 (s, IH, NH amine). °C NMR (CDCl3, 62.5

MHz) : § 165.8, 164.3 (CO), 84.6 (C Bu), 79.5 (C=CH), 78.0 (C=CH), 39.0 (CH; Gly), 29.9
(CH; 'Bu); ES/positive mode : m/z = 360.3 (MH", 100%).

o 32. Le composé 31 (135.7 mg, 0.36 mmol, 1.2

/—( équiv.) est mis en solution dans 1.5 mL d’un

NH HN‘>: mélange éthanol/eau (7/3). La L-proline (6.9 mg,
N/ﬁ( S © 0,06 mmol. 02 équiv.), NayCOs (636 mg. 0.06
\N// >L mmol, 0.2 équiv.), le bromure de benzyle (35.6

uL, 0.3 mmol), I’ascorbate de sodium (23.7 mg,
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0.12 mmol, 0.2 équiv.), CuSO4,5H,0O (60 uL d’une solution aqueuse molaire, 0.2 équiv.) et
I’azoture de sodium (28.1 mg, 0.45 mmol, 1.5 équiv.) sont ajoutés successivement selon la
procédure de cycloaddition n°2 pour conduire au composé 32 (57 mg, 0.169 mmol, 50%). 'H
NMR (CDCl;, 250 MHz) : 6 7.46 (s, 1H, CH triazole), 7.40 (s, 1H, NH, amide), 7.35 (m, 5SH, Ar
Bn), 5.53 (s, 2H, CH, Bn), 3.96 (d,J = 5.5, 2H, CH,CON), 3.92 (s, 2H, CH,COO), 1.48 (s, 9H,
‘Bu) ; *C NMR (CDCls, 62.5 MHz) : § 129.6, 1292, 1289 (CH Ar), 574 (CH, Bn), 543
(CH,CON), 49.8 (CH,-CC), 41.5 (CH,COO), 28.5 (‘Bu); ES/mode positif : m/z = 360.3 (MH",
100%).

0 8. Le composé 32 est déprotégé par un mélange
/ é TFA/TIPS/eau  (95/2.5/2.5) a  température

NH HN
//(7 ‘>:O ambiante pendant 2h puis le solvant est évaporé
N:’//N HO sous pression réduite et le produit obtenu est
N séché. Le solide obtenu est dissous dans 5 mL

d’un mélange eau/ACN (4/1) et purifié par RP-
HPLC semi-préparative (tg = 17.3 min) pour mener au composé 8 (7.6 mg). RP-HPLC
analytique : tg = 15.7 min, pureté = 98% ; 'H NMR (CD;0OD, 62.5 MHz) : 6 8.07 (s, 1H, CH-
N-N=N), 7.37 (m, 5H, Ar, Ph), 4.26 (s, 2H, N-CH,-CO-0), 3.87 (s, 2H, CH,-C=C), 3.74 (s, N-
CH,-CO-N), 2.16 (s, 1H, NH amine); °C NMR (CDCls, 62.5 MHz) : 5 171.0 (CO, acide), 169.0
(CO, amide), 144.6 (C=C-CH,), 1374 — 1274 (CH Ar, Bn), 122.8 (C=C-CH,), 58.7 (CH,, Bn),
54.1 (CH,-CO-N), 49.2 (C=C-CH,), 41.3 (CH,-COOH) ; (ES/mode positif : m/z = 304.2 (MH",
100%).

o 35. La résine 4-méthoxytrityl cystéamine (0.7 mmol.g", 1.0 g, 0.7 mmol)
/—< est conditionnée dans le DCM (3 x 1 min) puis le DMF (3 x 1 min). Une

NH KN solution de Fmoc-Gly-OH (2.08 g, 7.0 mmol, 1.0 équiv.) dans 15 mL de
/ HS DMF puis de la DIPEA (1.2 mL, 7.0 mmol, 10.0 équiv.) sont ajoutés et
le mélange est agité durant 10 min. Le DCC (145 g, 7.0 mmol, 10

équiv.) est ajouté et le mélange est agité durant une nuit a température ambiante. Le test Kaiser
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est alors négatif. Les réactifs sont éliminés par filtration et la résine est lavée successivement par
le DMF (3 x 1 min), le DCM (3 x 1 min), et le méthanol (3 x 1 min). La résine est ensuite
conditionnée dans le DCM (3 x 1 min) puis le DMF (3 x 1 min) et traitée par un mélange
pipéridine/DMF (1/4) (3 x 5 min) puis lavée successivement par le DMF (3 x 1 min), le DCM (3
x 1 min) et a nouveau le DMF (3 x 1 min). Le test Kaiser est alors positif. La résine est traitée par
le chlorure de propargyle (774 uL de solution a 70% dans le toluene, 7.0 mmol, 10.0 équiv.) et la
DIPEA (1.2 mL, 10.0 équiv.) dans 10 mL de DMF a température ambiante durant une nuit. Le
test Kaiser est alors négatif. Apres lavage par le DMF (3 x 1 min) et le DCM (3 x 1 min), le
composé est décroché de la résine par une solution de TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 2 x 1h.
Les filtrats sont réunis et le solvant est évaporé sous pression réduite pour mener au composé 35.
"H NMR (CD;OD, 62.5 MHz) :  4.11 (m, 2H, CH,-CO), 4.02 (m, 2H, CH,-C=CH), 347 (m,
1H, SH), 3.02 (s, 2H, CH,-N), 2.92 (s, 2H, CH,-S); *C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) : § 164 .4
(CO), 78.1 (C=CH), 72.2 (C=CH), 56.2 (CH,CO), 37.6 (CH,-C=C), 324 (CH,-N), 29.7 (CH»-
S) ; MALDI/TOF : m/z = 4142 (MH", 100%).

o 9. Le composé 35 (103 mg, 0.6 mmol, 1.2 équiv.) est mis

/—< en solution dans 2.5 mL d’un mélange EtOH/eau (7/3).

//(7NH HN‘> La L-proline (11.5 mg, 0.1 mmol, 0.2 équiv.), Na,CO;

@\/NT//N HS (39.6 mg, 0.2 mmol, 0.2 équiv.), le bromure de benzyle

N (594 uL, 0.5 mmol, 1.0 équiv.), I’ascorbate de sodium

(39.6 mg, 0.2 mmol, 0.2 équiv.), CuSO4,5H,0 (100 uL

d’une solution aqueuse molaire, 0.2 équiv.) et I’azoture de sodium (45.5 mg, 0.7 mmol, 1.4

équiv.) sont ajoutés successivement selon la procédure de cycloaddition n°2 pour conduire a une

huile brune (36 mg) qui est purifiée par RP-HPLC semi-préparative (tg = 21.2 min) pour mener

au composé 9 (5.2 mg). RP-HPLC analytique : tzx = 19.0 min, pureté = 94% ; '"H NMR

(CD3;0D, 62.5 MHz) : 6 7.89 (s, 1H, CH-N-N=N), 7.34 (m, 5H, Ar Ph), 5.55 (s, 2H, CH,Ph),

449 (s, 2H, CH,-C=C), 3.87 (s, 2H, N-CH,-CO), 342 (t,J = 6.75 Hz, 2H, N-CH,-CH>-S), 3.09
(t,J = 6.75 Hz, 2H, N-CH,-CH,-S) ; MALDI/TOF : m/z = 306.4 (MH", 100%).
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ITe.2.3. Syntheses des ligands de la série B2

@) 36. Le composé 28 (1.50 g, 5.0 mmol) est mis en solution

O /—( dans 50 mL de méthanol et le Pd/C 10% (225.0 mg, 15%
NH HN w/w) est ajouté. Le mélange est agité pendant 2h sous

/ / " atmosphere d’hydrogeéne (4 bar). Apres filtration sur célite,

le solvant est évaporé sous pression réduite et le composé
obtenu (833 mg, 5.0 mmol, quant.) est dissout dans 20 mL
de DCM. L’anhydride symétrique est préalablement préparé par agitation durant 10 min a 0°C
d’un mélange d’acide propiolique (307.5 xL, 5.0 mmol, 1.0 équiv), et de DCC (1.134 mg, 5.5
mmol, 1.1 équiv.) dans 25 mL de DCM). L’anhydride symétrique ainsi formé est ajouté au
composé 36 déprotégé et agité durant lh a 0°C puis une nuit a température ambiante. Apres
filtration de la DCU, le solvant est éliminé sous pression réduite et le composé obtenu est purifié
par chromatographie flash (€luent : hexane/AcOEt 3/7) pour mener au composé 27 (78.5 mg,
0.36 mmol, 7%). "H NMR (CDCls, 250 MHz) : § 7.44 (d, J = 7.5, 1H, amide), 7.25 (s, 1H,
amide), 7.07 — 6.80 (m, 4H, CH Ar), 4.19 (s, 2H, CH2), 2.90 (s, 1H, CH alcyne).

(0] 10. Le composé 27 (78.5 mg, 0.36 mmol, 1.2

Q /_( équiv.) est mis en solution dans 1.5 mL de
R mélange EtOH/eau (7/3). La L-proline (6.9 mg,

N:’N//N HO 0.06 mmol, 0.2 équiv.), Na,CO; (6.36 mg, 0.06

mmol, 0.2 équiv.), le bromure de benzyle (35.6
pL, 0.3 mmol, 1 équiv.), ’ascorbate de sodium
(23.7 mg, 0.06 mmol, 0.2 équiv), CuSO4,5H,0 (60 uL de solution aqueuse molaire, 0.2 équiv.) et
I’azoture de sodium (28.1 mg, 0.45 mmol, 1.5 équiv.) sont ajoutés successivement selon la
procédure de cycloaddition n°2 pour conduire au composé 10 (73 mg, 0.21 mmol) qui est dissout
dans 5 mL d’un mélange ACN/eau (4/1). La solution est purifiée par RP-HPLC semi-préparative
(tr = 22.5 min) pour mener au composé 16 (7.6 mg). RP-HPLC analytique : t =18.1 min,
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pureté = 96%); 'H NMR (CDClz, 250 MHz) : 6 892 (s, 1H, NH amide), 8.20 (s, 1H, NH
amide), 7.99 (s, 1H, CH triazole), 7.40 — 6.60 (m, 9H, Bn, Ar), 5.49 (s, 2H, CH, Bn), 4.30 (s, 2H,
CH»); MALDI/TOF : m/z = 352.2 (MH", 100%).

o 37. 1a Cbz-Gly-OH (2.09 g, 10.0 mmol) est mise en solution dans 20

mL de THF sec puis I’hydrochlorure de tert-butyl glycine (1.67 g,

CbzHN HN 10.0 mmol, 1.0 équiv.) et le DCC (2.27 g, 11.0 mmol, 1.1 équiv.)

‘>:O sont successivement ajoutés. Le mélange est agit¢ durant Sh a

O>L température ambiante sous atmosphere d’argon. Apres filtration de la

DCU, le solvant est évaporé sous pression réduite et 1’huile incolore

obtenue est purifiée par chromatographie flash (éluent :

hexane/AcOEt 5/5, Rf = 0.32) pour mener au composé 37 (1.48 g, 4.6 mmol, 46%). '"H NMR

(CDCl3, 250 MHz) : 6 7.44 (s, 1H, NH amide), 7.34 (m, SH, Ph), 6.52 (s, 1H, NH carbamate),

5.12 (s, 2H, CH,-Ph), 3.92 (m, 4H, 2 CH,-CO), 147 (s, 9H, tBu) ; °C NMR (CDCl, 62.5

MHz) : 5 169.7, 168.6 (CO amide), 156.5 (CO carbamate), 135.9 (C Ph), 127.9 — 127.5 (CH Ar),
81.4 (C tBu), 66.3 (CH; Bn), 43.7 (CH,CON), 41.3 (CH,COO), 27.4 (CH3, tBu).

o 38. Le composé 37 (1.135 g, 3.0 mmol) est mis en solution dans 20

0 /_< mL de méthanol et le Pd/C 10% (170 mg, 15% w/w) est ajouté. Le
)‘NH HN mélange est agité durant 1h30 sous atmosphére d’hydrogéne (4 bar).
/ / ‘O>:O Apres filtration sur célite, le solvant est évaporé sous pression
>L réduite et le résidu est dissout dans 10 mL de DCM. L’anhydride

symétrique de 1’acide propiolique est préalablement préparé par

action du DCC (0.742 g, 3.6 mmol, 1.2 équiv.) sur l’acide

propiolique (221.4 uL, 3.0 mmol, 1.0 équiv.) dans 15 mL de DCM. L’anhydride symétrique est
ajouté au composé 38 déprotégé et le mélange est agité durant une nuit a température ambiante.
Apres filtration du précipité, le solvant est éliminé par pression réduite et le produit obtenu est
purifié par chromatographie flash (éluent : hexane/AcOEt 3/7) pour mener au composé 38 (84
mg, 0.35 mmol, 12 %). "H NMR (CDCls, 250 MHz) : § 4.03 (s, 2H, CH,), 3.93 (d, J = 5, 2H,
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CH,), 145 (s, 9H, Bu) ; *C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) : § 168.8, 168.5 (CO, amide + ester),
152.7 (C=C-CO0O), 82.5 (C=CH), 74.8 (C=CH), 42.8 (CH,-CO-N), 42.0 (CH,-C0O-0), 24.7 (CH3,
tBu).

0 39. Le composé 38 (60.0 mg, 0.25 mmol) est mis en
//?;Nﬁ_gN solution dans 1.5 mL d’un mélange DMSO/eau (9/1).
_ ‘>:o La L-proline (5.7 mg, 0.05 mmol, 0.2 équiv.), NayCOj3
@\/ (31.8 mg, 0.3 mmol, 1.2 équiv.), le bromure de
benzyle (29.7 uL, 0.25 mmol, 1.0 équiv.), ’ascorbate
de sodium (50 uL de solution aqueuse molaire, 0.2
équiv.), CuSO4,5H,0 (50 pL de solution aqueuse molaire, 0.2 équiv.) et I’azoture de sodium
(19.5 mg, 0.3 mmol, 1.2 équiv.) sont ajoutés successivement selon la procédure de cycloaddition
n°1 pour mener au composé 39 (52 mg, 0.14 mmol, 56%). "H NMR (CDCl 3,250 MHz) : 6 7.95
(s, 1H, CH-N-N=N), 7.32 (m, 5H, Ar Ph), 5.54 (s, 2H, CH,Ph), 4.33 (s, 2H, CH,-CO-0), 3.78 (s,
2H, CH,-CO-N), 1.24 (s, 9H, rBu) ; *C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) : 5 168.9, 168.8 (CO, amide
+ ester), 160.8 (C=C-CO), 142.9 (C=C-CO), 133.8 (C=C-CO), 1294 — 125.8 (CH Ar, Bn), 82.6
(C,tBu),54.7 (CHz , Bn), 43.0 (CH,-CO-N), 42.1 (CH,-CO-0), 28.1 (CH3, tBu)

o) 11. Le composé 39 est déprotégé par 10 mL d’un

Q /_< mélange TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) pendant 2h a

/;?; " HN‘>:O température ambiante. Le solvant est évaporé sous

©\/N\ N HO pression réduite et le produit obtenu est repris dans 5

mL d’un mélange eau/ACN (4/1) puis purifié par RP-

HPLC analytique (tg = 21.7 min) pour mener au composé 11 (5.1 mg). RP-HPLC analytique :

tg = 19.1 min, pureté = 100% ; "H NMR (CDCl 3, 62.5 MHz) : 5 7.72 (s, 1H, CH-N-N=N), 7.35

(m, 5H, Ar Ph), 5.59 (s, 2H, CH,Ph), 4.18 (s, 2H, CH,-CO-0), 3.62 (s, 2H, N-CH,-CO-N) ; *C

NMR (CDCls, 62.5 MHz) : 5 167.1, 166.0 (CO, amide + ester), 141.3 (C=C-CO), 128.7 (C=C-

CO), 128.7 — 128.1 (CH, Bn), 546 (CH,, Bn), 33.7 (CH,-CO-N), 31.8 (CH,-CO-O).
MALDI/TOF : m/z = 318.3 (MH", 100%).
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HN 40. Le 2-aminothiophenol (3.756 g, 30.0 mmol) est mis en solution dans 2.5
2
:@ mL de DCM et traité par le triphénylméthanol (7.8 g, 30.0 mmol, 1.0 équiv.)

S dans 25 mL de TFA durant 2h a température ambiante. Le solvant est évaporé
sous pression réduite et 1’huile obtenue est versée dans 200 mL d’une solution
saturée d’hydrogénocarbonate de sodium. Le produit est extrait au DCM a 3 reprises et les phases
organiques sont réunies et lavées par une solution saturée de NaCl puis séchées sur sulfate de
sodium anhydre. Apres évaporation du solvant sous pression réduite, le composé 40 est obtenu
sous la forme d’un solide blanc (9.64 g, 26.25 mmol, 88%). '"H NMR (CDCl3, 250 MHz) : 6
7.25 - 7.35 (m, 15H, Trt), 7.04 (m, 2H, meta CH Ph), 6.55 (m, 1H, ortho CH Ph), 7.45 (m, 1H,
para CH Ph), 3.85 (s, 2H, NH, amine) ; >C NMR (CDCls, 62.5 MHz) : § 150.1 (C-N, Ph),

144.4,130.0, 127.8, 126.9 (Trt), 118.9 (C-S, Ph), 117.2, 116.0 (CH, Ph), 71.0 (C, Trt).

41. La Fmoc-Gly-OH (1.485 g, 5.0 mmol, 1.0 équiv.) est dissoute
/- \ — dans 20 mL de THF anhydre. Le composé 40 (1.83 g, 5.0 mmol,

1.0 équiv.) puis le DCC (1.135 g, 5.5 mmol, 1.1 équiv) sont ajoutés
s successivement et le mélange est agité durant une nuit a
température ambiante. Apres filtration de la DCU, le solvant est
évaporé sous pression réduite. L’huile obtenue est reprise dans le DCM et purifiée par
chromatographie flash (éluent : hexane/AcOEt 7/3). Une huile incolore est alors obtenue qui
précipite dans 1I’hexane a 0°C pour mener au composé 41 (2.334 g, 3.61 mmol, 72%) sous forme
d’un sorlide brun. 'H NMR (CDCls, 250 MHz) : 6 7.75 (m, 2H, Fmoc), 7.59 (m, 2H, Fmoc),
7.40 (m, 2H, Fmoc), 7.27 (m, 18H, Trt + 3 CH Ar), 6.83 (m, CH Ar),4.39 (d,J = 2.5, 2H, CH,
Fmoc), 4.10 (t,J = 2.5, 1H, Fmoc), 3.62 (d,J = 50, 2H, CH,) ; *C NMR (CDCl, 62.5 MHz) : 5
143.5 (C, Fmoc), 141.3 (C-N, Ph), 137.6 (C, Fmoc), 129.6 (CH meta Trt), 127.8 (CH, ortho Trt),
125.0 (CH, Ph), 123.7 (CH, Ph), 120.0 (CH, para Trt), 61.2 (CH,, Fmoc), 44.9 (CH,, Gly).

42. Le composé 41 (1.62 mg, 2.5 mmol) est déprotégé par 20 mL

O
O / ':
NH HN@ d’un mélange pipéridine/DMF (1/4). Apres évaporation du solvant
/ / - sous pression réduite, le produit brut obtenu est repris dans 10 mL
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de DCM sec. L’anhydride symétrique de I’acide propiolique est préparé par la réaction de I’acide
propiolique (184.5 uL, 2.5 mmol, 1.0 équiv.) sur le DCC (257.9 mg, 1.25 mmol, 0.5 équiv.) dans
10 mL de DCM sec puis ajouté au composé 61 déprotégé. Le mélange est agité durant 10 minutes
a 0°C puis une nuit a température ambiante. Apres évaporation du solvant, le produit brut obtenu
est purifié par chromatographie flash (éluent : hexane/AcOEt 3/7) pour mener au composé 42
(0337 g, 0.71 mmol, 28%). "H NMR (CDCl;, 250 MHz) : 5 8.21 (s, 1H, NH amide), 8.09 (s,
1H, NH amide), 7.25 (m, 15H, Trt), 3.68 (d, ] = 5.0, 2H, CH,), 2.84 (s, 1H, alcyne) ; “C NMR
(CDCl3, 62.5 MHz) : 6 169.3 (CO, amide), 147.2 (HC=C-CO), 131.7 — 123.1 (CH, Ar), 88.1
(HC=C),76.2 (HC=C), 62.3 (C, Trt), 47.1 (CH,-CO-N).

43. Le composé 42 (0.238 g, 0.5 mmol, 1.0 équiv.)

0] /—< est mis en solution dans 2 mL d’un mélange

NH  HN DMSO/eau (9/1). La L-proline (11.5 mg, 0.1

@\/N—// N s mmol, 0.2 équiv.), Na,CO3 (63.6 mg, 0.6 mmol,
\N/

1.2 équiv.), le bromure de benzyle (59.4 uL, 0.5

mmol, 1.0 équiv.), I’ascorbate de sodium (100 uL
de solution aqueuse molaire, 0.2 équiv.), CuSO4,5H,0 (100 uL d’une solution aqueuse molaire,
0.2 équiv.) et I’azoture de sodium (39.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 équiv.) sont ajoutés successivement
selon la procédure de cycloaddition n°1 pour mener au composé 43 (69 mg, 0.11 mmol, 22%). 'H
NMR (CDCl3, 250 MHz) : 6 8.48 (s, 1H, NH amide), 8.32 (d, J = 8.2, 1H, NH amide), 8.10 (s,
1H, CH triazole), 7.30 (m, 22H, Trt + 2 CH Ar + Ph), 6.82 (t,J = 7.4, 2H, CH Ar), 5.55 (s, 2H,
CH»-Ph), 3.91 (d, ] = 8.2, 2H, CH, Gly) ; C NMR (CDCl, 62.5 MHz) : § 164.9 (CO, amide),
152.0 (C=C-CO), 1434 (C Arom, Trt), 141.4 (C=C-CO), 137.6 (C=C-CO), 129.6 — 1194 (CH,
Ar), 590 (C, Trt), 53.5 (CH,, Bn), 43.3 (CH,-CO-N).

o /< 12. Le composé 43 est déprotégé par un mélange

NH HN TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 2h a température

@\/ — ambiante. Apres évaporation du solvant sous
HS

N\N// N pression réduite, le comosé brut obtenu est repris
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dans 5 mL d’un mélange eau/ACN (4/1) et purifié par RP-HPLC semi-préparative (tg = 23.9 min)
pour conduire au composé 12 (4.7 mg). RP-HPLC analytique : tz = 23.0 min, pureté = 98% ; '"H
NMR (CDCl3, 250 MHz) : o 8.24 (s, 1H, NH-CO), 8.03 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH-CO), 7.88 (s,
1H, CH-N-N=N), 7.25 (m, 7H, Ar Bn + Ar), 6.78 (m, 2H, Ar), 5.50 (s, 2H, CH,Ph), 3.41 (s, 2H,
CH,-CO-N) ; C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) : § 164.9 (CH,-CO), 162.1 (C=C-CO), 146.7 (C-
NH, Ph), 141.1 (C=C-CO), 130.8, 129.2, 127.1 (CH, Ar), 121.9 (C=C-CO), 52.3 (CH,-Ph)43.0
(CH,-CO) ; MALDI/TOF : m/z = 368 4 (MH", 100%).

Ile.1.2. Syntheses des références 13 et 14

14. La résine méthoxytrityle cystéamine (1.0 g, 0.7 mmol.g™", 0.7 mmol)

/_(O est conditionnée dans le DCM (3 x 1 min), puis le DMF (3 x 1 min). La
}*NH HN Fmoc-Gly-OH (2.08 g, 7.0 mmol, 10.0 équiv.), la DIPEA (1.2 mL, 7.0
‘> mmol, 10.0 équiv.), puis le DCC (1.45 g, 7.0 mmol, 10.0 équiv.) sont

NH; HS ajoutés successivement dans 20 mL de DMF et I’ensemble est agité
durant 3h a température ambiante. La réaction est €pétée une seconde

fois pour assurer un couplage quantitatif (mémes quantités de réactifs). Le test Kaiser est alors
négatif. Les réactifs sont éliminés par filtration et la résine est lavée par le DMF (3 x 1 min), le
DCM (3 x 1 min) puis le DMF (3 x 1 min). La résine est ensuite déprotégée par une solution de
pipéridine dans la DMF (20%, 3 x 5 min). Le test Kaiser est alors positif. Aprés des lavages
successifs par le DMF (3 x 1 min), le DCM (3 x 1 min), et la NMP (3 x 1 min), la Boc-Gly-OH
(1.23 g, 7.0 mmol, 10.0 équiv.) en solution dans 20 mL. de NMP puis la DIPEA (1.2 mL, 7.0
mmol, 10.0 équiv.) et le DCC (1.45 g, 7.0 mmol, 100 équiv.) sont successivement ajouté.
L’ensemble est agité durant une nuit a température ambiante. La résine est alors lavée par la
NMP (3 x 1 min) et le DCM (3 x 1 min). Le test Kaiser est alors négatif. La résine est traitée a
deux reprises par un mélange TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 30 min. Les solutions sont
regroupées et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit brut ainsi obtenu est alors
repris dans 5 mL d’un mélange eau/ACN (4/1) et purifié par RP-HPLC semi-préparative (tg =

11.5 min) pour mener au composé 14 (9.4 mg). RP-HPLC analytique : tg = 7.1 min, pureté =
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97%) ; '"H NMR (CDCls, 250 MHz) : § 433 (d, J = 6.8, N-CH,-CO), 4.01 (s, 2H, NH,-CH,-
C0), 3.29 (m, 2H, CH,-N), 2.92 (s, 2H, CH,-S) *C NMR (CDCl;, 62.5 MHz) : § 171.7, 169.4
(CO, amide), 44.2 (N-CH,-CO-N), 43 4 (S-CH,-CO-N), 41.2 (N-CH,-CH,-S), 26.2 (N-CH,-CH,-
S). ; ES/mode positif : m/z = 191.9 (MH", 100%), 213.9 (MNa*, 24.5%), 229.9 (MK*, 7.1%).

o 13. La résine méthoxytrityle cystéamine (1.0 g, 0.7 mmol.g™", 0.7
o /_{ mmol) est conditionnée dans le DCM (3 x 1 min), puis le DMF (3 x 1
NH HN min). La Fmoc-Gly-OH (2.08 g, 7.0 mmol, 10.0 équiv.), la DIPEA (1.2
‘> mL, 7.0 mmol, 10.0 équiv.), puis le DCC (145 g, 70 mmol, 10.0
SH HS €quiv.) sont ajoutés successivement dans 20 mL de DMF et I’ensemble
est agité durant 3h a température ambiante. La réaction est répétée une
seconde fois pour assurer un couplage quantitatif (mémes quantités de réactifs). Le test Kaiser est
alors négatif. Les réactifs sont éliminés par filtration et la résine est lavée par le DMF (3 x 1 min),
le DCM (3 x 1 min) puis le DMF (3 x 1 min). La résine est ensuite déprotégée par une solution de
pipéridine dans la DMF (20%, 3 x 5 min). Le test Kaiser est alors positif. Aprés des lavages
successifs par le DMF (3 x 1 min), le DCM (3 x 1 min), et le DMF (3 x 1 min), le composé 52
(2.08 g, 7.0 mmol, 10.0 équiv.) dans 15 mL de DMF, la DIPEA (1.2 mL, 7.0 mmol, 10.0 équiv.)
et le DCC (1.45 g, 7.0 mmol, 10.0 équiv.) sont successivement ajoutés et 1’ensemble est agité
durant une nuit a température ambiante. Les réactifs sont éliminés par filtration et la résine est
lavée par le DMF (3 x 1 min) et le DCM (3 x 1 min). Le test Kaiser est alors négatif. La résine est
alors traitée par un mélange TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5), les filtrats sont regroupés et le solvant
est évaporé sous pression réduite pour conduire a un produit brut qui est repris dans 5 mL d’un
mélange eau/ACN (4/1) et purifié par RP-HPLC semi-préparative (tg = 11.5 min) pour conduire
au composé 13 (12.0 mg). RP-HPLC analytique : tg = 11.5 min, pureté = 95% ; '"H NMR
(CDCl3, 250 MHz) : 6 4.38 (s, 2H, N-CH,-CO), 3.88 (t, J = 7.0, 2H, CH,-N), 3.80 (s, 2H, S-
CH»-CO), 3.14 (t, J = 7.0, CH,-S) ; MALDI/TOF : m/z = 209.2 (MH', 100%) ; *C NMR
(CDCl3, 62.5 MHz) : 6 172.4,170.1 (2x CO, amide), 43.4 (N-CH,-CO-N), 41.8 (N-CH,-CH,-S),
27.9 (S-CH,-CO-N), 24.0 (N-CH,-CH»-S).
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Chapitre 111

Marquage des ligands et étude des complexes

Dans cette troisieme partie, nous avons évalué 1’aptitude des ligands synthétisés au
chapitre 2 a étre utilis€s comme base de départ pour la réalisation de traceurs technétiés. Pour
cela, nous avons effectué un double criblage de ces 12 ligands. En premier lieu, seuls les
ligands complexant efficacement et sans sous-produit le technétium ont été retenus. Parmi
ceux-ci, nous n’avons conservé que ceux ayant une stabilité intéressante en milieu biologique.

Le composé ayant passé avec succes ces deux étapes de sélection a alors été étudié in vivo.

III.1. Complexation de o par les ligands

Dans un premier temps, les complexes formés par I’ensemble des 12 ligands et deux
références ont été préparés. Pour effectuer cette premiere sélection nous avons utilisé un
protocole de complexation simple répondant aux impératifs d’une utilisation en milieu

hospitalier.

Comme nous I’avons vu au chapitre 1, le technétium est élué a partir d’un générateur
PMo/”™T¢ sous forme d’une solution de pertechnétate de sodium NaTcO, de nombre
d’oxydation + VII trés diluée (concentration de I’ordre du nanomolaire). La préparation de

complexes du cceur oxotechnétium (+V) impose donc de procéder a la réduction de ce dernier.
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Il existe un grand nombre de protocoles employés pour former des complexes de Tc(V) qui

peuvent étre regroupés en deux grandes catégories : la voie directe et la voie indirecte.

II1.1.1. Complexation par voie indirecte

La méthode de complexation indirecte du technétium est la plus répandue. Elle
consiste a préparer un complexe intermédiaire de stabilité moyenne qui subira un échange de

ligand pour conduire au complexe désiré selon 1’enchainement suivant :
TcO4s +L° — TcOL’

TcOL” + L — TcOL + L’

Cette méthode de complexation est particuliecrement adaptée lorsque le complexe
désiré (TcOL) est favorisé thermodynamiquement mais a une cinétique de formation lente.
Dans ce cas, le complexe intermédiaire TcOL’ qui a une vitesse de formation plus élevée est
lentement transformé en TcOL par
transchélation. En I’absence de cet o
intermédiaire, le technétium réduit
réagirait en milieu aqueux pour

conduire a un cceur dioxotechnétium

TcO,". Cette méthode est fréquemment
utilisée pour la préparation de

complexes de type N4 a N,S,. Elle peut

aussi étre employée pour préparer des
complexes bimoléculaires 3+1 [1-3]. W/I /”\ i
Différents  ligands  intermédiaires 5H o
peuvent &tre utilisés, les deux

principaux étant le gluconate et le Fig. IIL.1.: Les complexes intermédiaires ° "Tc-

Gluconate (en haut) et 99mTc-tratrate (en bas).

tartrate (Fig. II1.1.) de sodium (Tableau
III.1.).
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) L1ga,1n‘d . ,Agent Strupture du Rendement Référence
intermédiaire réducteur ligand
Gluconate de N3S 60% -98% [4-7]
sodium
N3S /NS, 80% [8]
N4 (9]
SnCl, [10]
Tigg?inde NS 45-60% (1]
[12]
NS, [13]
NS [14]
Glucoheptonate 90%
de sodium N,S, [15]
Glutarate de
sodium NsS NA [16]

Tableau III.1. : Formation de complexes Tc-N,S,  par la méthode indirecte : intermédiaires les plus utilisés.

II1.1.2. Complexation par voie directe

Lorsque la formation du complexe désiré est favorisée cinétiquement et
thermodynamiquement, il est possible d’utiliser une voie de synthese dite directe consistant a
réduire le pertechnétate de sodium directement en présence du ligand. Une fois le technétium

réduit, il est piégé par le ligand en solution.
Le bilan de la formation du complexe est donc le suivant :
TcO4 +red+ L — TcOL

En regle générale la préparation du complexe s’effectue en milieu aqueux ou dans
’alcool lorsque le ligand n’est pas suffisamment hydrophile. L’agent réducteur employé est le
plus souvent le chlorure d’étain (SnCl,) mais d’autres réducteurs comme 1’hydrosulfite de

sodium sont parfois employés (Tableau I11.2.).
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Ligand Réducteur Solvant Référence
H,O [17]
Ny SnCl,

MeOH [18]
N3S Na25204 Hzo [7]
SnCl, MeOH [19]

N,S,
Na,S,04 EtOH [20]

Tableau III.2. : Formation de complexes Tc-N,S,., par la méthode directe :
quelques conditions utilisées.

Les concentrations en agent réducteur et en ligand doivent étre particulicrement
élevées par rapport a la concentration en pertechnétate de fagon a favoriser la réduction de ce
dernier mais aussi faciliter le piégeage du cceur technétié par le ligand. Lors de la préparation
de complexes de 9mT¢, la solution de pertechnétate éluée est tres diluée (10 - 10° M) et ces
deux conditions sont facilement remplies. En revanche, lors de la préparation des mémes
complexes en rhénium ou en *¢Tc en quantités de 1’ordre du milligramme afin d’effectuer des
caractérisations, le métal est le ligand sont engagés en quantités stcechiométriques. Ce
changement de conditions peut se traduire par une cinétique de formation du complexe plus

lente et entrainer une diminution de 1’efficacité de complexation.

I11.1.2. Protocole employé pour le marquage des ligands

Tous les complexes seront formés en utilisant le méme protocole de complexation.
L’objectif de ce travail étant de développer une plateforme de base pour la réalisation de
traceurs pour I’imagerie médicale utilisable aussi bien pour des traceurs BFCAs que pour des
traceurs Tc-essentiels (voir Chap. I, [.1.3.b), il est important que le protocole de préparation
des composés soit simple, efficace et réalisable en milieu hospitalier. Seuls les ligands

complexant le technétium efficacement dans ces conditions seront étudiés ultérieurement.

Certaines €études de marquage de peptides ou oligomeres par la méthode indirecte
utilisant des motifs aussi efficaces que MAGs; (Chap. I, fig. I.10.e) mentionnent la présence de
complexes intermédiaires résiduels [11]. II s’agit d’une part de complexe Tc-Tartrate (Fig.
III.1.bas) dont I’apparition a pu étre réduite en chauffant Iégeérement pendant la complexation,

et de complexe Tc-MAG3 non conjugué a la biomolécule. Une optimisation des conditions
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suivie d’une repurification a permis d’éviter une perte de contraste consécutive a 1’injection

d’un mélange hétérogene de complexes.

Le protocole que nous avons employé est réalisé en milieu aqueux. La déprotonation

des différents sites de chélation est assurée

) R Li 1 équiv.

par I'ajout de soude (pH = 80 a 9.0 igand equy o
. ) ' SnCl, 3 équiv. millimolaire

environ) et le pertechnétate de sodium est NaOH 100 équiv.

réduit par le chlorure d’étain, agent i )

p & Na”™TcO, Sy L%e /solut10n nanomolaire
réducteur le plus répandu dans la littérature cliee
(Tableaux IIL1. et I1.2). Le ligand et > minutes 4 tempérafure ambiante
Tableau II1.3. : Conditions expérimentales de
I’agent réducteur sont introduits en complexation utilisées

concentrations millimolaires, tres
supérieures a la concentration de la solution nanomolaire de pertechnétate utilisée (Tableau

II1.3.). Ces concentrations sont donc parfaitement adaptées a un marquage direct efficace.

Le marquage a été réalis€é a température ambiante en 5 minutes. Ces conditions
permettent de ne retenir que les ligands les plus performants pour la complexation du métal.
Néanmoins, dans le cas ou la complexation n’a pas lieu, celle-ci est testée a nouveau dans des
conditions plus drastiques : 1h a 80°C afin de déterminer si I’absence de complexation est liée
aux exigences du protocole ou au ligand lui-mé€me. Dans chaque cas, le milieu de
complexation est ensuite analysé par RP-HPLC analytique couplée a un détecteur gamma
apres avoir ét¢ neutralis€ par ajout d’un volume d’'HCl (IM). L’étude des

radiochromatogrammes obtenus permet alors d’évaluer :

- La formation du complexe

- La formation d’éventuels sous-produits radiomarqués et/ou d’isomeres du
complexe

- La présence de technétium réduit témoignant d’une complexation non quantitative

du métal.

I11.1.3. Probléeme de I’asymétrie des complexes

Selon le type de ligand étudié, la formation de couples d’énantiomeres et de
diastéréomeres est possible du fait de la présence simultanée du cceur oxotechnétium d’une

part et d’une ou plusieurs amines tertiaires contraintes d’autre part. Ainsi, dans le cas des
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ligands a structure diamide, tels que 3, la présence dans le complexe d’un plan d’asymétrie
conduit a un couple d’énantiomeres (Fig.I1.2.). Bien qu’indifférentiables par les techniques de
chromatographie utilisées, ce facteur est a prendre en compte lorsque le traceur vise une cible

biologique hautement stéréosélective.

O OE @)
Enantioméres Ny N0 O N, N
/.. : - AN = Je,
74 /N O N lxl O N\ N
Bn Bn

Fig. I11.2. : Couple d’énantiomeres dans le cas de ligands diamides

D’autre part, dans le cas des ligands a structures amine-amide, I’amine secondaire
intervenant dans la complexation du métal possede un doublet pouvant alors adopter une

position axiale ou équatoriale par rapport au plan fictif de la molécule (Fig. I11.3.).

Equatorlal O Y ”4
TC&
N AX|aI ?ﬁ
N\N N”N
Bn
O
1 N 1
QN //Tc N//Tc
'Y sy 04  ant

Fig. [11.3. : Couple d’énantiomeres dans le cas de ligands amine-amide
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Malgré le possible « flip-flop » du doublet de I’amine qui entraine une racémisation
rapide, on se doit d’envisager une possible coexistance d’énantiomeres non interconvertibles

du fait de I’existence de barrieres énergétiques trop élevées liées a la forte contrainte stérique.

En outre, il est également possible d’envisager la formation de complexes aussi bien
neutres que chargés, la liaison Tc-N pouvant impliquer simplement le doublet de 1’azote
d’une amine (liaison dative au sens strict) ou au contraire résulter d’une déprotonation qui
géneére une charge négative globale. (Fig. II1.4.). Ainsi il est probable que la forme observée
in vivo, a pH physiologique differe de celle visualisée par HPLC (solvants contenant 0.1% de
TFA). La charge d’un complexe est un des facteurs pouvant influencer grandement son
excrétion: les complexes chargés ont tendance a étre éliminés par voie rénale, contrairement

aux complexes neutres.

© (@)
/ :O
0] N N OTN\ /Nj
NS Tc
T /T.C\ j A UN
S O S

N O
H

Fig. I11.4. : Un méme ligand peut conduire a des complexes neutres ou chargés

II1.1.3 Résultats et conclusions

Les tableaux IIl.4. a III.7. regroupent les résultats des tests de complexation des
ligands 1 a 12 ainsi que des deux composés références 13 et 14 via le protocole décrit ci-
dessus. La complexation dans des conditions « douces » (température ambiante, 5 min) a été
testée sur I’ensemble des ligands. L’ indication de conditions « dures » (80°C, 1h) signifie que

la complexation n’a pas lieu a température ambiante.
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Radio-HPLC du complexe

Ligand Complexe Conditions
(H:0 +0.1% TFA — ACN + 0.1% TFA en 30 min)
/ ZO
@) N\ /N 1t
1 T /Tc\
Il .
s’ o Ny AN 5 min
\
N—N
Ph
04
0o 0,35 173
/ é 03
Os_ _N N 80°C 025 o8 T
5 T \
Tc
/” 0,15
N O\N N 1h 04 10,9
H \'}l—N 0,05
Ph ° 5 0 15 Yop W s
-0,05
01 14,41 14,7
O 0,08
o) N N o
1t
3 T >-|I-I(< 0,04 73
N AN 5 min
N 0N,
N—N
Ph 04
10
-0,02
0,35
O 0,3
{: 0,25
NN 80°C
s @ N/
C
/1 o1
o BN 1h
\
N—N
—

Ph

25

Tableau. IIL.4. : Complexation du **Tc par les ligands 1 2 4 (Ligand : M, Complexe : W).
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Radio-HPLC du complexe

Ligand Complexe Conditions
(H,0 +0.1% TFA — ACN +0.1% TFA en 30 min)
o
80°C
5
/ i \ 1h
-0,05
/ :O
N N 80°C
N/
6 /Tc
S ICIJ AN N\ N 1h
\N—N
\—ph
o

N\ /N 80°C
7 Tc
([/N/g\ojij lh

/
N—N
Ph
- 5 126 157
o 0,25
~
N N 80°C 0,15
N/
8 TS 01 48
/ N/ICI)\O (@) lh 0,05
//
\/N‘N o EA 10 ""M"E TN RPN 2s T 30
Ph

-0,05

Tableau. I11.4. : Complexation du **™Tc par les ligands 5 4 8 (Ligand : M, Complexe : W).
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Radio-HPLC du complexe

Ligand Complexe Conditions
(H,0 +0.1% TFA — ACN + 0.1% TFA en 30 min)
0,14 19,3
17 144
o]
N N 80°C
AN
9 Tc
z N/g \S lh
1/
N—N
Ph—/
/ :o
o N N 80°C
10 G
Il
0N 1h
1l
N—N
ph—/
-10
0,16 3
0,14 [
Ero 0,12
01
o} N N 80°C -
N S
11 Tc/ :\l\ 0,06 £
Y N/ NG o 1h S
1/ 0,02
N—N : m .
Ph\/ 5 10 2 25 30
-0,02
0,14 51 16,4
0 0,12
ET 01 g 23,0
o N N 80°C =
AN
12 e D
yZ N/IC;\S 1h 0,04
// 0,02
N—N e ia el
Ph ° 10 15 20 25 30

Tableau. I1L.6. : Complexation du **™Tc par les ligands 9 4 12 (Ligand : M, Complexe : H).
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) . Radio-HPLC du complexe
Ligand Complexe Conditions

(H20 + 0.1% TFA — ACN + 0.1% TFA en 30 min)

0,25 -
0.2 14,5

_| @ 2
O it 0,15
/ 2 0,1
13 '
° N\ /N 5 min 0,05 -
AN j 04
S 0O

-0,05 -

0,25

0,2 1

0 @ 0,15
< " 01 {

Os__N N ]
\T / 5 min s
1N 01
N S
H

-0,05 -

14

Tableau II1.7. : Complexation du *™Tc par les ligands les référence N,S, et N;S (Ligand : M, Complexe : M).

On constate que 10 des 12 ligands étudiés ont nécessité des conditions réactionnelles
plus drastiques (80°C, 1h) car aucune complexation n’était observée dans les conditions
initiales (température ambiante, 5 min). Dans le cas des ligands, 4, S, 8, 10, et 12 ces
conditions réactionnelles plus séveres n’ont pas permis d’obtenir une complexation
quantitative. A chaque fois, nous avons observé un pic majoritaire (voire largement
prépondérant) vers 5 a 6 min correspondant au technétium réduit libre [21]. Dans le cas des
ligands 2, 3, 6,7 et 9, le chauffage et un temps de réaction plus long permettent d’observer la
disparition du technétium libre qui suggere que la complexation a bien eu lieu. Néanmoins,
plusieurs pics sont observés indiquant la formation de divers sous-produits ou de
diastéréomeres du complexe. Le chauffage a 80°C, s’il permet de mener la réaction a
complétion peut également favoriser la formation de plusieurs diastéréomeres, 1’énergie
fournie favorisant alors leur interconversion (conditions thermodynamiques). Ces ligands ne
sont pas adaptés a notre étude car les complexes associ€s nécessiteraient une purification

avant utilisation qui s’avére génante du fait de la courte demi-vie de *™Tc et des volumes
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élués en solution tres acide et a haute teneur en acétonitrile, impropre pour une injection in

Vivo.

Dans le cas des deux ligands 1 et 11, aucun technétium réduit résiduel n’est observé.

Le complexe *™

Tc-1 est obtenu quantitativement en 5 minutes sans nécessiter de chauffage
tandis que "obtention de *™Tc-11 est incompléte dans ces conditions. Un chauffage a 80°C
durant une heure permet néanmoins de finaliser la réaction. Ce résultat peut étre comparé a
ceux décrits dans la littérature concernant la complexations d’un cceur oxotechnétium par des

ligands N3S présentant un noyau imidazoyle

ou pyridyle impliqués dans la chélation du \ EO, HO o
métal (Fig. III.5.) qui sont obtenus avec des
o N\ / N O~_N N
rendements de marquage respectifs de 82 et T /Tc\ T \Tc/ l
I
/1
75 % dans des conditions optimisées [22]. Le S O N7 | S O\N -

ligand 1, qui complexe quantitativement le
technétium, est donc articulierement
p Fig. IIL.5. : Complexes de *™Tc a noyau pyridyle

performant. ou imidazoyle [22]

Les deux références, choisies pour leur aptitude a chélater le cceur oxotechnétium
conduisent effectivement aux complexes *"Tc-13 et **"Tc-14 quantitativement sans
nécessiter de chauffage ou un temps de réaction prolongé, comme cela a été décrit dans la

littérature.

ﬁ@ el
~

Os_ _N N
/||\ /ll\ T \T/
// /”\ H/|c|)\s

1 11 13 14

Fig. IIL6. : Les complexes *™Tc-1 et *™Tc-10 ainsi que les deux complexes références *™Tc-13 et *"Tc-14.
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99my

Dans la suite de cette étude, nous nous intéresserons aux complexes ~ Tc-1 obtenu

99my

quantitativement, au complexe Tc-11, qui se forme relativement aisément, et les

comparerons aux complexes références ™ Tc-13 et *Tc-14 (Fig. I11.3.).

II1.2. Etude in vitro des ligands retenus

Un radiopharmaceutique est généralement injecté au patient par voie intraveineuse.
C’est alors le sang qui va permettre sa biodistribution dans 1’organisme. Les complexes
technétiés ont tendance a s’accumuler préférentiellement dans certains organes et tissus qui
forment le tractus gastro-intestinal (foie, intestin, estomac). L’un des objectifs du
développement de traceurs est de limiter cette tendance a I’accumulation non souhaitée qui
vient parasiter le signal au niveau de la cible visée et diminue le contraste des images
obtenues. Il nous fallait donc nous assurer que les complexes retenus étaient bien stables dans

le milieu circulant in vivo avant d’aller plus loin dans cette étude.

Le sang est un milieu biologique

Sang humain

tres complexe. Chez 1’homme, il est
composé de plasma a hauteur de 55% et

d’éléments figurés ou cellules du sang

(globules rouges, globules blancs, Plasma (55%) Eléments figurés (45%)

Globules rouges

plaquettes) a hauteur de 45% (Fig. I11.7.). e
Le plasma est lui-méme constitué a 90%

d’eau, les 10% restant étant un mélange

Eau (90%) Solutés (10%)
Chez

Protéines (HSA, Globulines,
Fibrinogénes), nutriments,

I’homme, les trois principales protéines enames.

de protéines, de nutriments...

présentes dans le plasma sont 1’albumine _ » .
Fig. I11.7. : Composition moyenne du sang humain
(environ 55%), les globulines et le

fibrinogene.

Le devenir d’un radiopharmaceutique dans le sang est variable. Si le composé ne subit
aucune dégradation chimique et aucun métabolisme, il subsiste intact jusqu’a son élimination
de ’organisme et peut étre considéré comme stable. A I’inverse, un composé peut étre
dégradé par certains composés présents dans le sang: glutathion [23, 24], nombreuses

protéines du plasma [25]. A titre d’exemple, la Serum Albumine Humaine (HSA) peut réagir
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non enzymatiquement par la fonction thiol libre (Cys 34) qui peut entrainer une dissociation
réversible ou non du complexe. La transferrine, protéine du sang dont le role biologique est
d’assurer le transport du fer, peut également entrainer la dégradation de complexes technétiés
par transchélation [25]. La transferrine ayant la propriété d’étre tres présente au niveau des
foyers d’inflammation, cette dégradation a d’ailleurs pu étre mise a profit avec des traceurs
tels que le ®’Ga-citrate. Dans 1’organisme, ce traceur est dégradé pour conduire 2 *'Ga-

transferrine qui permet de visualiser I’inflammation [26, 27].

Enfin, il est possible d’observer un phénomene d’adsorption sur les protéines du
plasma. Ce dernier cas n’est toutefois pas toujours un inconvénient. En effet certaines
protéines et en particulier la serum albumine humaine (HSA) jouent un réle de transporteur
pour des composés chimiques ou certains cations. En outre 1’albumine peut étre dégradée au
niveau de certaines cellules (en particulier les cellules tumorales) qui utilisent les acides
aminés la constituant pour se développer. Ainsi certains radiopharmaceutiques sont
développés actuellement dans le but d’atteindre les tumeurs en utilisant 1’albumine comme

vecteur [28].

Afin de déterminer parmi les composés que nous avons préalablement sélectionné
ceux qui feront I’objet d’une étude in vivo, nous avons étudié la stabilité des complexes M.
1 et ®™Tc-11 en plasma murin et avons comparé les résultats 2 la méme étude effectuée sur

les deux références *™Tc-13 et **™Tc-14.

I11.2.1. Protocole et résultats des études cinétiques.

Le sang est composé a 55% de plasma contenant des protéines plasmatiques (Fig.
II1.4.) dont le rdle est de transporter des substances dans I’organisme telles que les molécules
alimentaires (glucose, lipides, ...), et les déchets du métabolisme (urée, ...). C’est aussi le
plasma qui va transporter dans 1I’organisme les radiopharmaceutiques injectés au patient. C’est
pour cette raison que des études de stabilité in vitro en plasma murin précedent en regle

générale toute étude in vivo afin d’évaluer la résistance du complexe en milieu circulant.

Cette étude consiste en 1’incubation a 37°C d’un volume de plasma murin contenant le
complexe étudié a haute dilution, reproduisant les conditions in vivo. A intervalles de temps
réguliers, un aliquot est prélevé et sa composition est analysée par radio-HPLC. Afin d’étre
injecté en HPLC, il est indispensable de se débarasser préalablement des protéines de grande

taille présentes dans le plasma. Il existe plusieurs techniques permettant de précipiter ces

138



Chapitre III : Marquage des ligands et étude des complexes

protéines. Les deux plus courantes sont la précipitation par ajout d’un solvant miscible a
I’eau : méthanol, éthanol, isopropanol, ou acétonitrile [29-31], et la précipitation par
acidification : acide trifluoroacétique (TFA), acide trichloroacétique (TCA), acide
dicholoroacétique (DCA) [32]. La technique utilisée jusqu’a présent au laboratoire consistait a
précipiter les protéines au méthanol [21]. Cette méthode présente cependant un inconvénient
majeur : la présence du méthanol entraine la majeure partie du produit dans le pic d’injection
lors d’une étude par HPLC. La solution pour s’affranchir de ce probléme consiste a diluer
fortement 1’échantillon dans I’eau, mais elle introduit un biais dans la mesure lié a une baisse
de résolution des radiochromatogrammes. Nous nous sommes donc tournés vers une méthode

de précipitation par acidification au moyen d’une solution de TFA (10%).

Afin de nous assurer que la méthode de précipitation employée n’avait aucun effet sur les
complexes étudiés, et en particulier qu’aucune dissociation des complexes n’avait lieu, nous
avons effectué une étude de stabilité dans les conditions de précipitation en 1’absence de
plasma (remplacé par un volume équivalent d’eau). Les radiochromatogrammes indiqués a la

figure IIL.8. ont ainsi été obtenus avec le composé **™Tc-1.

08 1 t=0 min t=2h

0,7 1

0,4 -
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Fig. 1I1.8.: Stabilité de **"Tc-1 en milieu acide dans les conditions de précipitations des protéines

plasmatiques.
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On constate qu’apres 2h, les échantillons prélevés ne contiennent aucun produit de
dégradation, le complexe est toujours présent et intact (Fig. I11.8.). L’emploi de cette méthode
de précipitation a donc été validée. Une fois les protéines précipitées, le surnageant est

légerement dilué de facon a réduire la proportion d’acide, puis étudié par radio-HPLC.

Les études cinétiques réalisées sur les deux composés et deux références ont été
réalisées en utilisant du plasma murin frais de souris Balb-C obtenu par centrifugation de
prélevements sanguins. Une solution fraichement préparée de complexe (nanomolaire) est
ajoutée au plasma (complexe/plasma 1/9) et incubée a 37°C pendant 6h. A intervalles de
temps réguliers, un échantillon de la solution est prélevé et les protéines sont séparées par
précipitation et centrifugation. L’échantillon est alors analysé par radio-HPLC. La figure II1.9.
montre "allure des chromatogrammes obtenus, ici dans le cas de *"Tc-1 en tenant compte de

la décroissance du technétium entre les deux injections.

1 =
e t=0 min t=2h
08 -
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0,1 - !\\
0 T

0 5 10 15 20 25 30
Temps (min)

Fig. I11.9. : Radiochromatogrammes de *™Tc-1 aprés incubation en plasma murin 2 37°C.

La proportion de technétium résiduel dans I’échantillon peut alors étre évaluée en
mesurant le rapport de 1’aire correspondant au complexe a I’instant t = 2 h et de cette méme

aire a t = 0 min. Dans le cas de la figure II1.9., 1a valeur de ce rapport est de 0.9. Cela signifie
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que seuls 90% de I’activité a été retrouvée deux heures apres le mélange dans un échantillon
prélevé et étudié de la méme facon. Ces radiochromatogrammes permettent également de

suivre I’apparition d’éventuels produits de dégradation caractérisés par des pics nouveaux.

Toutes ces mesures permettent de tracer les courbes reflétant I’évolution en fonction
du temps d’incubation a 37°C du pourcentage de complexe résiduel dans les échantillons

prélevés (fig. I11.10.).
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Fig. I11.10. : Cinétiques de dégradation en plasma murin (concentration nanomolaire, 37°C, 6h) des complexes

présélectionnés (™Tc-1: ¢, "Tc-11 : M) et des deux références (N,S,, ™ Tc-13 : A et N5S, *"Tc-14: ©)

La premiere indication donnée par ces courbes est que chacun des complexes étudiés

présente une stabilité supérieure a 60% apres 6h d’incubation en plasma murin a 37°C.

Le complexe référence 99mTe-13, obtenu 2 partir du ligand N,S; est plus stable que son
homologue **"Tc-14 obtenu 2 partir du ligand N3S (90% contre 63%). Cette différence de
stabilité entre complexes Tc-N,S, et Tc-N3S a déja été décrite dans la littérature [20] et
s’explique par un recouvrement particulicrement favorable des orbitales d du métal et p du

souffre dans les complexes a géométrie pyramidale a base carrée.
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Le complexe *™Tc-11 présente une stabilité d’environ 60% 2 6h. Cette stabilité reste
intéressante mais bien inférieure A celle observé pour *’"Tc-1 et comparable au résultat
obtenu avec la référence N3S. On peut donc penser que la présence d’un seul thiol chélatant
explique cette diminution de stabilité. Dans la suite de cette étude nous porterons uniquement

notre attention sur le complexe **™Tc-1.

Ainsi le complexe *™Tc-1 donne des résultats trés encourageants puisque 1’on observe
plus de 90% de complexe résiduel apreés 6h d’incubation. Compte tenu des difficultés
techniques inhérentes a la mesure effectuée a t = 0 min et de 1’allure de pallier observée par la
suite, on peut penser que cette variation soudaine dans la premiere demi-heure d’incubation
est le résultat d’un artefact lié a I’expérience. Cette analyse est d’autant plus 1égitime que les
radiochromatogrammes obtenus lors de I’étude cinétique n’indiquent aucune formation de
produit de dégradation (fig. II1.6.), toute I’activité mesurée dans le surnageant correspondant

au complexe.

I11.2.2. Etude du pallier

Aprés une brusque mais légere décroissance, la courbe de stabilité de *™Tc-1 en
plasma murin présente une allure de pallier au-dela d’une heure d’incubation a 37°C (Fig.
I1.7.). Cette allure pourrait suggérer qu'un des constituants du plasma interagit avec le
complexe en le dégradant ou en I’entrainant par adsorption. La figure II1.6. indique qu’aucun
complexe de dégradation n’est observé. Il ne reste donc que la possibilité d’une adsorption,
délétere ou non, du complexe sur une protéine plasmatique comme 1’albumine, ou une
réaction d’échange de ligand entre le complexe et une protéine (avec la Cys 34 de la HSA par
exemple). Dans les deux cas, une baisse d’activité dans le surnageant apres précipitation des
protéines plasmatiques et une augmentation de celle mesurée dans le culot de protéines obtenu

devraient étre observée.

Pour confirmer ou infirmer cette hypothese, nous avons évalué I’effet sur ce pallier
d’une variation du rapport initial [solution de *™Tc-1] / Plasma. Dans les conditions de
I’étude de stabilité, le volume de solution de complexe fraichement préparée correspond a
10% du volume total de 1’échantillon. Pour cette étude du pallier, nous avons fait varier cette
proportion de 2 a 30%. Comme pour la figure III.9., les radiochromatogrammes
correspondant aux temps t = 0 min et t = 2h ont été obtenus pour chacun des échantillons et le

taux de complexe résiduel (correspondant a la hauteur du pallier) a été estimé. La valeur t =
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2h a été choisie car a cet instant, le pallier est clairement établi et ne varie plus dans la suite de

I’étude cinétique.

La figure III.11. montre I’évolution du pourcentage résiduel de complexe *™Tc-1
apres 2h d’incubation en plasma murin a 37°C. On constate que ce pourcentage résiduel
n’évolue pas et reste égal a la valeur obtenue dans le cas de 1’étude cinétique (10% de solution
de complexe dans le plasma) malgré les dilutions successives qui correspondent a une
augmentation du ratio [Protéines plasmatiques] / [Complexe]. Ce premier résultat montre que
la quantité de protéines plasmatiques, en particulier la serum albumine, présentes dans le
milieu d’incubation ne sont pas responsables de la nette diminution observée dans la premiere

demi-heure de 1’étude cinétique.
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Fig. IT1.11. : Evolution du pourcentage de complexe résiduel apres 2h d’incubation en plasma murin lorsque la

proportion initiale de complexe varie.

Durant cette étude, les activités des précipités et surnageants ont également été
mesurées apres précipitation des protéines du plasma et séparation par centrifugation afin

d’étudier une éventuelle adsorption du complexe sur une protéine plasmatique [25].
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L’évolution de la proportion d’activité recueillie dans le surnageant est reportée sur la figure
III.12. En cas d’adsorption du complexe sur les protéines du plasma, I’activitée mesurée dans
le culot de protéines devrait augmenter lorsque le ratio [Protéines plasmatiques] / [Complexe]
augmente. Les courbes obtenues indiquent que 1’activité mesurée au niveau du culot de
protéine évolue tres peu apres deux heures d’incubation en plasma. L’adsorption aux
protéines du plasma est donc un phénomene treés rapide, qui n’est pas visible du fait des
conditions opératoires et du temps nécessaire pour précipiter les protéines et les isoler.
D’autre part, le rapport [Activité du surnageant] / [Activité du culot de protéines] n’évolue
quasiment pas (environ 10% d’augmentation). L.’adsorption du complexe ou d’un produit de
démétallation par une protéine du plasma ne semble donc pas €tre a I’origine de cette allure de
pallier qui est plus vraisemblablement imputable a des erreurs de mesures aux temps courts.
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Fig. I1.12. : Evolution du pourcentage d’activité mesuré dans le surnageant lors de la précipitation des protéines

du plasma a t = 0 min () et t = 2h (m).

Ainsi, a Dissue de la premidre sélection, deux complexes (*"Tc-1 et *™Tc-11) se
distinguent des 10 autres par leur meilleure aptitude a complexer le cceur oxotechnétium.
Parmi ces deux complexes, *"Tc-1 a ’avantage de complexer quantitativement le métal en 5
minutes a température ambiante. L’étude de stabilité réalisée in vitro a mis en évidence une
excellente stabilité en plasma murin du complexe 9™ 1, bien supérieure a celle observée

pour **"Tc-11 et comparable 2 un complexe référence a ligand N,S,. Ce complexe est donc le
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seul hit issu du double criblage décrit ci-dessus. Nous avons choisi de porter notre intérét sur
ce complexe pour les études in vivo. Pour des raisons pratiques, nous le mentionnerons
désormais sous le nom de TriaS-"""Tc, rappelant ainsi que sa structure présente un noyau

triazole et un groupement thiol impliqués dans la complexation.

I11.2.3. Etude de la compétition par la cystéine

Nous avons vu précédemment que I’albumine présente dans le plasma était considérée
comme une des causes de |’adsorption des radiopharmaceutiques sur les protéines
plasmatiques. Ceci est dii essentiellement a I’un de ses acides aminés, la cystéine 34 dont le
groupement thiol trés disponible peut réagir pour former des ponts disulfures par exemple
[33]. Le sang contient également d’autres thiols circulants tels que la cystéine, I’homocystéine
et le glutathion [34, 35]. Le glutathion en particulier est essentiel dans le sang puisque, sous sa
forme réduite (GSH), il protege les cellules des agents oxydants et participe au métabolisme
de certains composés. On le trouve a une concentration moyenne de 2.5 nM dans le sang
humain, et de facon plus importante au niveau cérébral (3 mM). Il est impliqué dans les
mécanismes permettant la dégradation des composés ayant traversé la barriere hémato-
encéphalique, les rendant plus hydrophiles et inaptes a étre rétrodiffusés.

Nous avons procédé a une étude de compétition avec la cystéine afin d’évaluer la sensibilité

du complexe TriaS-"""

Tc vis-a-vis de I’échange de ligand avec des composés riches en thiols.
Dans cette étude, réalisée en milieu tamponné (HEPES, 35 nM, pH = 7.8), la concentration en
cystéine est 10° fois supérieure a celle du complexe. La figure IIL13. montre les

radiochromatogrammes obtenus apres 2h d’incubation dans ces conditions a 37°C.
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Fig. II1.13. : Stabilité de TriaS-"""Tc en milieu concentré en cystéine aprés 2h d’incubation

(contrdle : M ; milieu concentré en cystéine : ll)

Il apparait que le complexe TriaS-"""Tc est assez sensible a Ieffet de la cystéine et
qu’un produit de dégradation se forme avec un temps de rétention de 9 minutes environ.
Néanmoins, les résultats trés encourageant de 1’étude de stabilité en plasma (qui ne contient
qu’une faible concentration de thiols circulants) nous incitent a poursuivre avec le complexe

TriaS-">"Tc vers des études in vivo.

I11.3. Caractérisation de TriaS-"2Tc

Avant de procéder a 1I’étude in vivo de TriaS-Tc, nous avons effectué sa caractérisation
par RMN du proton et spectrométrie de masse. Ces caractérisations ont été effectuées sur le
complexe froid TriaS-"**Tc qui peut étre obtenu a 1’échelle pondérale (de I’ordre de quelques
milligrammes) et peut étre analysé par les techniques classiques sans nécessiter de conditions
de radioprotection suplémentaires. La préparation de TriaS-""¢Tc est effectuée en conservant
les rapports [SnCl,]/[TriaS] et [Soude]/[TriaS] tandis que le pertechnétate de sodium et TriaS
sont introduits en conditions équimolaires. Dans ces conditions la formation de TriaS-""¢Tc

n’est pas quantitative (rendement : 28 %).
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Les figures I11.14. et III.15. montrent respectivement les spectres RMN 'H du ligand
TriaS et du complexe TriaS-"®Tc. Le spectre du ligand met en évidence un signal

caractéristique a 7.45 ppm correspondant au noyau triazole.

Apres formation de TriaS-"*Tc, le spectre RMN change radicalement. D’une part,
I’ensemble des signaux se déplacent vers les champs plus faibles. Ceci caractérise un premier
effet de la chélation : les atomes du ligand les plus proches du métal sont déblindés par le
métal électropositif. Ce déplacement vers les champs faibles des signaux correspondant aux
groupements méthylenes situés en alpha des atomes chélatants est régulierement observé dans
la littérature [36]. D’autre part, le spectre RMN obtenu est beaucoup plus complexe: tous les
singulets ou doublets correspondants aux groupements CH, apparaissent démultipliés. Ceci
s’explique par la rigidité de structure induite par la complexation qui a pour effet de lever
I’équivalence des protons de ces groupements, formant ainsi des signaux de type multiplets ou

des systemes AB.

Le ligand TriaS et le complexe TriaS-"**Tc ont également été caractérisés en masse
(MALDI-TOF) : m/z = 320.0 [M+H"] pour TriaS et m/z = 431.9 [M+H"] pour le complexe
associé (fig. II1.16. et I11.17.). Dans les deux cas les masses observées sont conformes aux

masses exactes attendues (respectivement 319.1 et 431.2).
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Fig. II1.17. : Spectres de masse (MALDI-TOF) de TriaS (a gauche) et TriaS-"¢Tc (a droite).
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II1.4 Etude in vivo de Trias-Tc¢

Afin de compléter notre évaluation du complexe TriaS-"’"Tc, nous en avons réalisé
une étude in vivo chez la souris saine dans le but d’évaluer le comportement du traceur et sa
biodistribution. En effet, les études précédement réalisées sur des complexes du coeur
oxotechnétiums avec des ligands similaires a TriaS mais comportant un noyau pyridyle a la
place du triazole ont révélé une rétention élevée du complexe dans les tissus, et une
élimination lente du sang. En outre ces complexes étaient €liminés essentiellement par voie
hépatobilliaire. Dans le cas de ligands a noyau imidazoyle, cette rétention dans les tissus s’est
avérée €tre bien moindre et le complexe était €liminé beaucoup plus rapidement du sang [22].
Il était donc impossible de tirer des conclusions générales sur ce type de complexes et
d’anticiper les résultats in vivo de TriaS-"’"Tc. Nous avons donc réalisé une étude de la
biodistribution de ce complexe chez la souris ainsi qu’une acquisition de clichés « full body »
afin de caractériser la rétention dans les tissus et le sang et d’identifier la voie d’élimination

de TriaS-""Tc.

II1.4.1. Biodistribution

L’étude de biodistribution du complexe TriaS-"""Tc a été réalisée sur un lot de 3
souris Balb-C femelles, lignée régulierement utilisée lors d’études en modele tumoral (tumeur
xénogreffée sur des souris athymiques Balb-C Nu/Nu). Afin d’évaluer précis€ément I’influence
de la complexation par le ligand TriaS par rapport a du technétium libre réduit, la méme étude
a été réalisée apres injection de P réduit (P™TcO™) dans les mémes conditions en
I’absence de ligand. Deux heures apres injection par voie intraveineuse caudale, les animaux
sont sacrifiés par exsanguination et les différents organes sont prélevés, pesés et la

radioactivité associée est mesurée par comptage y.

La figure II1.18. représente la biodistribution observée dans chaque cas (Trias- "Tc et **™Tc-

réduit) deux heures apres injection.
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Fig. II1.18. : Biodistribution 2h aprés injection chez la souris (n=3) de Trias-"""Tc (m) et " Tc-réduit (m).

On constate que le technétium libre (réduit en 1’absence du ligand TriaS) s’accumule
essentiellement dans le foie (60%) et I’estomac (5%), ce qui suggere une métabolisation
hépatique de PmTcO™ et de ses éventuels produits de réoxydation. En revanche, dans le cas
de Trias-"™Tc, I’activité mesurée dans le foie ne correspond qu’a environ 2% de Iactivité
injectée. L’essentiel de la dose injectée est récupérée dans les urines et les reins (80% au
total). Le complexe semble donc étre éliminé essentiellement par voie rénale et ne pas se
répartir significativement dans les autres organes fixant habituellement les composés
technétiés. Ce résultat est tres intéressant car dans de nombreux cas, une part importante de
I’activité est observée, quelques heures apres injection, dans les organes du tractus
gastrointestinal [1], réduisant ainsi le contraste en imagerie et rendant méme difficile voire

impossible la visualisation d’une cible située dans la cavité abdominale.

Il convient a nouveau de comparer ces résultats a ceux observés dans le cas de complexes
mettant en jeu des ligands a noyau pyridyles et imidazoyle. Le tableau III.8. présente une
comparaison entre les biodistributions de TriaS-"""Tc et des complexes de ces deux types

[22].
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N=nN TS/O\N/ I TS/O\N/ ‘ \T\s/g\N/lNH
\—ph ™ A \—/
Organe TriaS-"""Tc A : Pyr-OH A’ : Pyr-COOH B : Imi-OH
Sang 12 17.5 20.5 03
Foie 2.7 25.5 10.1 5.0
Reins 45 79 8.5 03
Rate 03 05 NA NA
Muscle 0.0 8.6 10.2 03
Urine 74 4 245 3520 44 4%
Feces NA 16.97 51.59 4637
Total excreté 74 4 4149 86.8" 90.6"

Tableau. IT1.8. : Comparaison des biodistributions a 2h de complexes a ligands triazoyle, pyridyle, et imidazoyle
en pourcentage de la dose injectée (les valeurs d’excrétions marquées par  correspondent a une mesure

effectuée 24h apres injection).

On constate que deux heures apres injection, les complexes a motifs pyridyles A et A’
sont tres présents dans le sang, le foie et les muscles. A I'inverse, dans les cas de complexes a
ligands imidazoyles B, aucune accumulation dans ces organes n’est observée : les complexes
a ligands pyridyles ont donc une élimination lente. Ces complexes sont donc moins
intéressants car apres deux heures, ils conduiront a une visualisation moins efficace de la cible

du fait d’un contraste plus faible.

Le complexe TriaS-""Tc donne des résultats comparables aux complexes a ligands
imidazoles du point de vue de la rétention dans les tissus et les organes du tractus
gastrointestinal. Nous pouvons aussi remarquer que les complexes a ligands pyridyle sont
éliminés beaucoup moins efficacement de 1’organisme que les complexes a ligand imidazole
ou triazole (TriaS->""Tc): apres 24h, seule 41% de D’activité injectée a été éliminée de
I’organisme. Cette valeur monte a 87% lorsqu’une fonction acide carboxylique est ajoutée a
sa structure (A’). Cette donnée confirme qu’il sera possible d’améliorer 1I’élimination des
complexes par I’ajout de groupements hydrophiles par exemple. TriaS-"""Tc se démarque

néanmoins de ces analogues puisque pres de 75% de 'activité injectée a €té éliminée apres
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seulement deux heures. Enfin, dans le cas de TriaS-"™

Tc, le complexe est essentiellement
éliminé par voie rénale. Ceci contraste avec les résultats des trois autres complexes présentés
pour lesquels 40 a 60 % de I’activité est détectée dans les feces, indiquant une élimination par
la voie hépatobilliaire. TriaS-"™Tc apparait donc comme une structure de complexes trés
intéressante en comparaison a ses analogues pirydyle et imidazoyle car il bénéficie d’une

faible accumulation dans les tissus et le sang et d’une élimination rénale rapide.

Afin de confirmer cette observation, une

4°™ souris ayant recu le complexe TriaS-"""Tc a été
sacrifiée puis congelée afin de réaliser des coupes A (1)

au microtome. Ces coupes ont ensuite été

visualisées apres une nuit d’acquisition au B-imager

en utilisant le faible caractére émetteur B de 9me

(E=2keV). )

Le p-imager est un dispositif permettant de

visualiser une émission [ avec une extréme ) o

sensibilité (Fig. I11.19.) et une résolution largement
supérieure a celle d’une y-caméra. L’échantillon a Fig. TIL19. : Principe de fonctionnement
analyser est placé dans une chambre (3) dans du B-imager

laquelle circule un gaz (argon 98%, triéthylamine

2%) (4). Dans la chambre d’analyse, deux grilles permettent d’appliquer un fort champ
électrique (5). Les particules B- émises par 1’échantillon ionisent le gaz, produisant une
lumiere ultraviolette détectée par la caméra CCD (8) qui reconstitue une image (source :
biospacelab.com).

La figure II1.20.gauche. montre I’un des clichés obtenu lors de la visualisation d’une

S-*™Tc. On y distingue trés

coupe de souris sacrifiée deux heures apres injection de Tria
nettement la forme d’un rein plus lumineuse qui contraste avec le reste du corps. Pour cette
mesure, la sensibilité choisie était trés élevée, pourtant aucune radioactivité résiduelle
significative n’est observée en dehors des reins. Ceux-ci sont donc visibles de facon tres nette.
A titre de comparaison, la figure III.20.droite. montre le cas d’un complexe présentant une
forte accumulation dans les organes du tractus gastrointestinal : le contraste est moins bon et

une cible située a proximité d’un de ces organes pourrait ne pas €tre visible. L’élimination

rapide du complexe du milieu circulant est donc un résultat tres positif.
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Cette observation confirme les résultats de I’étude de biodistribution : le complexe

TriaS-"""Tc est donc éliminé tres efficacement par voie rénale sans accumulation significative

dans d’autres tissus.

cerveau poumon pancréas

Fig. I11.20. : Visualisation au B-imager. A gauche: coupe de souris sacrifiée 2h apres injection de TriaS-""Tc ; A
droite : coupe de souris apres injection d’un complexe ayant une accumulation résiduelle importante dans les organes

du tractus gastrointestinal.

II1.4.2. Analyse des urines

111.4.2.1. Analyse des urines recueillies deux heures apres injection

Nous avons donc montré que le complexe TriaS-"""Tc était éliminé chez la souris par
voie rénale. Il restait a déterminer si ce complexe était excrété intact ou sous une forme

métabolisée. Pour cela, nous avons analysé la composition des urines recueillies chez la souris

S _99my

2h apres injection de Tria Tc. Les échantillons d’urine ont été neutralisés et injectés en

radio-HPLC analytique (fig. I11.21.).

0.2 TriaS-Tc
0,18 - 17.4
0,16 -
0,14
012 | Nature et tailles relatives des pics
o1 | 11.8 53 6,2% Tc-libre
0.08 - 9 5.8% Tc-cystéine
0.06 11,8 24 8% 777
TriaS-Te-Cys 174 63,3% TriaS-Tc
0,04 1 9.0
Tc réduit
0,02 - 5.3
0 A - . . " .
0 5 10 15 20 25 30
Temps (min)

Fig. IT11.21. : Analyse par Radio-HPLC des urines de souris recueillies 2h apres injection.

154



Chapitre III : Marquage des ligands et étude des complexes

Il s’avere que plus de 60% de la dose recueillie dans les urines correspond au
complexe Trias-"™Tc excrété intact bien que trois autres pics moins importants correspondant
a des composés plus hydrophiles soient observés. La majorité du complexe ne semble donc
pas subir une quelconque dégradation métabolique. Le pic a environ 5 min (6% environ de la
dose recueillie) peut étre attribué au technétium libre réduit. A ce stade il restait a caractériser

les pics correspondant aux temps de rétention t = 9 min et t = 11.8 min.

Deux possibilités ont €té envisagées pouvant conduire a la formation de ces produits
de dégradation. La premiere correspondait a une dégradation du complexe par un composé tel
que la cystéine ou le glutathion endogeénes qui sont trés présents dans les urines [25, 37]. Cette
dégradation interviendrait donc apres filtration par les reins et ne serait pas dommageable
pour D’efficacité du traceur car elle n’affecterait celui-ci qu’apres élimination. La seconde
hypotheése consistait en une métabolisation du complexe pouvant intervenir en amont de
I’élimination rénale. Afin d’identifier cette voie de dégradation, nous avons effectué des

études de stabilité de TriaS-"""Tc dans I’urine et dans le sang fraichement prélevés.

111.4.2.2. Etude de stabilité de TriaS->>™Tc en urine de souris saine.

Dans un premier temps nous avons étudié la stabilité de TriaS-"™®Tc dans I’urine
d’une souris Balb-C de la méme lignée que celle utilisée pour réaliser la biodistribution.
L’utilisation d’un mélange **"Tc + **#Tc a permis de visualiser nettement par radio-HPLC les
pics correspondants aux produits de métabolisation grace a %MT¢ tout en rendant possible leur
caractérisation par MALDI-TOF apres décroissance des fractions prélevées. Dans ces
conditions, on parle de ligand marqué intégralement, Trias-""Tc étant en concentration

namolaire et TriaS-"¢Tc en concentration micromolaire.
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0,1 1 TriaS-Tc
17,7
0,09 -

0,08 -
0,07 A
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 A

0,02 4,0

0,01 A[\‘ 1,8
0 - W

0 5 10 15 20 25 30

Fig. I11.22.: Profil en radio-HPLC du complexe TriaS-"™*®Tc aprés 2h d’incubation dans de 1'urine de souris

saine a 37°C.

La figure III.22. montre le radiochromatogramme obtenu dans ces conditions. Les
quatre pics sont toujours présents dans des proportions différentes. Le composé identifié¢ a
17.7 min s’est avéré avoir une masse m/z = 432.1, confirmant ainsi qu’il s’agit bien de TriaS-
Tc excrété intact. Les masses des deux autres composés ont pu étre déterminées : m/z = 534.0
pour le composé observé a 9 min, et deux masses m/z = 713.3 et m/z = 743.3 pour le composé

observé a 11.8 min.

De nombreux travaux décrits dans la o
littérature rapportent que les complexes de A‘
technétium sont sensibles aux thiols endogenes o) /Bn
tels que la cystéine [38], ’homocystéine, ou le /—< \/[ N\N
glutathion [39] qui sont présents dans les reins et o N\ /N N//
les urines ([Cys] ~140 pymol.L", [hCys] ~ 6.1 /Tlf\s o
umol.L"' [40]). En effet, nous avons pu constater S O
que TriaS-Tc est tres sensible a la transchélation OH
dans un milieu tres riche en cystéine. Dans ces NH,

conditions il se forme un complexe ayant un

. . . L Fig. IT1.23. : Complexe mixte TriaS-Tc-Cys (m/z
temps de rétention de 9 min (voir fig. IIL.13.).  Z534 0 MH* - H?O] :
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Ce résultat, associé a la masse m/z = 534.0 déterminée précédement, suggere la formation
d’un complexe mixte TriaS-Tc-Cys dont la structure serait celle indiquée a la figure I11.23. Ce
composé a une structure trés proche des complexes mixtes 3+1 (Cf chapitre 1) qui sont
actuellement tres étudiés pour le développement de radiopharmaceutiques [1, 41, 42] et sa
formation peut avoir entrainé la dégradation partielle de TriaS-""Tc. La formation d’adduits
mixtes dans lesquels le ligand monodentate est un thiol endogene a déja été observée dans le
cas de complexes NS,/S [23, 43]. Dans le cas présent, le pic correspondant a ce composé
mixte apres incubation dans 'urine de souris saine est beaucoup moins marqué que celui
observé dans les urines apreés injection a I’animal. Il semble donc que ce composé de
dégradation soit plutot issu d’une métabolisation en amont que d’une dégradation liée a un

composant de ’urine.

I11.4.3. Etude de stabilité de TriaS-”™Tc dans le sang

En 1999, une étude réalisée sur des complexes mixtes SNS/S a mis en évidence leur stabilité
en plasma murin qui contrastait avec la présence d’'un complexe de dégradation unique dans
les urines. Lors de I’étude de la dégradation du complexe mixte dans le sang, il est apparu que
le traceur était compleétement dégradé pour conduire a un métabolite coéluant avec le composé
observé dans les urines. Cette étude a conclu a une pénétration du complexe dans les
érythrocytes ou ils subissaient un métabolisme résultant de I’action du glutathion dont les
adduits étaient rétrodiffusés hors de la cellule [23]. Cette observation nous a incité a effectuer
une étude de stabilité du complexe TriaS-""Tc dans du sang de souris fraichement prélevé.
Le complexe a été incubé dans le sang a 37°C pendant 2h. A I’issue de cette période
d’incubation, 1’échantillon a été centrifugé a 1600 tr.min™ afin de séparer le plasma sanguin
des érythrocytes et des autres cellules sanguines. Apres précipitation des protéines
plasmatiques par la méthode décrite en II1.2.1., celui-ci a été analysé par radio-HPLC et les

radiochromatogrammes de la figure I11.24 ont été obtenus.
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On observe la formation d’un produit de dégradation ayant un temps de rétention de

0,25 -

0,15 -

0,1 4

0,05 -

0 5 10 15 20 25 30
Temps (min)

Fig. I11.24. : Etude de la stabilité de TriaS-*"Tc dans le sang murin (37°C, 2h).

11.4 min qui semble correspondre au dernier pic visible dans I’urine excrétée. D’apres la
figure I11.24., la dégradation dans le sang semble trés importante, le produit de dégradation
étant trés largement majoritaire apreés 2h d’incubation. Cependant, dans cette expérience,
I’ensemble du complexe reste au contact du sang durant les deux heures d’incubation, il est
donc normal d’observer une dégradation bien supérieure. Cette dégradation dans le sang,
pourra €tre mise a profit dans le cas d’une cible protéique extracellulaire, le traceur non lié a

la cible étant dégradé et éliminé par voie rénale.

Sans avoir précisément identifié la structure de ce second produit de dégradation, nous
avons néanmoins pu en expliquer I’origine, a savoir une dégradation ayant lieu dans le sang.
D’apres les résultats de 1’étude cinétique menée dans le plasma (III.2.1.), celle-ci n’est pas

liée a un composant du plasma mais plutot a une métabolisation par les érythrocytes.

A la lumiere de tous ces résultats, et en particulier de I’analyse de la composition des
urines recueillies apres injection chez la souris saine, il semble que cette dégradation ne
compromette pas I’utilisation de la structure TriaS pour la réalisation de traceurs in vivo. En
effet, plus de 60% de Iactivité recueillie dans les urines correspond a **™Tc-Tria$ intact. En

outre, la visualisation au B-imager d’une coupe de souris apres injection du composé montre
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un excellent rapport signal/bruit, les reins apparaissent trés nets par rapport au reste de la
coupe ou tres peu d’activité résiduelle apparait. Ceci montre bien que le ou les complexes de
dégradation ne se sont pas accumulés dans un tissu ou au niveau hépatique mais ont été

éliminés dans les urines. Ce qui est un résultat tres positif.

I11.5. Bilan

Dans le cadre de cette étude, nous avons effectué un double criblage de 1’ensemble de
12 ligands tétradentates dont la synthese a été décrite au chapitre II. Une premiere sélection a
été effectuée en fonction de I’aptitude de ces ligands a former, quantitativement et sans
nécessiter de purification, un complexe de PmTcO™. A Dissue de cette premiere sélection,

deux ligands, *”™Tc-1 et *™Tc-11 ont été retenus.

Les complexes formés a partir de ces deux ligands ont ensuite été testés pour leur stabilité en
plasma murin et comparés a deux complexes références *""Tc-13 et *’"Tc-14. Le composé
%M1 (TriaS-"""Tc), présentant une stabilité en plasma murin de plus de 90% aprés 6h

d’incubation a 37°C a été retenu.

Ce complexe a ensuite été étudié in vivo chez la souris saine et s’est avéré E&tre tres
principalement excrété par voir rénale alors qu’en I’absence de ligand, le technétium libre
réduit subit une accumulation hépatique. Ce résultat contraste avec les études réalisées sur des
ligands pyridyles et imidazoles qui conduisent a des complexes éliminés beaucoup plus
lentement par voie hépatobilliaire. En outre, I’analyse des urines de souris recueillies 2h apres

injection a révélé que le complexe y est présent intact a hauteur de 65% de la dose injectée.

La présence d’un cycle triazole sur TriaS-Tc présente de nombreux avantages en terme de
chimie combinatoire (recherche de lead, optimisation, etc ...) par rapport aux équivalents

N»S», N3S, pyridyle ou imidazoyle.

159



Chapitre III : Marquage des ligands et étude des complexes

Le complexe TriaS-""™

plus, il a été congu de facon a
présenter de nombreuses
possibilités de fonctionnalisation
(Fig. II1.25) et va ainsi pouvoir étre
utilisé pour développer des traceurs
technétiés de diverses cibles
thérapeutiques. Une  premicre
application est détaillée au chapitre
IV dans le cas de I’imagerie de la
néoangiogenese tumorale via le

ciblage de I’intégrine o,33.
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Fig. I11.25. : Possibilités de fonctionnalisation de la structure
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Chapitre III — Partie expérimentale

Les procédures générales sont regroupées en annexe, en particulier les techniques de purification

(RP-HPLC) et analyse (RMN, RP-HPLC), ainsi que les conditions des études in vitro et in vivo.

Ille.1. Préparation des complexes *"Tc-1 4 *™Tc-14

Dans un ependorf, sont ajoutés dans cet ordre : 20 uL de ligand a 1 mg/mL (20 ug, 62.6
nmol dans le cas de TriaS), 80 L d’eau mQ, 35 uL de SnCl, a 1 mg/mL préparée
extemporanément (35 p g, 184.2 nmol, 3.0 équiv.), 70 uL de soude 0.1M, et 75 uL de solution de
Na”™TcO, fraichement éluée du générateur. Aprés 5 minutes d’incubation 2 température
ambiante, la solution est neutralisée par ajout de 7.1 uL de solution de HCI 1M et analysée par
RP-HPLC analytique (gradient : 0-100%B en 30 min, A = HO + 0.1% TFA, B = ACN + %
TFA).

IIle.2. Etude in vitro des complexes

Les complexes *™Te-1, **™Te-11, *™Tc-13, et **™Te¢-14 sont préparés comme indiqué au

IITe.1. La préparation du plasma murin frais est détaillée en annexe.

IIIe.2.1. Etude cinétique

Le plasma est préalablement placé a 37°C. A t = 0 min, une solution test est réalisée en ajoutant
50 uL de solution de complexe préparée d’apres le protocole décrit au Ille.1 (4.92 MBq dans le

cas de *™Tc-1 (TriaS-™Tc)) 4 450 L de plasma. Le mélange est homogénéisé et un premier
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échantillon de 50 L est prélevé (t = 0 min). Cet échantillon est versé dans 150 pL de solution de
TFA 10%. On observe la précipitation des protéines du plasma. Apres centrifugation durant 5
minutes, le surnageant est séparé du précipité et 'activité de chacun d’eux est mesurée. 50 uL de
surnageant sont dilués dans 150 uL d’eau et injectés en radio-RP-HPLC analytique (gradient : O-
100%B en 30 min, A = H,O + 0.1% TFA, B = ACN + 0.1 % TFA).

La méme procédure est répétée pour t = 30 min, 1h,2h, 4h et 6h. et I’aire du pic correspondant au
complexe est évaluée. Le rapport de cette aire avec celle mesurée a t = 0 min permet d’obtenir les

courbes de stabilité. Cette étude est réalisée en duplicate.

Ille.2.2. Effet de la concentration en Trias-""Tc sur le palier cinétique

Le plasma est préalablement conditionné a 37°C. Une gamme d’échantillons de plasma dans
laquelle la concentration en complexe varie est préparée en mélangeant dans des ependorfs « low
bind » respectivement 30u L, 20uL, 10pL, SuL, et 2uLL de solution de complexe préparée dans les
conditions décrites au Ille.1 a 70uL, 80uL, 90uL, BSuL, et 98uL de plasma.

Plasma (L) Solution de complexe (xL) Facteur de dilution
70 30 0.3
80 20 0.2
90 10 0.1
95 5 0.05
98 2 0.02

Tableau Ille.1 : Facteur de dilution de la solution de complexe dans le plasma

A t =0 min, 50 uL de mélange sont prélevés et versés dans 150 pL de solution de TFA (10%).
Les protéines du plasma précipitent. Aprés 5 minutes de centrifugation, surnageant et précipité
sont séparés et leurs activités sont mesurées. 50 L. de surnageant sont alors dilués dans 150 uL.

d’eau et injectés en RP-HPLC analytique (gradient : O - 100%B en 30 min, A = H,O + 0.1%
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TFA, B = ACN + 0.1 % TFA). La méme procédure est répétée a t = 2h pour chacun des

échantillons.

Pour chaque échantillon, le pourcentage résiduel de complexe apres 2h en plasma murin a 37°C
est évalué par le rapport des aires des pics complexe a t = 0 min et t = 2h. Cette étude est réalisée

en duplicate.

I1Ie.2.3. Etude de la compétition par la cystéine

Une solution de complexe TriaS-"""Tc est préparée dans les conditions décrites au Ille.1.

La solution test est préparée en diluant 25 L de solution de TriaS-"""Tc et 25 L de solution de
cystéine (10 mM dans I’HEPES (35 nM, pH = 7.8)) dans 200 xL d’HEPES. Dans ces conditions
[Cys] ~ 10° [TriaS—gngC]. Une solution témoin est réalisée en diluant 25 yL. de solution de

TriaS-""Tc dans 225 uL. Les deux solutions sont incubées pendant 2h a 37°C.

A t = 2h, un volume de 50 L de chaque solution est prélevé, ajouté a 150 L d’eau et analysé
par radio-HPLC analytique (gradient : 0-100%B en 30 min, A = H,O + 0.1% TFA, B = ACN +
% TFA)

I1Ie.3. Préparation et caractérisation du complexe TriaS-""*Tc

(/o La solution de Na”*® TcOy4 est dosée par UV : € = 6220 M'em!
o N\ /N a 245 nm. Le ligand TriaS (5 mg, 15.6 pmol) est dissous dans
/ﬁc\ 25 mL d’eau. SnCl, (46.0 umol, 3.0 équiv., 8.75 mL d’une

Ny solution aqueuse a 0.1 mg/mL), la soude (17.5 mL de solution
\_® aqueuse molaire) puis Na’*®TcOy (2.1 mL d’une solution a 7.5

mM) sont ajoutés et le mélange est agit€é a température

ambiante pendant 5 minutes. On observe une légere coloration jaune. Apres purification par RP-
HPLC semi-préparative (tg = 19.8 min), et lyophilisation, le complexe Trias-"¢Tc est obtenu. 1.9
mg (4.4 umol, 28.2%). "H NMR (CDCls, 250 MHz) : § 7.72 (s, 1H, CH-N-N=N), 7.49 (m, 5H,
Ph),5.78 (dd,J =26 Hz, )’ = 14 Hz, 2H), 5.35 (d,J = 18 Hz, 2H), 4.75 (m, 3H), 4.10 (dd, J = 50
Hz,J’ = 17 Hz, 1H).; *C NMR (CDCl;, 250 MHz) : § 174.6 (CH,-C=C), 135.9 — 128.9 (CH Ar
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+ CH,-C=C), 62.1 (CH,, Bn), 50.8 (N-CH,-CO), 47.4 (CH,-C=C), 25.1 (S-CH,-CO) ; ES/MS
(mode positif) : m/z = 431.9 (MH*, 100%), 453.9 (MNa", 7.2%), 469.9 (MK*, 1.8%).

I1le.4. Etude in vivo de TriaS-"""Tc¢

IIIe.4.1. Biodistribution

L’étude de biodistribution de TriaS-""™Tc est réalisée sur 4 souris Balb-C femelles de 20
a 25g). La solution de TriaS-Tc est préparée dans les conditions décrites précédemment puis

filtrée sur Sep-Pak Light QMA (Waters).

Un volume V = 100 L est injecté a chacune des 4 souris (7.8 MBq en moyenne) par voie
intraveineuse caudale. Apres 2h, 3 souris sont anesthésiées puis sacrifiées par exsanguination, les
liquides biologiques ainsi que les différents organes sont prélevés, pesés et leur activité est

mesurée. Les activités résiduelles dans la carcasse et la queue sont également mesurées.

La 4°™ souris est anesthésiée puis sacrifiée par congélation a -80°C. Des coupes « full
body » sont réalisées au microtome et visualisées au B-imager (Biospace B-imager 2000, 24h

d’acquisition).

IIle.4.2. Analyse des urines

Ille.4.2.1. Etude de stabilité de TriaS-’™Tc en urine de souris saine

L’étude est réalisée sur deux souris Balb-C femelles (20 a 25g) de la méme lignée que
celles utilisées au IIIE 4.1. TriaS-"Tc est préparé dans les conditions décrites précédemment
puis la solution est filtrée sur Sep-Pak Light QMA (Waters). Un volume V = 100 uL est injecté a
chacune des 2 souris et celles-ci sont placées dans des cages métaboliques afin de récupérer leurs
excrétions durant les deux heures de I’étude. Deux heures apreés injection, les urines sont
prélevées. Un échantillon de 200 xL d’urine est neutralisé par ajout de HCL (1M) puis injecté en
RP-HPLC analytique (gradient : 0 - 100% B en 30 min, A = H,O + 0.1% TFA, B = ACN + %
TFA)..
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Ile.4.2.2. Etude de stabilité de TriaS-"™*®T¢ en urine de souris saine

Une solution de TriaS-*™®Tc est préparée en ajoutant successivement dans un
ependorf : 20 L de TriaS a 1 mg/mL (20 ug, 62.6 nmol), 80 L d’eau mQ, 35 yL de SnCL a 1
mg/mL préparée extemporanément (35 ug, 184.2 nmol,3.0 équiv.), 70 uL de soude 0.1M, 75 uLL
de solution Na”*™TcQ, fraichement éluée et 8.4 uL Na”¢TcO, (1.0 équiv.).

De I'urine de souris Balb-C femelle saine (méme lignée que celles utilisées dans toutes
ces études) est placée a 37°C. La solution test est préparée en ajoutant 10 uL. de solution de
complexe a 90 uL d’urine puis placée a 37°C. Apres 2h d’incubation, le mélange est neutralisé
par ajout d’une solution de HC1 1M puis dilué dans 100 L d’eau avant d’étre injecté en radio-
RP-HPLC analytique (gradient : 0 - 100% B en 30 min, A = H,O + 0.1% TFA, B = ACN + %

TFA). Cette étude est réalisée en duplicate.

I1le.4.3. Etude de stabilité de TriaS-""™**Tc dans le sang de souris saine

Une solution de TriaS-"""Tc est préparée dans les conditions décrites au Ille.l. Le sang de souris

Balb-C utilisé est fraichement prélevé (une demi-heure avant utilisation).

Un volume de 50 uL de solution de complexe est ajouté a 450 uL de sang. Le mélange est
homogénéisé et mis a incubation a 37°C. Apres 2h d’incubation, le mélange est centrifugé durant
15 minutes 2 1600 tr.min"' puis le surnageant est prélevé délicatement. Un volume de 50 uL de ce
plasma est alors ajouté a 150 L de solution de TFA a 10% afin d’entrainer la précipitation des
protéines plasmatiques. Apres centrifugation pendant 5 min,le surnageant est prélevé. 50 yL de
surnageant sont dilués dans 150 uL d’eau puis injectés en radio-RP-HPLC analytique (gradient :
0-100% B en 30 min, A = H,O + 0.1% TFA, B = ACN + % TFA).
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Chapitre 1V

llustration du potentiel de TriaS pour la préparation de traceurs

ciblant les intégrines

Nous avons précédemment décrit le ligand TriaS qui présente des propriétés

9MTe et de stabilité in vitro et in

particulierement intéressantes en termes de complexation de
vivo du complexe formé. Dans ce chapitre nous souhaitons montrer le potentiel de la structure
TriaS pour la réalisation de traceurs utilisables in vivo. Nous nous intéressons ici au
développement de traceurs de la néoangiogenese tumorale qui est I’'un des signes les plus
précoces de la tumorogenese afin de développer de nouveaux outils pour I’imagerie moléculaire

du cancer.

IV.1. Cancer et angiogenese

IV.1.1. Le cancer en chiffres

En 2005 dans le monde, 7.6 millions de personnes sont décédé des suites d’un cancer, ce

qui représente plus de 13% de I’ensemble des déces enregistrés. Plus de 70% des cancers se
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développent dans les pays a faible revenus. Il existe donc une relation entre le niveau de vie et
d’hygiene et I’incidence des cancers. En France, en 2005, 320.000 nouveaux cas ont été décelés
dont pres de 57% chez les hommes (Fig. IV.1. haut). Ce chiffre est deux fois plus élevé qu’en
1980. Cette augmentation est attribuée essentiellement au vieillissement de la population, au
développement des méthodes de dépistages (dosages immunologiques, palpation, ...), a la
sensibilisation et a la prévention révélant des cas qui n’auraient pas été diagnostiqués il y a 30

ans.

Femmes Hommes

Vessie
4%
Bouche/Larynx
5%

Thyroide
4%

Fig.IV.1.: Incidence des principaux cancers selon le sexe en 2005 en France. Source : arc-cancer.net.

Les taux d’incidence des différents cancers chez 'homme et la femme (Fig. IV.1. bas)
indiquent que les cancers les plus répandus chez les deux sexes sont les cancers du sein et de la
prostate, ou cancers « hormonaux ». Ces deux cancers, bien que les plus fréquents, ne sont pas les
plus mortels car ils ont fait I’objet de campagnes nationales de prévention incitant au dépistage.
Leur traitement est en outre plus efficace et le diagnostic plus précoce grice notamment au
dosage du PSA (Prostate Specific Antigen) pour le cancer de la prostate ou la palpation et la
mammographie pour le cancer du sein. Les cancers causant le plus grand nombre de déces en
France sont le cancer du poumon et le cancer colorectal. Le cancer du poumon touche beaucoup

plus souvent les hommes (24.000 nouveaux cas en 2005 contre 7.000 chez la femme) et est
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intimement lié a la consommation de tabac. Néanmoins, on note ces dernieres années une

stagnation du cancer du poumon chez ’homme et une augmentation chez la femme.

D’apres I'Institut de Veille Sanitaire, une
projection en 2011 permet d’estimer a environ
360.000 le nombre de nouveaux cas en France.
Néanmoins, les progres actuels en termes de
dépistage et de traitement permettent d’observer, en
France, une diminution de la mortalité par cancer (-
1.5% et -0.7% par an respectivement chez I’homme et
la femme, Fig. IV .2.). Cette diminution s’explique par
un dépistage plus précoce des principaux cancers
(poumon, colorectal, et prostate chez 1’homme, sein,

colorectal chez la femme).

L’Organisation Mondiale pour la Santé estime
qu’actuellement, un tiers des cas déclarés de cancer
dans le monde pourraient étre guéris s’ils étaient
détectés suffisamment tot et traités par les moyens
actuels. Ce constat renforce [Dintérét du

développement de méthodes de diagnostic précoce de
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Fig. IV.2.: Evolution de la mortalité par

cancer en France de 1950 a nos jours.

(Source : Institut de Veille Sanitaire).

I’apparition de tumeurs conjointement a 1’élaboration de thérapies permettant leur traitement.

L’imagerie moléculaire, de par sa sensibilité et sa précision s’avere €tre un outil diagnostique de

premier plan.

IV.1.2. Développement des cancers

IV.1.2.a. Les grandes étapes du développement d’un cancer

Un cancer est une prolifération anormale et incontrdlée de certaines cellules d’un organe

ou d’un tissu qui deviennent capables de métastaser a distance du foyer primitif. Les cellules
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cancéreuses ont acquis une résistance aux mécanismes de régulation et de différentiation. Le

développement d’un cancer s’articule en plusieurs éapes (Fig. IV.3.).

\ CARCINOGENESE PROMOTION DESORDRE
MONOCLONAL
e )~ . — (e
e = 2de) — —
réparations \@_J proliféiration @ prolifération
de I'ADN cellulaire cellulaire

/

APOPTOSE ANGIOGENESE

Fig. IV.3.: Les étapes successives du développement d’un cancer.

Dans un premier temps une cellule normale va subir une différentiation pour devenir la
premiere cellule du foyer tumoral : c’est la carcinogénese. Cette différentiation est I’ceuvre d’une
ou plusieurs mutations de I’ADN de cette cellule. Ces mutations peuvent étre dues a une erreur
lors de la réplication de I’ADN ou a I’exposition a des agents mutageénes (produits chimiques,
rayonnements...). Ces mutations sont extrémement fréquentes mais la plupart sont invisibles car
I’organisme possede des mécanismes de réparation permettant de corriger la mutation ou
d’induire la mort cellulaire (apoptose) de la cellule tumorale. Il arrive néanmoins qu’une de ces
cellules parvienne a échapper a ces mécanismes de régulation : 1’individu développe alors un

cancer.
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La cellule tumorale qui n’est plus soumise a la régulation et aux mécanismes anti-
prolifératifs va ensuite se développer indéfiniment de facon incontrdlée. C’est la prolifération qui

conduit au désordre monoclonal.

Pour se développer ainsi de fagon anarchique, la tumeur a besoin de ressources que sont
I’oxygene et les nutriments apportés par le sang. La tumeur se développe donc en général au
détriment des cellules saines avoisinantes. Au-dela d’un certain volume, 1’alimentation en
oxygene et nutriments n’est plus suffisante et la tumeur va induire un phénomene d’angiogenese,
c’est-a-dire le développement d’un réseau sanguin nouveau lui permettant d’accroitre ses apports.

Cette étape est le switch angiogénique.

Des 1’établissement d’une nouvelle vascularisation, des cellules tumorales se
désolidarisent du reste de la tumeur et colonisent d’autres tissus via le réseau sanguin. C’est le
phénomene d’invasion qui engendre des foyers tumoraux secondaires ou métastases. Ce
phénomene peut étre passif si les cellules migrent par simple transport sanguin ou actif lorsque la
migration est gouvernée par des protéines d’adhésion (comme les intégrines) qui vont régir leur

déplacement le long des protéines de la matrice extracellulaire.

IV.1.2.b. La cellule tumorale

Comme nous I’avons vu, une cellule ayant subi une différentiation qui lui confére un
caractere tumoral ne répond plus aux signaux censés contrdler sa croissance et aux mécanismes

de régulation. Ainsi, une cellule tumorale :

- Génere elle-méme ses propres signaux de croissance ;

- Est insensible aux inhibiteurs de croissance cellulaire ;

- Peut se diviser a I’infini : le mécanisme de conservation des télomeres la protege de la
mort par sénescence ;

- Echappe a la mort cellulaire grace a D’inactivation des récepteurs des signaux
induisant I’apoptose ;

- Est capable d’induire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a son voisinage
direct lorsque la tumeur dépasse un certain volume (2 mm’ environ), c’est la

néoangiogenese tumorale ;
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- Peut implanter des foyers tumoraux nouveaux dits secondaires, formant ainsi des

métastases.

Tous ces déreglements, conséquences des mutations observées pendant la carcinogénese,
sont responsables du développement anarchique et incontr6lé de la tumeur. Les deux dernieres
caractéristiques de la cellule tumorale (induction de 1’angiogenese et formation de métastases)
reposent sur des molécules d’adhésion, telles que les intégrines, qui dirigent les interactions
cellule — cellule et les interactions entre la cellule et la matrice extracellulaire. Ainsi les cellules

tumorales peuvent recruter des vaisseaux sanguins et coloniser d’autres organes.

La cellule tumorale est donc tres différente d’une cellule normale. L’ensemble des mécanismes
décrits ci-dessus, y compris ceux intervenant des les premieres étapes du développement tumoral,
mettent en jeu des récepteurs, des hormones, des antigeénes, qui sont autant de signaux permettant
un diagnostic précoce. A titre d’exemple, le dosage de la FSH (Follicle Stimulating Hormone)
permet de diagnostiquer 11 types des cancers (dont prostate, sein, colon, pancréas, poumon, ...).
D’autres marqueurs sont plus spécifiques de certains cancers : les cancers de la prostate peuvent
étre détectés par une variation anormale du taux de PSA (Prostate Specific Antigen) dans le sang,
le dosage de la TSH (Thyrotropin Stimulating Hormone) permet de mettre en évidence un cancer
de la thyroide, et le dosage de I’ACE (Antigéne Carcino-Embryonnaire) permet d’identifier un
cancer de I’appareil digestif. Tous ces marqueurs tumoraux spécifiques sont détectés dans le sang
par des dosages immunologiques a de trés faibles concentrations (tableau IV.1.). Ces marqueurs
ou récepteurs, s’ils sont exprimés au niveau des cellules tumorales peuvent également faire
I’objet d’études en imagerie. C’est le cas par exemple des intégrines comme nous le verrons dans

la suite de ce chapitre.

Marqueur Tumeur identifiée Référence
PSA Prostate [1,2]
TSH Thyroide [3,4]
ACE Pancréas, foie, estomac, colon [5, 6]
FSH Prostate, sein, colon, pancréas, ... [7]

Tableau IV.1. : Exemples de marqueurs tumoraux
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IV.1.2.c. L’angiogenése tumorale

Nous avons vu que le développement d’une tumeur requiert un apport anormalement
élevé en oxygene et en nutriments qui est assuré par le sang. Pour s’assurer un
approvisionnement suffisant, la cellule tumorale ala capacité d’induire la formation de vaisseaux
sanguins nouveaux. Lorsque la tumeur atteint un volume d’environ 2 mm’, I’oxygene et les
nutriments fournis par la vascularisation normale des cellules deviennent insuffisants. Ce
phénomene appelé hypoxie engendre la production de facteurs pro-angiogéniques tels que les

facteurs de croissance VEGF

(Vascular Endothelial Growth Facteurs pro-
ansiozénioves

Factor) ou FGF (Fibroblasts N

e "

Growth Factors) (Fig. IV.4.A.)
et ’inhibition de la sécrétion de
facteurs antiangiogeniques [8-
10]. Le VEGF va se fixer sur
les récepteurs situés sur les

cellules endothéliales et induire

la sécrétion de

métalloprotéases qui vont alors

dégrader la membrane basale Fig. IV 4. : La néoangiogenése tumorale : de I’hypoxie 2 la
des vaisseaux sanguins dissémination.
proches. Les cellules

endothéliales se réorganisent alors sous I’effet de protéines d’adhésion telles que 1’intégrine o33
[11] pour former de nouveaux vaisseaux sanguins dirigés vers la tumeur (Fig.IV.4.B.). Les
cellules tumorales peuvent également se dissocier de la tumeur et emprunter ces vaisseaux pour

coloniser d’autres tissus formant ainsi des métastases (Fig. IV .4.C.).

L’angiogeneése tumorale est un phénomene essentiel qui intervient treés tot dans le
développement des tumeurs. C’est pour cette précocité qu’elle constitue un domaine d’étude
important dans le développement de traceurs permettant la mise en évidence des tumeurs a un
stade tres précoce. Les intégrines qui gouvernent les interactions cellule-cellule et cellule-

membrane extra-cellulaire jouent un role incontournable dans la mise en place de ce nouveau
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réseau sanguin au voisinage de la tumeur et constituent donc une cible de choix pour des

radiopharmaceutiques, qu’ils soient a visée diagnostique ou thérapeutique.

IV.2. Les intégrines

IV.2.1. Structure

Les intégrines sont des récepteurs membranaires impliqués dans les processus d’adhésion
cellulaires. Elles régissent les interactions cellule-cellule et cellule-matrice extra-cellulaire. Il
s’agit de glycoprotéines hétérodimériques intégrales constituées de deux sous-unités a et  reliées
de maniere non-covalentes. Chaque sous-unité se compose d’un domaine cytoplasmique court
sans activité catalytique et d’un long domaine extracellulaire responsable de la liaison aux ligands
endogenes. Chez les mammiferes, on dénombre 18 sous-unités a et 8 sous-unités f conduisant a
24 combinaisons distinctes. Celles-ci peuvent €tre classées en familles selon la nature des ligands
(Fig. IV.5.). La plus importante famille est celle des récepteurs se liant au tripeptide RGD qui

comprend notamment les intégrines o, s, o, fs, et opPs.

Leukocyte-specific
receptors

receptors Laminin receptors

Fig. IV.5. : Les différentes familles d’intégrines
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Les intégrines sont des protéines longues de 280 A environ ayant un poids moléculaire de
240 a 270 kD. Les informations structurales concernant les intégrines sont essentiellement issues
d’études en RMN et en microscopie €lectronique. L’obtention de structures cristallographiques
haute résolution est effet rendue tres difficile par la fluidité des membranes biologiques. Seules
les structures des intégrines o.f3, et aypPs, partiellement cristallisées, ont été résolues [12]. 1l
apparait que la partie extracellulaire de la sous-unité o est formée par la répétition a 7 reprises
d’un motif de 70 acides aminés variant trés peu. Les 4 motifs situés a 1’extrémité N-terminale
constituent un site nommé oA capable de chélater les cations divalents comme Ca® ou Mg2+

(Fig. IV 6.).

La partie extracellulaire de la sous-unité B est linéaire et se termine par un domaine N-
terminal nommé BA, contenant un cation divalent Ca2+, qui vient former une boucle avec aA
(head). Le domaine transmembranaire de chaque sous-unité est consitué d’une trentaine d’acides
aminés hydrophobes permettant 1’ancrage dans la membrane cytoplasmique. Les domaines
cytoplasmiques constitués par les extrémités C-terminales sont courts et capables de se lier aux
filaments d’actines du cytosquelette. L.’ensemble des deux domaines aA et BA constituent le site

de fixation des ligands de I’intégrine considérée.
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Fig. IV.6. : Structure des intégrines. A gauche : structure schématique générale ; A droite : structure cristalline de la

partie extracellulaire de 1’intégrine o33 [13]
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IV.2.2. Role des intégrines

Les intégrines sont des protéines d’adhésion qui interviennent dans un grand nombre de
mécanismes biologiques de l'individu sain. Leur structure transmembranaire leur permet de
participer a la transmission de signaux entre le cytoplasme et la matrice extracellulaire (inside-
out) [14] et inversement (outside-in) [15]. Ainsi, I'interaction entre la partie cytoplasmique de
I’intégrine et les filaments d’actine peut induire une liaison entre la partie extracellulaire de
I’intégrine et la matrice extracellulaire (inside-out). A I’inverse, la liaison de D’extrémité
extracellulaire conduit a un phénomene de clusterisation (rassemblement local d’intégrines qui
forment un oligomere) permettant la transmission de signaux intracellulaires qui conditionnent

entre autres la survie, la mobilité et la polarité cellulaire.

Inside-out Qutside-in Unligated Integrin
signaling signaling IMD

Cell adhesion, )

migration and CV

ECM assembly

' cluster

Actin network Cell polarity, surviva '
and migration,
changes in cytoskeleton Apoptosis

and gene expression

Fig. IV.7. : Tllustration du role des intégrines dans la transmission des

signaux cellulaires [16].
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Enfin, des études ont révélé que lorsque I’intégrine o, B3 n’est plus liée, elle induit la mort
cellulaire par apoptose [17]. Ce phénomene est propre aux cellules saines et n’intervient pas pour

les cellules tumorales.

Certaines études ont montré que la présence d’intégrines, en particulier o,f3, peut étre
associée a la formation active de métastases [18, 19]. Contrairement au phénomene passif dans
lequel des cellules tumorales colonisent 1’organisme portées par le sang, la motilité cellulaire est
assurée par la répétition d’activations et de désactivations d’intégrines assurant 1’adhésion a
I’avant de la cellule en migration, et la supprimant a 1’arriere. Ce phénomene de prolifération

active dépendant des intégrines permet la migration cellulaire [20].

Les intégrines sont également au cceur des phénomenes angiogéniques. A titre d’exemple, la
suppression de 1’expression de I’intégrine a4, induit des malformations vasculaires graves [21].
Des souris knockout dépourvues de sous-unité a, ont également été développées pour étudier le
role de cette sous-unité sur la vascularisation : 80% des embryons n’ont pas survécu, et les
individus restants ont succombé suite a des défauts de formation de certains vaisseaux cérébraux
[22]. Paradoxalement, d’autres études ont prouvé que suite a la suppression de la sous-unité Bs,
une augmentation de I’angiogeneése pouvait étre observée dans certains cas suite a une
augmentation de la sensibilité des cellules endothéliales aux facteurs de croissance dont VEGF
[23]. 1l semble donc que le role de 1’intégrine a,B3 dans I’angiogenese soit beaucoup plus

complexe qu’une simple induction. Elle peut apparemment jouer le role de régulateur positif ou

négatif de 1’angiogenese selon la structure du substrat auquel elle se lie.

Le profil d’expression en intégrines varie selon le type de cellule, et pour un méme type
de cellule on observe une variation selon le cycle cellulaire et en fonction de signaux venus de
I’extérieur. Un type d’intégrine peut étre prédominant dans les cellules d’un tissu et absent dans
d’autres. L’intégrine a,f3 est ainsi surexprimée au niveau de certaines tumeurs ou elle induit la
néoangiogenese indispensable a leur survie alors qu'elle est trés peu présente dans les tissus
sains. Le tableau IV .2. indique les profils d’expression en intégrines de diverses tumeurs et des

métastases associés [24].
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Cancer Foyer tumoral principal M¢étastases

Sein NA (11Bl /(16[31 / (XVB1

Colon NA osP / agPa

Rein o3P asPi
Poumon NA (13[31 / aIIbBIHa

Mélanome (13B1 /(14[31 / (XVB3 (11Bl / (12[31 /(15[31 / aHbBIHa / (XVB3 / (16[34

Ovaire o3P o3P

Peau (IVB3 (12[31 / (13[31 / a6[31 / (16[34
Cerveau oy B3 oyBs3

Tableau IV.2. : Intégrines surexprimées par différentes tumeurs et les métastases associés

En conclusion, les intégrines sont impliquées dans tous les processus mettant en jeu
I’adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire. Elle intervient dans le développement de
nombreuses pathologies et en particulier I'intégrine o,f3; joue un role essentiel dans la
néoangiogenese tumorale. Cette derniere étant surexprimée au niveau de la tumeur et trés peu
dans les cellules saines, elle constitue donc une cible privilégiée pour la détection précoce des

tumeurs primaires, des récidives tumorales et des métastases [25-28].

IV.2.3. L’intégrine a3

L’intégrine a,Ps3, aussi appelée « récepteur de la vitronectine », est la mieux connue des
intégrines associées a la néoangiogenese tumorale. Elle est impliquée dans la migration des
cellules endothéliales, dans I'induction de I’angiogenese tumorale en réponse a I’hypoxie, et dans

le développement de métastases.

L’intégrine o,B3 est surexprimée au niveau des cellules endothéliales nouvellement
formées suite au développement d’une tumeur alors qu’elle est absente ou trés peu présente dans
le méme type de cellules a 1’état quiescent. De méme elle est surexprimée au niveau des cellules
tumorales de certains cancers (mélanome, peau, glioblastome cérébral, ...). Elle constitue donc
un critere fiable permettant de différencier les cellules tumorales des cellules quiescentes et son
expression a la surface des cellules tumorales constitue un facteur pronostique pour certains

cancers comme le cancer du sein [29] ou du colon [30].
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L’intégrine o,Bs3 fait partie des 8 G
intégrines reconnaissant le motif tripeptidique R D

. H °x°
Arg-Gly-Asp (ou RGD) structuré présent dans de Jiz /\/&NA/LNH

HoN

Iz

nombreuses  protéines de la  matrice
extracellulaire telles que la vitronectine, la - ~~
fibronectine, ou le fibrinogene (Fig IV.5. et

Fig. IV .8. : Tripeptide RGD « Arg-Gly-Asp »
IV.8.) [31].

La structure cristalline du domaine extracellulaire de 1’intégrine a3 a été résolue seule
[12] et en présence d’un ligand RGD [32]. Ces structures ont permis de déterminer la facon dont
le site actif de I’intégrine interagit avec un motif RGD comme le pentapeptide CRGDC (Fig.
IV.9.gauche) ou le cilengitide: c((RGDf(N-Me)V).

M
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Fig.IV.9. : Modélisation du site actif de I’intégrine a,3; en présence de deux pentapeptides : CRGDC linéaire a
gauche [33] et c(RGDfMeK) a droite [32]

Ainsi, lors de la reconnaissance du motif tripeptidique RGD, on observe une interaction
entre le domaine BA et I’aspartate D qui vient coordonner le cation Ca™. L’arginine, quant a elle,
se lie aux acides aspartiques constitutifs du domaine oA [33-35]. En 2009, Kessler et al ont
précisé la nature de cette intéraction Asp-0A en mettant en évidence I’importance des liaisons
hydrogene [36]. Si le site de reconnaissance du ligand est de trés faible dimension (350A2

environ) et le ligand treés court (seulement 3 acides aminés). L’intégrine a3 n’en est pas moins
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tres sélective. En effet la reconnaissance d’un ligand RGD est fortement liée a sa conformation
conditionnée par les acides aminés qui 1’entourent [37]. La distance séparant les groupements
guanidinium et aspartate présents dans le motif tripeptidique RGD influe ainsi énormément sur la
sélectivité. La distance entre les atomes de carbone B de l’aspartate et de ’arginine est en

moyenne de 6.7 A pour un ligand sélectif d’a,3; et de 8 A dans le cas d’oyrpPs.

Ainsi, depuis 2002, de nombreuses études ont été effectuées afin de déterminer des
ligands de I’intégrine a3 adoptant des conformations variées mais dans lesquels la distance Arg-
Asp est respectée dans le but d’obtenir des inhibiteurs de celle-ci ou de développer des

radiopharmaceutiques (imagerie ou thérapie) la ciblant [38].

IV.3. L’angiogenese au ceur des recherches antitumorales

IV.3.1. L angiogenése tumorale : une cible thérapeutique

La thérapie anti-angiogénique présente la particularité de ne pas cibler directement
la tumeur mais le réseau sanguin nouvellement formé qui l’entoure. Cette vascularisation
tumorale est induite par la tumeur et lui permet de se développer. La destruction de ce réseau
sanguin qui alimente la tumeur pourrait permettre d’ «étouffer » celle-ci et de 1’empécher de
croitre. Néanmoins, une action anti-angiogénique seule ne peut pas mener a un recul de la tumeur
mais, au mieux, a une stagnation. Les agents anti-angiogéniques sont donc étudiés cliniquement
en association avec des traitements en
radiothérapie ou chimiothérapie. Cette association
est paradoxale puisque la destruction du réseau
sanguin entourant la tumeur devrait avoir un effet
néfaste sur ces traitements en réduisant
I’acheminement jusqu’a la tumeur des composés

antitumoraux utilisés en chimiothérapie, ou en

réduisant I’apport en oxygene indispensable pour

la formation de radicaux lors de la radiothérapie. Fig. IV.10. : Réseau vasculaire d’un tissu normal
Pourtant les premiers résultats obtenus sont trés (a gauche) et au voisinage d’une tumeur (a doite).
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prometteurs et laissent transparaitre une synergie dans ’action des deux traitements [39, 40].
L’explication de ce phénomene pourrait résider dans le fait que la vascularisation liée a la
néoangiogenese tumorale est anarchique et inhomogene (Fig. IV.10.). Le traitement anti-
angiogénique n’agit que sur ce réseau nouvellement formé et n’affecte pas la vascularisation

normale du tissu.

D’autres thérapies anti-angiogéniques ont été propos€es: tous les récepteurs ou
transmetteurs intervenant dans la cascade de phénomenes biochimiques qui conduisent au
développement de nouveaux vaisseaux sont en effet des cibles potentielles. Ainsi des études sont
actuellement en cours pour cibler les facteurs de croissance comme VEGF et FGF (Sunitinib,
Avastin, LYG-202 [41]), mais aussi la MMP-2 qui dégrade la membrane basale des cellules
endothéliales (Marimastat, Tanshinone IIA [42]) et les intégrines dont a,B; (Cilengitide,
Vitaxine). L ’inhibition est réalisée au moyens d’anticorps monoclonaux comme pour 1’ Avastin
(anti-VEGF) ou la vitaxine (anti-a,f3). Elle peut aussi passer par des petits peptides linéaires ou
cycliques (Cilengitide) ou des inhibiteurs non peptidiques identifiés par criblage de

chimiotheéques.

Nous avons vu que la thérapie anti-angiogenique pemmet d’agir sur le cancer a un stade
tres précoce, peu apres le switch angiogénique, lorsque la nouvelle vascularisation se forme. A ce
stade de I’évolution du cancer, la tumeur est de petite taille, il convient donc d’avoir des
techniques de diagnostic fiables dés que 1’on suspecte D’apparition d’un cancer. Le
développement de traceurs capables de mettre en évidence les molécules et récepteurs impliqués
dans la néoangiogenese permettra la caractérisation bien plus précoce des tumeurs en cas de

présomption de cancer (suite a palpation, mammographie, dosage de PSA, etc...).

Dans la suite, nous nous interesserons exclusivement aux ligands de 1’intégrine a,f; utilisés dans

une approche thérapeutique (inhibiteurs) ou diagnostique (traceurs).
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IV.3.2. Ligands de I’intégrine a3

Les ligands de I’intégrine a3 développés actuellement sont de différents types :

- Les anticorps monoclonaux tels que la Vitaxine (Phase I et II) qui sont tres sélectifs et

peuvent étre marqué par divers radioéléments pour une utilisation en imagerie (voir

chapitre 1).

- Les ligands peptidiques ou pseudopeptidiques présentant la séquence RGD linéaire ou

cyclique sont utilisés in vivo.

- Les ligands non peptidiques mimant le motif RGD. Ces composés sont souvent

obtenus par criblage de chimiotheques.

- Les disintégrines comme la Leberagine-C ou 1’Acurhagine-C sont des toxines

également étudiées actuellement [43, 44]

Les ligands peptidiques ou pseudopeptidiques

Les ligands peptidiques sont tres répandus,
ils présentent ’avantage d’étre basé sur la structure
RGD reconnue par I'intégrine a,f3;. Néanmoins, la
géométrie de ce motif tripeptidique n’est pas figée et
ces ligands présentent en général des sélectivités
faibles pour a,Bs3. Il est ainsi assez rare dans la
littérature de rencontrer des études portant sur I'effet
anti-oyf3 de peptides linéaires. La figure IV.11.
montre un exemple d’un dérivé peptidique marqué

au **™Tc-tricarbonyle [45]. En outre les peptides

naturels linéaires sont tres sensibles a 1’action des protéases in vivo qui vont les dégrader. Pour
échapper a cette instabilité in vivo, deux stratégies sont courrament employées. La premiere

consiste a utiliser un ou plusieurs amino acides de configuration inversée ( acides aminés (D) ).
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L’autre stratégie consiste a préparer des peptides cycliques qui sont plus résistants a 1’action des

peptidases.

La stabilité in vivo n’est pas 1’'unique raison expliquant le fort engouement pour les
peptides cycliques. En effet, la cyclisation contraint le motif RGD et lui permet de s’adapter
spatialement aux sites actifs des différentes intégrines. Ces composés sont donc souvent plus
sélectifs que leurs analogues linéaires [16]. Cette contrainte sur le cycle peut également Etre
exercée en utilisant des acides aminés (D). La figure IV.12. regroupe quelques exemples de

peptides cycliques, présentant tous un motif RGD.

En particulier, les travaux de Kessler ont permis de montrer que dans un
cyclopentapeptide de type c(RGDXY), la position 4 (acide aminé noté X) joue un role essentiel
pour l’affinit¢ de I’inhibiteur [46]. Ces travaux ont montré qu’elle doit impérativement étre
occupée par un résidu hydrophobe pour obtenir une bonne affinité pour I’intégrine. De méme le
proton libre de 1’amide située entre les positions 3 et 4 semble indispensable d’apres études de
relations structure - activité. Ces observations ont permis de proposer la structure ¢(RGDfV) qui

s’est avérée avoir une affinité intéressante pour a3 (ICso(ayf3) = 50 nM).

Trois années plus tard, la méme équipe a prouvé que la N-méthylation de ’amide situé
entre les positions 4 et 5 permet d’accroitre considérablement 1’affinité pour a3 (ICso(0p3) =
0.83 nM) [47]. Cette observation a permis le développement du cilengitide actuellement
développé par Merck qui fait ’objet d’études cliniques, de phase II ou III selon le type de
pathologies, pour son action seul ou en complément de la chimiothérapie ou de la radiothérapie
[16, 48]. Les premiers résultats rendent compte d’une bonne tolérance chez 1’homme. Le
cilengitide agit a deux niveaux. Il inhibe la néoangiogene¢se tumorale par inhibition de
I’intéraction entre I’intégrine o3 et les protéines constitutives de la membrane extracellulaire et

induit I’apoptose des cellules tumorales exprimant les intégrines a sous unité a, [49].
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Cilengitide... Cancer visé Phase Référence
Variable (rein, 1
colorectal, ...) [50]
Seul . II [51]
Glioblastome [52]
Prostate 1I [53]
Cancer
Associé a la épidermoide I/1la [40]
chimiothérapie Pancréas I [54]

Associé a la radiothérapie

et & la chimiothérapie Glioblastome I/a et 111 [39, 55]

Tableau IV.2. : Cilengitide : quelques essias cliniques seul ou associé a la radiothérapie ou la chimiothérapie

Récemment, Kessler et al ont publié une étude montrant qu’une seconde N-méthylation
du cilengitide au niveau d’une fonction amide bien choisie (c(RG(N-Me)Df(N-Me)K)) permet de
conserver une bonne affinité pour o,B3 (ICso = 5.9 nM) tout en améliorant la sélectivité par
rapport a a,fs (ICso > 3 uM) et apPs (ICso > 1 uM) [56]. Un tel composé pourra permettre
d’étudier plus précisément le role d’a,ps; dans la néoangiogenese indépendemment des autres

intégrines qui y sont impliquées.

Le passage de cyclopentapeptides a des cyclohexapeptides ou a des peptides cyclisés par
un noyau benzyle tels que DMP728 engendre une augmentation de la distance séparant les
groupements guanidinium et aspartate et conduit a des inhibiteurs sélectifs de 1’intégrine o33

(ICso=2 nM) - Fig. IV.12.C - [57].

Suite aux travaux de Kessler et coll, d’autres groupes de recherche ont étudié des
possibilités de cyclisation de peptides autour de noyaux rigides (notamment des composés
cycliques, ou bicycliques) afin d’augmenter encore la contrainte sur le cycle peptidique et de
rigidifier la structure RGD (Fig. IV.12.E-H). Ainsi, des pseudopeptides construits autour de
noyaux proline [58] (Fig. IV.12.E), pyranne [59] (Fg. IV.12.F), ou azabicyclo[5.3.0]nonane [60,
61] (Fig. IV.12.G) par exemple sont décrits et présentent une bonne affinité et sélectivité pour
ayPB3 (respectivement ICsy = 0.88, 150 et 3.8 nM). Le peptide cyclique (I) est cyclisé par la
formation d’une fonction urée [62]. Enfin, les composés J et K de la figure IV.12. sont deux

exemples de peptides cyclisés par chélation d’un cceur métallique de technétium ou de
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molybdene [63]. En particulier, le composé (J), dont la synthese a été réalisée au laboratoire, a été
identifié parmi une chimiotheques de complexes de structures voisines, et présente une bonne
affinité pour I’intégrine a,fB3 (ICso(ayf3) = 60 nM) et une sélectivité interessante pour celle-ci par

rapport a I’'intégrine anpPs (ICso(oqpPs) = 1.7 uM) [64].

La figure IV.12.(D) montre un modele pharmacophorique obtenu par docking dans le site
actif de I’intégrine a,f3 d’un ensemble de peptides cycliques antagonistes. On peut ainsi voir les
distances idéales entre les différents pharmacophores pour 1’obtention d’inhibiteurs d’ayf3;. En
particulier on note une distance d’environ 13.8 A entre les motifs guanidinium et carboxylate

[65].

Les ligands non peptidiques mimant RGD

Les ligands peptidiques présentent dans leur structure 1’enchainement RGD, ligand
naturel de I’intégrine a,f3, et sont donc tres étudiés. Si leur cyclisation a permis de réduire la
dégradation par les protéases, certaines équipes de recherche préferent étudier des composés non
peptidiques capables de mimer le ligand naturel RGD. Le développement de ce type de composé
s’effectue selon deux stratégies distinctes : le criblage in vitro de chimiotheques de ligands

potentiels de I'intégrine, ou le criblage in silico de banques de composés virtuels.

Dans le cas du criblage in vitro de chimiotheéques, les composés sont généralement
construits autour d’une structure centrale relativement rigide sur laquelle sont fixés deux motifs :
I’un mimant le noyau guadinium de 1’arginine et en général un groupement carboxylate, analogue
d’aspartate (Fig. IV.14.). Un espaceur de longueur variable est également régulierement introduit
entre les deux fonctions de facon a faire varier la distance entre celles-ci qui est un facteur
essentiel conditionnant 1’affinité. Cet espaceur permet également d’introduire des fonctions
chimiques hydrophobes (cycles aromatiques, chaines carbonées) ou polaires (polyéthyléne
glycol, glucides) permettant de faire varier la biodistribution et la solubilité du composé lors
d’études in vivo ultérieures. La figure IV.13. illustre 1’utilisation d’un espaceur dans le but de
moduler la biodisponibilité orale d’un composé. Le composé A (ICso(ayfB3) = 2 nM) est rendu
plus hydrophobe, entre autre, grace a un espaceur benzylique (B) ou plus hydrophile grace a un

espaceur de type ether (C) en gardant dans chaque cas une bonne affinité pour a3 [38].

190



Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

N N
SN o
NH /
“—COOH
H /—CFs
A N N0 N C
| o
= /
“—COOH

Fig.IV.13. : Le choix d’un espaceur hydrophobe ou polaire permet de moduler la biodisponibilité de I'inhibiteur.

Si le mime d’aspartate est en régle générale un groupement carboxylate, le mime de
guanidinium est beaucoup plus varié comme des groupements pyridine, guanidine, imidazole,
. (Fig IV.15) [38]. Un motif hydrophobe constitué¢ d’un ou plusieurs cycles aromatiques (Fig.
IV.15.) est également présent dans ces structures a proximité du mime d’aspartate. Il va se glisser
dans la « gorge » située entre les sous-unités o et B, et générer des intéractions de type «m-

stacking » avec la Tyr178 de la sous-unité ay améliorant ainsi I’affinité [66].
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N NH
N NH
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Mot|f hydrophobe
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guanidinium

Fig.IV.14. : Stratégies de développement de
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Fig. IV.15. : Exemples de mimes de guanidinium

chimiotheéques de ligands des intégrines
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Cette approche est régulicrement utilisée pour le développement de nouveaux traceurs. Il

existe ainsi pratiquement autant de types de motifs centraux que d’équipes de recherche

travaillant sur ces sujets. Nous avons choisi d’enretenir deux afin d’illustrer cette démarche.

La figure IV.16.A. montre une stratégie centrée sur un noyau azacarbapeptide qui a

conduit a la synthese de 22 composés. Ces composés présentent une affinité variable pour a,f3

(ICso(0B3) allant de 0.7 a 210 nM) mais tres supérieure a celle observée pour a3 (ICso(omPs) >

1 uM dans tous les cas) [67]. Le second exemple, développé au laboratoire, consiste a relier les

deux motifs mimant le carboxylate et le guanidinium par chélation d’un cceur oxotechnétium. Les

mimes des groupements guanidinium et carboxylate sont portés par deux ligands venant

complexer ce coeur technétié. L’objectif de cette approche était de mettre ainsi en évidence des

traceurs technétiés de l’intégrine a,B3 pour 1’imagerie in vivo (Fig. IV.16.B et C.) a partir de

chimiothéques de complexes Tc-essentiels modulaires [68].

Mime de
guanidinium

(A) IC50((1VB3) =0.7 nM, ICSO(aIIbB3) = 1000 nM [67]

Fig.IV.16. : Exemples de composés nonpeptidiques mimes de

RGD identifié par stratégie synthese — criblage.
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(B) ICs(04,B5) = 0.24 uM, ICso(arB3) > 100 M [68]

(C) ICs0(0yB3) > 100 uM, ICso(ouP3) = 0.45 uM [68]
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Une autre facon d’identifier des composés mimes de RGD ligands de I’intégrine o3
consiste a cribler des bases de composés chimiques contenant les caractéristiques de centaines de
milliers de composés, grace a des algorithmes mathématiques. Le principe en est illustré par la
figure IV.17. A partir des structures cristallographiques de trois mimes de RGD connus pour leur
forte affinité pour l’intégrine a,f3;, un modele pharmacophorique est obtenu. Ce modele est
ensuite utilisé pour cribler une chimiotheque d’environ 600.000 composés. A I'issue de ce
criblage, quelques hits sont identifi€s. Chacun présente effectivement un carboxylate (mime
d’aspartate) mais la partie de la molécule semblant mimer le guanidinium est tres variée et n’a
plus aucun point commun avec celui-ci. Ce résultat illustre I’importance des liaisons hydrogeénes
entre le « motif R » et la sous-unité a de I'intégrine plutot que la charge du ligand comme cela a

été récemment montré par Kessler et coll [36].

H H
/N\E’\j/\/om /N\ENJ/\/O Q
x N X % HBD
£OH boi OH :

[¢)

Mimes de RGD connus

o]

e
N
. ] o . Cl —
Fig.IV.17. : Identification de mimes de RGD par 3 J\\N

criblage in silico [69]
HO

Ces deux types d’approches sont efficaces et utilisées régulicrement, en particulier la
premiere, pour identifier de nouveaux inhibiteurs d’intégrines. Néanmoins, nous avons vu que
I’obtention d’inhibiteurs sélectifs est tres délicate comme c’est souvent le cas des familles de

protéines présentant une large structure commune. Qu’il s’agisse d’une variation de la distance
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

séparant guanidinium et aspartate dans un mime de RGD ou d’une disposition spatiale différente,
de tres faibles variations peuvent entrainer une perte conséquente d’affinité. La conception de
nouveaux inhibiteurs performants (c’est-a-dire hautement spécifiques et sélectifs) reste donc
souvent empirique et nécessite la synthése de composés nombreux mais chimiquement et
structuralement treés proches. Dans ce contexte, il est particuliecrement intéressant de disposer de
structures de base permettant le développement de chimiotheques d’inhibiteurs ou de traceurs
simplement grace a la chimie combinatoire. Nous nous proposons maintenant d’illustrer ce

concept en mettant en évidences les potentialités de TriaS

IV 4. Application de la plateforme TriaS pour le développement de traceurs in

vivo de I’intégrine o, ;.

Dans cette partie, nous allons nous intéresser a la préparation de nouveaux traceurs
technétiés pour I’imagerie in vivo de la néoangiogenese tumorale. Pour ce faire nous développons
ici deux approches distinctes pour la réalisation de ligands de l’intégrine o,p; basés sur la
structure TriaS-""Tc étudiée au chapitre III de ce manuscrit. Une premiére stratégie mettra a
profit le concept de traceurs Tc-essentiels déja développé au laboratoire [64, 68] tandis que dans

une seconde stratégie, nous aborderons la conception de composés bifonctionnels modulaires.

IV.4.1. Le potentiel de TriaS pour I’imagerie in vivo

Au chapitre III, nous avons mis en évidence, par criblage o
d’un ensemble de ligands potentiels du cceur oxotechnétium, le o N iN
NS
ligand TriaS qui présente plusieurs propriétés intéressantes. T Je :g
SON
W\
- TriaS complexe quantitativement le coeur * "TcO N\N\_Q

suivant un protocole simple, rapide, et ne nécessitant
pas de purification. Il est donc a priori adapté a une Fig. IV.18. : TriaS-""Tc

utilisation routiniere en milieu hospitalier.
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

- Le complexe Trias-"™Tc est stable in vivo a plus de 90% (aprés 6h d’incubation en
plasma murin). De plus, aucune apparition de produit de dégradation n’est observée
au fil du temps dans le plasma.

- Le complexe TriaS-"Tc présente une biodistribution, 2h aprés injection chez la
souris, extrémement intéressante. En effet le complexe est éliminé par voie urinaire (2
hauteur de 80% de la dose injectée) et est récupéré intact (65% environ de 1’activité

mesurée dans les urines).

9mTe, les ligands auxquels

Outre leur aptitude potentielle a former un complexe stable de
nous nous sommes intéressés étaient présélectionnés pour leur structure a fort potentiel de
fonctionnalisation. La figure IV.19. indique les sites de la structure du complexe TriaS-"""Tc ol

une fonctionnalisation est possible.

Fig. IV.19. : Potentiel de fonctionnalisation de TraS-"""Tc¢

Selon le site étudié, la fonctionnalisation est plus ou moins délicate.

(A) L’utilisation d’acides aminés a chaine latérale fonctionnalisée (lysine, arginine, acide
glutamique ou aspartique, ...) peut permettre de fonctionnaliser tres simplement la
structure. Le recours aux acides aminés non naturels permet également d’augmenter

considérablement la diversité moléculaire accessible.
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

(B) De méme en utilisant un dérivé de 1’acide mercaptoacétique, il serait possible
d’induire de la fonctionnalisation en a du thiol du ligand. Ces dérivés peuvent étre
préparés simplement a partir de n’importe quel acide aminé par nitrosation suivie

d’une substitution nucléophile par le thioacétate (Fig. IV.19) [70, 71].

0
NH, a Cl b SJ\ c )S\H
- % < —_— E—
R~ >COOH R~ >COOH R)\COOH R” “COOH

Fig. IV.19. : Préparation d’acides thioacétiques substitués par substitution nucléophile sur les acides aminés

[71]. a) NaNO,, 5N HCl, 0°C, 5h, rt puis RT, 24h ; b) CsSCOCH;, DMF, rt, 24h ; ¢) 2N NH;.H,O, DTT, rt, 5h.

©) La fonctionnalisation en a du triazole est possible en utilisant des acides aminés tels
que I’éthynylglycine ou un analogue.

(D) Le triazole est également fonctionalisable en position 5. Il s’agira alors de 1’obtenir a
partir d’un alcyne non terminal et donc par cycloaddition non catalysée au cuivre [72]

(E) Le motif triazole permet également d’envisager de nombreuses fonctionnalisations
tres simplement grace a la chimie-click en faisant varier la nature de 1’azoture
d’alkyle formé in situ.

F Il est d’ailleurs également envisageable de conserver le motif triazole benzylé en

mettant a profit la diversité moléculaire disponible en série benzylique.

La figure IV.20. indique quelques exemples de résultats de ces 6 types de fonctionnalisations

ainsi que deux applications bifonctionnelles potentielles.

Ainsi, TriaS-”™Tc présente des possibilités de fonctionnalisation nombreuses et variées
permettant de concevoir des traceurs intégrés ciblant 1’intégrine a,f3, ou de relier cette structure a
un ligand connu de celle-ci dans le cadre d’une approche bifonctionnelle. Nous allons illustrer ici

ces deux stratégies.
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Fig. IV 20. : Différentes voies de fonctionnalisation de TriaS-""Tc envisageables
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

IV.4.2. Développement de traceurs intégrés de I’intégrine a,p;
IV.4.2.a. Stratégie employée pour la production de traceurs intégrés

Nous allons décrire ici le développement de traceurs intégrés construits a partir de la structure de
TriaS-"™Tc¢ par fonctionnalisation. La préparation de dérivés fonctionnalisés de TriaS étant
priori tres simple, nous procédons ici par syntheése d’un ligand modifié puis du complexe
correspondant en utilisant des chaines alkylcarboxylates de longueurs variables et

benzylcarboxylates substituées en ortho, méta, ou para.

o)
/\)J\O' \/@AO_
13 liaisons chimiques A

- ~
- ~

NHs" 0 Os O >
HoN NW NH O
H

HN O

— — 0]

(A) (B) ©)

Fig. IV.21. : Préparation de traceurs intégrés de I’intégrine a,f3;: importance de la distance R-D (a gauche), mimes

d’aspartate potentiels (a droite).

Les composés préparés sont constitués de trois parties. Une partie centrale formée par la
structure TriaS-Tc et de part et d’autre un motif alkylguanidinium et un mime d’aspartate.
Plusieurs composés sont préparés en faisant varier la distance séparant ces deux derniers motifs.
Nous avons vu que la distance idéale séparant guanidinium et le carboxylate est d’environ 13.8 A
d’apres les modeles pharmacophoriques obtenus par docking de ligands de 1’intégrine o3 dans
le site actif de celle-ci. Concretement, il est admis qu’en premiere approximation cette distance

correspond a 12 a 14 liaisons chimiques séparant les atomes de carbone des groupements
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

guanidinium et carboxylate de ce type de composés (Fig. IV.21.A.). C’est le cas par exemple

concernant le Cilengitide (ICso(0,,33) = 0.58 nM).

En théorie, dans notre cas, il y a deux fagons de faire varier cette distance : en modifiant
les longueurs de chacun des mimes de RGD. Néanmoins, les résultats obtenus au laboratoire dans
le cas de motif RGD cyclisé par chélation d’un cceur oxorhénium ont montré que la conservation
de I’arginine semble importante pour le maintien de I’affinité pour a,f3. En effet, le passage a des
analogues d’arginine a chaine plus courte a entrainé le passage d’une affinité nanomolaire a
micromolaire [64] (Fig. IV.22.). En outre, le passage de la (L)-arginine a la (D)-arginine a
entrainé une perte d’affinité d’un ordre de grandeur. Nous avons donc choisi de conserver le
motif arginine et de modifier uniquement le motif carboxylate. Nous avons concentré nos efforts
sur deux types de mime d’aspartate : des mimes linéaires a 1, 2 ou 3 chainons (Fig. IV.21.B)
introduits par les bromoalkylesters associés, et des motifs benzyliques substitués en position

ortho, meta, ou para (Fig. IV.19.C), faisant ainsi varier la distance guanidinium-carboxylate de

12 a 15 liaisons.

NH + O H O O O- n L D
2 N/\4

il s
H2N u n 1 5.6 > 10

HN (0] 2 15 20
o NH
l/\ 3 0.06 0.55
S
(N\Ré’s 4 > 10 > 100
/7 \\
s” o

ICso(a,B3) en uM

Fig. IV.22. : Importance de I’arginine pour le maintien de 1’affinité pour o, [3;

IV.4.2.b. Stratégie de synthese

Le composé 49, précurseur acétylenique commun a tous les complexes fonctionnalisés
décrits dans le cadre de cette approche a été préparé en deux étapes a partir de la Fmoc-Arg(Pbf)-
OH par couplages successifs de la propargylamine et de 1’acide mercaptoacétique tritylé 15 (Fig.

IV.23).
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NHPbf NHPbf NHPbf

HoN=( *He
NH

a
B ——
O
OH

“HoN

N
NH
b, c
49
0 o

moc 0.
FmocHN HN\ TNH HNW

48 STrt

FmocHN

Fig. IV.23. : Préparation du précurseur acétylénique des traceurs intégrés. a) Propargylamine, DCC, DIPEA, DCM,
rt, 24h, 82% ; b) DMF/Pipéridine (4/1), rt, 2h ; ¢) 15, DCC, DIPEA, rt, 24h, 88%

Ce composé a ensuite été engagé dans la synthese de la série de ligands alkylcarboxylates

S1a-c et du ligand benzoique substitué en position para S3.

NHPbf NH, NH,
*HN=( *HN= HoN=
NH NH NH
0 _c o _d4 0
OsNH HN OsNH HN oo N N
N_/
T T T -
ST NS SH NN O
N-N O N-N O N— 0
NHPbf N-N
N ) S (e, S
NH 50a-c 51a-c MTc-51a-c
o n R Rdt n n
1 Bu S50a 49% 1 5Sl1a 1 9mTc-51a
Os_NH HN 2 tBu 50b 34% 2 51b 2 9mTc-51p
T 3 H  50c 3 5l
st ||
49 b
NHPbf NH,
NH,
*H,N +H2N:< +
NH NH HZN:<NH
o __c 0 ¢ 0
OsNH HN OsNH HN o N N
b ]W T % 1o
STt NN o SH N o s O
oH oH \/@/<OH
52 (23%) 53 99mTc.53

Fig. IV.24.: Fixation du mime d’aspartate par chimie combinatoire via la chimie-click. a) Cycloaddition de
Huisgen (procédure n°2): Bromoacétate de tert-butyle (resp. bromopropionate de tert-butyle et acide 4-
bromobutyrique), NaN;, Cu(Il), EtOH/H,0O (9/1), MW, 80°C, 30 min ; b) Cycloaddition de Huisgen (procédure
n°2) : Bromoacétate de tert-butyle (resp. bromopropionate de terz-butyle et acide 4-bromobutyrique), NaN;, Cu(Il),

EtOH/H,O (9/1), MW, 80°C, 30 min ; ¢) TEA/TIPS/H,0 (95/2.5/2.5), tt, 1h ; d) NaTcO,, SnCl,, NaOH, rt, 5 min.
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

Le composé Slc issu de la cycloaddition de 49 et de ’acide 4-bromobutyrique (pas

d’ester associé commercial) n’a pas été obtenu. Cet échec pourrait s’expliquer par les conditions

de la cycloaddition de Huisgen, et en particulier la présence de carbonate de sodium et la

température élevée (80°C). Dans ces conditions on observe probablement la cyclisation du 4-

bromobutyrate pour conduire a une lactone formant un cycle stable a 5 chainons (Fig. IV.25.).

Br/\/\n/OH Na,CO3
O

BU/\/\g/O' 80C ©¢O

Fig.IV.25. Une explication propable de la non formation de 51c¢

Enfin, le complexe **™Tc-51a ainsi que les deux complexes **Tc-51b et **#Tc-53 ont été

préparés dans les mémes conditions que pour TriaS-Tc (Fig. IV.24.) et étudiés par RP-HPLC

analytique. Les chromatogrammes des figures 1V.26. a IV.28. ont ainsi été obtenus. Les trois

complexes ont été caractérisé en masse (MALDI-TOF).

8.5
0,9 HN=(

0,7 -

51a
0’5 m/z =387.1

0,3 -

0,2 4

®mTc.51a
11.6 miz =499,0

15.7

e

Fig. IV.26. : Chromatogrammes HPLC de 51a et radio-HPLC du complexe associé *™Tc-51a.

15 20 25 30
Temps (min
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Fig. IV.27. : Chromatogrammes HPLC de 51b et du complexe associé ***Te-51b.
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Fig. IV 28. : Chromatogrammes HPLC de 53 et du complexe associé ***Te-53.



Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

On constate que dans le cas de la complexation des deux ligands 51a et S1b, aucun signal
n’est présent a 4-5 min, et ce méme signal est tres faible dans le cas de la complexation de 53. Il
n’y a donc plus de technétium réduit résiduel : le marquage est quantitatif. I1 semble donc que
I’adjonction de groupements fonctionnels a la structure de TriaS, susceptibles d’interférer dans la

chélation du métal, n’a pas d’influence négative sur celle-ci.

Dans le cas particulier de la complexation par le ligand S1a, un seul signal est observé
lors de la visualisation en UV (220 nm) du complexe *®Te¢-51a, et ce signal conduit 2 une unique
masse (m/z = 499.0). Pourtant, lorsque le méme complexe est réalisé en #MTe, on observe deux
phénomenes. D’une part, I’ensemble de D’activité est répartie en deux signaux : un signal
minoritaire a g = 15.7 min correspondant a 6% de 1’activité, et un signal majoritaire
correspondant a 93% de D’activité a tr = 11.4 min environ. Il y a donc formation d’un sous-

produit trés minoritaire lors de la complexation.

D’autre part, il est possible de distinguer deux pics dans le signal de plus grande intensité
(tk = 11.4 min et 11.6 min). Ces deux composés ont apparemment la méme masse (m/z = 499.0)

#mTe-51a bien qu’on ne

ce qui suggere la présence d’un couple de diastéréomeres du complexe
puisse exclure la présence d’un autre complexe minoritaire non identifié par spectrométrie de
masse. A la différence de TriaS, le ligand S1a est chiral (carbone a de 1’arginine asymétrique). La
complexation peut donc conduire a la formation de deux diastéréomeres différenciés par la

99 P . N c
"Tc-51a a une géométrie pyramidale a base carrée dans

position du cceur oxotechnétium.
laquelle la base est formée par le motif complexant N3S. Le cceur oxotechnétium se situe
perpendiculairement a celle-ci, soit au-dessus (Fig. IV.29.A), soit en dessous (Fig. IV.29.B).
Cette différence entre les complexes #MTe-51a et *#Te-51a peut s’expliquer par le controle
cinétique de la réaction : les différences de conditions, notamment la concentration, peuvent

favoriser 1’apparition du second diastéréomere.

Deux diastéréomeres ont généralement des activités chimiques et biologiques différentes.
Ainsi, il a ét€ montré au laboratoire que la préparation de peptides RGD cyclisés par
complexation du cceur oxotechnétium (Fig. IV.22. n=3) peut également conduire a des
diastéréomeres. Les tests biochimiques ont révélé que 'un des diastéréomeres présente une
affinité pour l’intégrine o,P; supérieure d’un ordre de grandeur a I'autre [73]. Il est donc

important, lorsque cela est possible, de séparer ces deux formes et de les étudier séparément.
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

Dans le cas présent, les deux pics sont trop proches pour étre séparés, méme avec un gradient

plus étalé.

NH, NH,
HN=( HN=
NH NH

> 0 § 0

O NN O N, N

T AN T Je
S 7,

,\\l\ \ S\ O ,\\l\ \
N~N 0) N-~N 0
O o)
(A) (B)

Fig. IV.29. : Deux diastéréomeres de 99mTc-51a. Le ceur oxotechnétium est placé au-dessus (A)

ou en dessous du plan moyen du ligand (B).

N

Suite a ces premiers résultats, nous avons souhaité évaluer la stabilité de P9mre.51 en
plasma murin pour la comparer a celle de TriaS et évaluer I'influence des groupes fonctionnels
ajoutés. Cette étude a été réalisée sur une durée de 6h dans le plasma murin a 37°C. Le complexe

est en concentration nanomolaire dans la solution de plasma.
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Fig. IV.30. : Evolution du complexe **™Tc-51a aprés deux heures d’incubation dans le plasma murin a 37°C.

Le suivi des radiochromatogrammes obtenus a différents temps de I’étude indique
qu’aucun sous-produit de dégradation technéti¢ détectable ne se forme (Fig.IV.30.). Ce résultat
est en parfaite adéquation avec les résultats observés chez TriaS-"™Tc. On constate également
que le sous-produit observé a un temps de rétention de 15.7 min (Fig. IV.26.) est insensible aux
constituants du plasma puisque son signal ne varie pas du tout. Enfin, on peut constater que les
deux pics correspondant aux possibles diastéréomeres sont toujours présents dans des proportions
comparables apres 2h, il ne semble donc pas que 1’'un ou I'autre des diastéréomeres soit plus
sensible au plasma murin. Néanmoins, il a été montré au laboratoire qu’une rééquilibration
pouvait avoir lieu a D’échelle du temps de I’expérience, permettant la transition d’un
diastéréomere a 1’autre [73]. De plus, du fait de leurs temps de rétention tres proches, il est
difficile de suivre distinctement la cinétique de dégradation de 1'un et 1'autre de ces

diastéréomeres. Nous avons donc choisi d’étudier la stabilité du traceur **™Tc-51a en mélange.

99m

La courbe de stabilité sur 6h de " Te-51a est indiquée a la figure IV.31. Comme dans le

cas de TriaS-"™Tc, on observe une chute rapide de la quantité résiduelle de complexe lors de la
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premiere heure d’incubation suivie d’une stagnation avec un palier autour d’une valeur moyenne

d’environ 50%.

100 -
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10 1
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Fig. IV 31.: Stabilité sur 6h de *™Tc-51 en plasma murin & 37°C en concentration nanomolaire.

Pour des raisons de temps, il n’a pas été possible d’étudier plus avant ce phénomene de
palier comme nous 1’avions fait pour TriaS-""™Tc et d’étudier le comportement en plasma murin

des complexes *™Te¢-51b et *™Tc-53.

En conclusion, il semble que I’ajout de deux groupes fonctionnels supplémentaires au
complexe TriaS-"""Tc, en 1’occurrence un motif guanidinium et un motif carboxylate permettant
de mimer un tripeptide RGD, ne modifie pas de facon significative les propriétés du complexe

bien qu’il soit tout de méme moins stable en plasma murin que TriaS-"""Tc.

D’une part, la complexation de *"TcO par le ligand fonctionnalisé reste quantitative :
tout le *™T¢ est complexé en 5 min & température ambiante. 93% de 1’activité est observée pour

un signal majoritaire constitué de deux pics attribuables a deux diastéréomeres potentiels.

D’autre part, apres 6h d’incubation, il reste environ 50% de complexe #MTe-51a en

solution dans le plasma. Il est possible que les chaines latérales entrainent une prise en charge
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accrue par les protéines plasmatique, aucun produit de dégradation notable n’étant mis en
évidence. Ce phénomene n’est pas forcément un inconvénient puisque comme nous 1’avons vu au
chapitre III, ces protéines peuvent permettre le transport des traceurs et les protéger de la
dégradation par des composés endogenes. En particulier la sérumalbumine, qui peut E&tre
dégradée au niveau de la tumeur, pourrait permettre d’entrainer le traceur jusqu’a sa cible. Ce

phénomene est d’ailleurs utilisée dans certains travaux pour la vectorisation de traceurs [74].

Nous avons montré que la structure TriaS peut étre facilement fonctionnalisée sans
affecter son aptitude a complexer le coeur oxotechnétium pour conduire a des traceurs intégrés.
Elle confirme donc son potentiel pour le développement de traceurs in vivo visant les intégrines
grace a des fonctionnalisations variées. Il reste désomais a tester in vitro ces différents composés.

Pour des raisons de temps, les tests d’inhibition n’ont pu étre réalisés avant la fin de la these.

IV.4.2. Développement de traceurs bifonctionnels del’intégrine o3

IV .4.2.a Principe et contexte

Parmi les techniques de développement de traceurs d’une cible thérapeutique particuliere,

I’approche bifonctionnelle consiste a relier

une structure complexant un radioélément Moléenle ciblante

(ici le technétium) a une biomolécule ayant Espaceur

une affinit€é reconnue pour la cible. Nous o
souhaitons ici illustrer I’intérét de TriaS- H S
%"T¢ dans la préparation de ces complexes. ° N\TC/ "

La structure TriaS présente en effet S/ Q\N N\
I’avantage de permettre [’utilisation de \l}l\N

chimie-click pour la relier a la biomolécule Mot raro

ou pour introduire un motif variable
Fig. IV.32. : Traceurs bifonctionnels construits sur la

orientant la biodistribution et la voie .
structure TriaS-Tc

d’excrétion (Fig.32.). Ce motif, de longueur
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et de nature variables, pourra étre relié simplement a la structure TriaS grice a la réaction de
cycloaddition de Huisgen, permettant ainsi 1’étude de nombreux composés, rapidement et a
moindre colt. Parmi les motifs envisageables figurent, de facon non exhaustive, les
polyéthyleénes glycols de longueurs variables, les glucides, les peptides, les polyamides, voire des

chaines polyalkyles.

En particulier, les polyéthylénes glycols sont régulierement employés pour augmenter la
solubilité des composés, leur stabilité en milieu biologique, ou leur mode d’excrétion [75]. Ils
peuvent étre utilisés en tant qu’espaceurs dans les approches BFCA ou multimériques [76], mais
certaines études 1’introduisent en tant que chaine latérale [77]. C’est cette technique que nous
avons choisi d’utiliser en introduisant par chimie-click un polyéthyléneglycol (n=6) présentant
une extrémité azoture. L’utilisation de glucides est également assez répandue. Un exemple
significatif est celui du '®F-Galacto-RGD (Fig. 33.A.) qui est étudié pour I’imagerie tumorale.
L’emploi d’un sucre a permis d’augmenter considérablement 1’élimination du traceur par la voie
urinaire tout en réduisant I’accumulation résiduelle dans les muscles. Des images présentant un

meilleur contraste sont ainsi obtenues [78].
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Fig. IV.33. : Diverses applications des cyclopentapeptides c(RGDfK) pour I’imagerie PET (A) et SPECT (B et C).
fg.Iv.oo5. ¢ pp yclopentapep p

Le choix de la molécule ciblante est trés large. Comme nous 1’avons décrit, de nombreux
ligands de l’intégrine o,f3 ont été identifiés présentant de bonnes affinités et une sélectivité
intéressante pour cette intégrine par rapport a ’intégrine anpP3. Parmi ceux-ci, nous avons choisi
d’utiliser le cyclopentapeptide c(RGDfV) qui présente I’intérét d’étre treés documenté [48, 57, 79-

81] et est bien connu au laboratoire [64, 73].

Les travaux de Kessler et coll ont montré que la nature du résidu situé en position 5 du
cycle n’a pas d’influence sur I’inhibition de I’intégrine a,f3. Ce résultat est fondamental puisqu’il
rend possible I'insertion sur cette position d’un acide aminé a longue chaine latérale tel que la
lysine ou le glutamate. Ainsi le cyclopentapeptide c(RGDfK) a-t-il été tres utilisé afin de
développer des approches bifonctionnelles comme ’illustre la figure IV.30. Des multimeres de
c¢(RGDfK) visant les clusters d’intégrines et ayant une affinité supérieure a celle du monomere

dans de nombreux cas sont également développés (Fig. IV.33.C) [57, 79, 80].

Des chassis cyclodécapeptidiques RAFT (Regioselectively Adressable Functionalised
Template) présentant deux faces fonctionalisables ont également été congus [82]. Ils permettent
d’une part la fixation de quatres motifs c((RGDfK) via un linker variable (comme par exemple un

noyau triazole introduit par chimie-click [83]) et d’autre part I'introduction d’une structure
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

complexant un radioélément (Fig. IV.33.B.) tel que le ®*Cu pour I'imageric PET [84, 85] ou
#™Tc pour I’imagerie SPECT [86, 87].

Dans ce contexte, nous avons voulu évaluer les capacités du complexe Trias-"Tc en
tant que structure chélatante dans le cadre d’une approche bifonctionelle avec les

cyclopentapeptides c(RGDfK) ou c(RGDf(N-Me)K) servant de molécule ciblant 1’intégrine a3

IV.4.2.b. Structures envisagées et méthodes de synthese

Afin de montrer les possibilités de TriaS en termes d’approche bifonctionnelle, nous

avons envisagé plusieurs possibilités indiquées a la figure IV.34.

La premiere possibilité consiste a relier la structure TriaS au cyclopentapeptide en mettant
a profit la chimie-click (Fig. IV.34.gauche). Dans ce cas, TriaS n’est qu'un élément chélatant

pouvant s’adapter a diverses structures préexistantes notamment en réagissant en solution.

s o
=N
(0] N\ /N

oQ A0 og :_0
TN D i T S
W X I\/\/ T)/\N\\N‘ﬁ\'c\N o " X I\/\/ T 3
o{’“ HN N0 %,\f% oX_H Ho
(6]

o) 0 R = PEG, glucide, polyamine, peptide...
+
HZNY NH THNG_NH
HoN HaN

Fig. IV.34. : Tllustration de la diversité de traceurs bifonctionnels réalisables grice a TriaS (X = Hou Me)

Une seconde possibilité consiste a relier TriaS au cyclopentapeptide en utilisant un acide
aminé a chaine latérale longue tel que 1’acide glutamique. Ainsi, le noyau triazole est disponible
pour permettre I’introduction par chimie-click d’une structure orientant la biodistribution du
composé tel qu’un polyéthyleéneglycol (PEG) de longueur variable, ou un sucre (Fig.

IV.34 droite). TriaS présente ainsi 1’avantage par rapport a d’autres structures complexantes de

210



Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

pouvoir faire varier a volonté sa chaine latérale. Cette variation est réalisée par chimie-click qui
est une chimie simple et permet une approche combinatoire introduite a la derniere étape de la
syntheése du ligand. Il est donc possible de réaliser cette synthese intégralement sur phase solide.
TriaS satisfait donc, a priori, a tous les criteres pour le développement de chimiotheques de

traceurs bifonctionnels par chimie combinatoire.

IV.4.2.c. Synthese des cyclopentapeptides c(RGDfK) et c(RGDf(N-Me)K)

Les cyclopentapeptides utilis€s ont été préparés sur support solide en stratégie Fmoc
d’apres le schéma de synthese indiqué a la figure IV.36. Le premier acide aminé, Fmoc-
Asp(OAIl)-OH est greffé sur une résine Wang par la méthode de I’anhydride symétrique afin
d’obtenir la résine 54. La chaine peptidique est alors allongée par les couplages successifs des
acides aminés Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, et Fmoc-Lys(Mmt)-OH pour conduire a la
résine 55. La N-méthylation de I’amine terminale est alors effectuée en 3 étapes selon le
protocole de Kessler et coll [47, 88, 89] qui est une version optimisée en temps et colt de réactifs
de la procédure décrite par Miller et coll [90]. Ce protocole consiste, apres clivage du Fmoc, a
protéger ’amine terminale par le groupement ortho-nitrobenzene sulfonyle (o-NBS). La N-
méthylation est réalisée a I’aide de sulfate de diméthyle puis la protection o-NBS est retirée par
traitement au mercaptoethanol. La résine S5b est alors obtenue. Apres couplage de la Fmoc-(D)-
Phe-OH (56 et 56b), la protection OAIl est retirée dans des conditions douces par le
tetrakistriphenylphosphine palladium Pd(PPhs); et D’acide acétique en présence de N-
méthylmorpholine pour donner les résines (57 et 57b). L’élimination de la protection Fmoc N-
terminale puis la cyclisation par action de HATU mene au c(RGDfK) (58) et au c¢(RGDf(N-
Me)K) (58b) tous deux greffés sur support. Lors de cette double synthése, un suivi par masse
(MALDI/TOF) a été réalisé apres chaque couplage d’acide aminé sur un aliquot de résine
décroché. Le suivi par test de Kaiser est rendu impossible par la présence du groupement
protecteur Mmt qui n’est pas stable dans les conditions expérimentales de ce test (notamment le

chauffage a 110°C).
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

Les deux cyclopentapeptides 58 et 58b ont ainsi pu étre obtenus et caractérisés en masse

(MALDI-TOF) : m/z = 604.2 [MH'] et 618.3 [MH"] respectivement (Fig. IV .35.).
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Fig.IV.35. : Le cyclopentapeptide c(RGDfK) (58) et sa forme N-méthylée (58b)
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Fig. IV.36.: Synthése sur support des peptides c(RGDfK) et c(RGDf(N-Me)K). a) FmocAsp(OAIl)OH, DIC,
DMAP, DCM/DMF (1/2), rt, 24h ; b) DMF/Pipéridine (4/1), rt, 5 min, 5x ; ¢) FmocGlyOH, DIC, DIPEA, NMP, rt,
24h ; d) FmocArg(Pbf)OH, DIC, DIPEA, NMP, rt, 24h ; e) FmocLys(Mmt)OH, DIC, DIPEA, NMP, rt, 24h ; f)
Fmoc-(D)-PheOH, DIC, DIPEA, NMP, rt, 24h ; g) tetrakis-triphenylphosphine paladium, AcOH, NMM, CHCL, rt,
24h ; h) HAUT, DIPEA, NMP, rt, 24h; i) o-NBS-Cl, collidine, NMP, rt, 15 min, 3x; j) 1)DBU, NMP -
2)(CH3)2S04,NMP x2 ; k) mercaptoethanol, DBU, NMP, rt, 5 min, 2x
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

IV .4.2.c. Synthese du traceur bifonctionnel c(RGDfK)-Lys-TriaS-PEG

Pour la suite de cette étude, nous nous sommes uniquement intéressé, pour des raisons de
temps, a la réalisation d’un traceur bifonctionnel a partir du cyclopeptide non méthylé 58. Dans
cet exemple, le traceur présentera un motif polyéthyleéneglycol
permettant d’orienter sa biodistribution. Nous avons choisi le O- {/\/ OV
(2-Aminoethyl)-O'-(2-azidoethyl)-pentaethylene ~ glycol  ou HN 6 Ns
azido-PEG-NH, (n=6) qui est un polyéthyleneglicol présentant
Fig.IV.37.: Structure de PEG-N;

déja la fonction azoture et pourra donc étre introduit par chimie-

click. Nous le désignerons par la suite par PEG-N; (Fig. IV.37.).

L’objectif initial était la préparation du complexe c(RGDfK)-"*"TcTriaS-PEG indiqué a
la figure IV.38.

/© /_(/\M/\/O%NH{

AP 0 O NH N#N
OUN/\( H
H HN N
\H j:\/\/ NH SH
o) o~
Oi“ HN (6] le}
0
+H2N>/NH ¢(RGDfK)-**"TriaS-PEG
HoN
00 : 0 0,
L g
H HN N NH SH
\H I\/\/ Wﬂujk/l

O:Q/H HN Y0 O“ NH  NaN

N \
\—K\/NL/\O%S\ NHz*

*H,N
YNH
s c(RGDfK)-Lys-2*"TriaS-PEG

Fig.IV.38. : Les deux traceurs successivement envisagés : 1’ajout d’un espaceur (lysine) rend possible la construction de la

structure chélatante dérivée de TriaS.
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

Dans ce complexe, la structure TriaS comporte un motif acide glutamique a la place de la
glycine. La fonction acide carboxylique libre ainsi ajoutée permet de relier la structure au
cyclopentapeptide par couplage peptidique. Le composé 60 qui sera couplé a la résine est préparé

au préalable en solution par couplage de la propargylamine sur 1’acide glutamique (Fig. IV.39.).

OtBu OtBu OH
o) o)
a © b
0] o) 0]
FmocHN  OH FmocHN  HN FmocHN ~ HN
59 ﬂ\ 60 ﬂ

Fig. IV.39. : Préparation du synthon 60. a) Propargylamine, DCC, ClI-HOBt, DIPEA, DCM, rt,24h ; b) TFA/DCM, rt, 30 min.

Malheureusement, nous avons constaté que le couplage ultérieur de [D’acide
mercaptoacétique préalablement tritylé 15 n’était pas obtenu (Fig. IV.40). Une raison de cet
échec pourrait étre la géne stérique exercée par I'importante structure c(RGDfK) trés proche, au

sein du polymere de la résine.
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Fig. IV 40. : Tentative de préparation du ligand c(RGDfK)-TriaS. a) CI-HOBt (0.6 M), DCM/TFE, rt, 2x 30 min;
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

b) 60, DIC, DIPEA, NMP, rt, 24h ; ¢) DMF/Pipéridine (4/1), rt, 5x 5 min ; d) 15, HATU, DIPEA, NMP, rt, 24h.

Afin de résoudre ce probleme de synthese, nous avons choisi d’ajouter un espaceur entre
les deux parties du traceur pour de limiter les phénomenes de genes stériques. Nous avons donc
utilisé une lysine qui présente I’avantage d’introduire une chaine de 7 liaisons et également une
fonction amine latérale qui devrait améliorer la solubilité et compenser 1’effet hydrophobe de la

chaine alkyle. La synthése du complexe c(RGDfK)-Lys-"""TcTriaS-PEG est décrite 2 la Figure
IV41.
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Fig. IV.41.: Synthése de ¢(RGDfK)-Lys-""TcTriaS-PEG. a) CI-HOBt (0.6 M), DCM/TFE, rt, 2x 30 min; b)
BocLysOH, DIC, HOBt, NMP, DIPEA, rt, 24h ; ¢c) DMF/Pipéridine (4/1), rt, 5x 5 min ; d) 60, DIC, DIPEA,
NMP, rt, 24h ; e) 15, HATU, DIPEA, NMP, rt, 24h ; f) Cycloaddition de Huisgen (Procédure n°2) : PEG-N;
(Fig. IV.37.), Cu(Il), MW, NMP, 80°C, 30 min ; g) TFA/TIPS/H,0 (95/2.5/2.5) ; h) Na”™TcO,, SnCl,, NaOH,
H,O0, rt, 5 min.
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

Dans un premier temps, la résine 58 a été déprotégée dans des conditions douces
(CIHOBt (0.6M), AcOH, NMM, rt, 2x 30 min) de facon a retirer le groupement protecteur Mmt
sans cliver la résine ou supprimer en partie la protection Pbf de 1’arginine. La chaine est alors
allongée par couplage de la Boc-Lys(Fmoc)-OH. Parallelement, le composé 60 est synthétisé par
une méthode classique en utilisant I’acide glutamique a la place de la glycine (Fig. IV.39.). La
fonction acide carboxylique permet de greffer 60 sur la résine conduisant au composé 63. La
structure TriaS est ensuite constituée par couplage peptidique de I’acide mercaptoacétique tritylé
15. La réaction de Huisgen avec le PEG-N; permet de conduire au composé 65. Apres
déprotection et clivage par acidolyse, le ligand 66 devait ainsi étre engagé dans la complexation
du cceur oxotechnétium pour conduire a c(RGDfK)—Lys—99mTc—TriaS—PEG (99mTc—66).
Malheureusement, a 1’heure de la rédaction de ce manuscrit, la résine 65 n’a pu étre obtenue de
facon suffisamment propre. Suite a 1’analyse par MALDI-TOF d’un aliquot décroché de cette
résine, le composé 66 a pu étre identifié (m/z = 1323 [MH']), mais les conditions opératoires, et
en particulier celles de la cycloaddition de Huisgen sur support solide, doivent étre optimisées
avant de pouvoir obtenir un produit suffisamment propre avec de bons rendements, qui pourra

étre utilisé pour la complexation.

A T’heure de la rédaction de ce manuscrit, les deux cyclopentapeptides greffés sur résine
58 et 58b ont été produits ainsi que le composé 64. La suite de la synthese est actuellement en
cours d’optimisation afin d’obtenir le complexe c(RGDfK)-Lys-""TcTriaS-PEG. Ces deux
complexes pourront alors étre évalués comme traceurs in vitro afin de déterminer si la
conjugaison du groupement TriaS-Tc substitué par un PEG modifie ou non l'affinit¢ du

cyclopentapeptide pour I’intégrine o f33.

IV .5. Conclusion

L’objectif de I’étude menée dans ce chapitre était d’illustrer et évaluer le potentiel de
TriaS pour le développement de traceurs in vivo de diverses cibles thérapeutiques. Nous avions
choisi de nous intéresser au ciblage de I’intégrine a,fB3, domaine déja bien étudié au sein du

laboratoire pour I’imagerie moléculaire du cancer.
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Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs.

La premiere approche envisagée consistait en la réalisation de traceurs intégrés mimes de
RGD construits a partir de la structure TriaS par introduction d’un motif guanidinium et d’un
mime d’aspartate via la chimie-click. Des mimes linéaires et benzyliques ont été étudiés. Tous
ont conduit a la formation quantitative du complexe dans les conditions simples de marquage
détaillées au chapitre III de ce manuscrit (5 min, rt). Parmi ces composés nous avons étudié plus

99 , eqe, s . . N
"Tc-51a. Ce complexe présente une stabilité in vitro a concurence de

en détail le complexe
50% apres 6h d’incubation en plasma murin. Bien qu’il ne s’agisse que d’une étude préliminaire,
ce premier exemple illustre la simplicité avec laquelle il est possible de faire varier la structure de
TriaS par chimie combinatoire grice a la chimie-click. En effet, divers autres groupements ont pu

étre introduits par cette stratégie.

N

La seconde approche consistait a développer des traceurs bifonctionnels construits a
partir du cyclopentapeptide ¢c(RGDfK) largement décrit dans la littérature. Dans ces composés,
un motif lysine a été utilisé afin de permettre la conjugaison du cyclopeptide au motif chélatant.
Ici, I’utilisation de la chimie-click permet de faire varier a volonté le substituant du noyau triazole
permettant d’introduire a priori trés simplement des motifs influencant la biodistribution ou
I’excrétion (PEG, glucides, ...). Ces composés sont actuellement en cours de caractérisation.
Bien entendu, avant de pouvoir conclure sur la réelle validité de la stratégie, il sera nécessaire de

développer différentes applications.

Il reste a présent a tester I’affinité de ces différents composés pour les intégrines o, s,

125I], relativement instable et

ampPs, et oyPfs. Compte tenu de I'utilisation d’échistatine iodée [
difficile a préparer et manipuler, nous avons préféré cumuler les différents tests qui n’ont pu étre

réalisé€s avant la fin de la these.
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Chapitre IV — Partie expérimentale

Les procédures générales sont regroupées en annexe,en particulier les techniques de purification

(HPLC), d’analyse (RMN, RP-HPLC), et de synthese sur support solide en stratégie Fmoc.

IVe.l1. Développement de traceurs intégrés de I’intégrine a3

IVe.1.1. Synthese du précurseur acétylenique 49

48. La FmocArg(Pbf)OH (8.11g, 12.5 mmol, 1.0 équiv.) est dissoute dans 50 mL de DCM sec.

(9) 0

o
MNH HN

FmocHN

A\

La propargylamine (0.8 mL, 12.5 mmol, 1.0 équiv.) et HOBt (2.025 g,
15.0 mmol, 1.2 équiv.) sont ajoutés puis le pH est ajusté a 8 par ajout de
DIPEA. Apres addition de la DIPEA (8.7 mL, 15.0 mmol, 1.2 équiv.), le
DCC (3.1 g, 15.0 mmol, 1.2 équiv.) est introduit et ’ensemble est agité
sous atmosphere d’argon a température ambiante pendant 24 h. On
observe la formation d’un précipité blanc de DCU. La DCU est éliminée
par filtration puis le DCM est évaporé et ’huile obtenue est reprise dans
AcOEt puis lavée par une solution saturée de chlorure de sodium, et par
une solution d’acide citrique a 10%. Les fractions organiques sont
réunies et séchées au sulfate de sodium anhydre puis €vaporées. Le

composé (huile) obtenu est repris dans le DCM et purifiée par

chromatographie sur colonne de silice (éluant : hexane / AcOEt 20/80, révélation UV, R¢ = 0.3).

Le produit est séché une nuit sous pression réduite pour conduire a 48 sous forme d’un solide
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blanc. 7.04g, 10.3 mmol, Rdt = 82%. '"H NMR (CDCl) : § 7.72 (d, 2H, J = 6.8 Hz, CH Ar,
Fmoc), 7.54 (d, 2H,J = 6.8 Hz, CH Ar, Fmoc), 7.352(t, 2H, J = 6.5 Hz, CH Ar, Fmoc), 7.25 (d,
2H,J =7.8 Hz, CH Ar, Fmoc), 4.27 (m, 3H, CH, Fmoc + Glycyl), 3.97 (s, 2H, CH,-C=CH), 3.26
(m, 2H, CH; Arg (e)), 2.89 (s, 2H, CH, Pbf), 2.57 (s, 3H, CH3 Pbf (a)), 2.50 (s, 3H, CH3 Pbf (¢)),
2.12 (s, 1H, CH,-C=CH) ; 2.05 (s, 3H, CH; Pbf (b)), 1.7 — 1.5 (m, 4H, CH, Arg (f,g)), 1.41 (s,
3H, CH; Pbf (d)) ; ®C NMR (CDCL) : & 158.8 (CO amide), 156.5 (CO carbamate), 143.6 —
117.6 (C Arom, Pbf + Fmoc), 86.4 (C, Pbf), 79.5 (-C=CH), 71.3 (-C=CH), 67.0 (CH, Fmoc),
499 (CH; Arg(e)),46.9 (C, Fmoc), 43.0 (CH,, Pbf), 28.7 (CH,, Arg(g)), 28.5 (CH, Pbf(d)), 24.6
(CHa, Arg(f)), 19.3 (CHj3, Pbf(a)), 18.0 (CHs, Pbf(b)), 12.4 (CHs, Pbf(c)) ; ( MALDI/TOF : m/z
=419.3 [MH"].

49. Le composé 48 (4.19 g, 10.0 mmol, 1.0 équiv.) est dissout dans 20 mL. de DMF/Pipéridine

(4/1) et agité durant 2h a température ambiante. Le suivi de cette

(d) déprotection est assuré par CCM (éluant : hexane/AcOEt 20/80, Rf =

o 0.3). Le DMF est évaporé sous pression réduite. L’huile obtenue

(b) (©) (10.0 mmol, 1.0 équiv.) est reprise dans 25 mL de DCM sec et 15
_0 (3.34 g, 10.0 mmol, 1.0 équiv.) puis HOBt (1.62 g, 12.0 mmol, 1.2

@ O//S\NH équiv.) sont ajoutés. Le pH est ajusté a 8 par ajout de DIPEA puis la
+|-|2N:<N|_| DIPEA (5.8 mL, 10.0 mmol, 1.0 équiv.) est ajoutée et enfin le DCC

(©) 0 (2.48 g, 12.0 mmol, 1.2 équiv.). Le mélange est agité durant 24 h 2

température ambiante sous atmosphere d’argon. On observe la

TrtS)-NH HN—\ formation d’un précipité blanc de DCU. La DCU est éliminée par
\ filtration puis le DCM est évaporé sous pression réduite. L’ huile

obtenue est reprise dans 1’AcOEt et lavée par une solution saturée de

chlorure de sodium puis par une solution d’acide citrique 10%. Les fractions organiques sont
regroupées, séchées et évaporées. Le produit obtenu est repris dans le DCM est purifié par
chromatographie sur colonne de silice (éluant: AcOEt / hexane 80/20, révélation UV). Apres
évaporation et séchage, le composé 49 est obtenu sous la forme d’un solide blanc. 4.48 g, 8.75
mmol, Rdt = 88%. '"H NMR (CDCL3) : & 7.89 (t, 1H, J = 2.5 Hz, NH amide (i)), 7.4 — 7.1 (m,
15H, CH Ar, Trt), 7.07 (d, 1H, J = 7.5 Hz, NH amide (h), 4.33 (d, 1H, J = 5 Hz, CH, Glycyl) ,
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3.90 (s, 1H, CH,-C=CH), 3.10 (m, 2H, CH2, Arg —e)), 3.03 (s, 2H, CH2S), 2.92 (s, 2H, CH2,
Pbf), 2.54,2.47 (s, 3H, CH3 Pbf x2), 2.07 (s, 4H, CH3 Pbf (b) + CH2C=CH), 1.44 (s, 6H, 2 CH3
Pbf (d)). *C NMR (CDCL) : & 171.3 (CO amide (i), 168.9 (CO amide (h)), 158.8 (C Ar, Pbf),
143.9 (C Arom, Trt), 1322 (C Ar Pbf), 129.5-126.8 (CH Ar, Trt), 124.7 (C Ar, Pbf), 117.6 (C Ar
Pbf), 86.4 (C, Pbf), 79.5 (C=CH), 71.3 (C=CH), 67.7 (C, Trt), 53.5 (CH2, Pbf), 36.17 (CH2, Arg
(e)), 30.4 (CH2, Arg (g)), 28.6 (CH3, 2x Pbf (d)),25.3 (CH2, Arg (f)), 19.39 (CH3, Pbf (a)), 18.0
(CH3, Pbf (b)), 12.4 ~CH3, Pbf (c)) ; MALDI/TOF : m/z = 513.2 [MH"].

IVe.1.2. Syntheése des ligands 51a, 51b, et 53

Le composé 49 (93.6 mg, 0.12 mmol, 1.2 équiv.) est mis en solution dans I’éthanol (750 pL). La
procédure n°2 (Chap. II, partie expérimentale) de cycloaddition dipolaire de Huisgen est
appliquée avec les composés halogénés respectifs (0.1 mmol, 1.0 équiv.) pour conduire au ligand

protégé 50a (resp S0b, et 52) puis au ligand déprotégé S1a, 51b, et 53.

S51a. Le composé halogéné utilisé est le bromoacétate de tert-butyle (5.4 uL, 0.1 mmol, 1.0

NH, équiv.). 50a est obtenu sous forme d’une huile marron (46 mg, 48.9

+H2N_ﬂ/NH pumol, Rdt = 49 %). Apres lh sous agitation dans un mélange

TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5), le solvant est évaporé. Le solide est repris

0 dans un mélange eau/ACN (4/1) et purifié par RP-HPLC semi-

OsNH HN préparative. Le produit est lyophilisé pour conduire a S1a sous forme

TSH '\‘\:g d’une poudre blanche (10.4 mg). RP-HPLC analytique : tg = 8.5 min ;

N-N O 'H NMR (MeOD): & 7.99 (s, 1H, NH amide), 7.81 (s, 1H, CH

\_/<O' triazole), 5.34 (s, 2H, CH,-COO), 4.58 (m, 1H, CH,-CC), 4.05 —m, 1H,

CH Arg), 3.31 (s, 2H, CH,S), 1.95-1.75 (m, 6H, 3x CH, Arg); C

NMR (MeOD) : 6 173.8, 171.8 (CO amides), 158.6 (CN, Arg), 146.1 (CH,-C=C), 125.8 (CH»-

C=0), 54.5 (CH,-COO0), 52.0 (CH, Arg), 41.9 (CH,-C=C), 35.3 (CH2, Arg), 30.2 (CH,S), 26.3,
26.1 (2x CH,, Arg) MALDI/TOF : m/z = 387.1 [MH"].
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51b. Le composé halogéné utilisé est le bromopropionate de tert-butyle (12.8 uL., 0.1 mmol, 1.0

équiv.). S0b est obtenu sous forme d’une huile marron (32 mg, 34.0

+H2N:<NH2 pumol, Rdt = 34 %). Apres lh sous agitation dans un mélange
NH TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5), le solvant est évaporé. Le solide est
o repris dans un mélange eau/ACN (4/1) et purifié par RP-HPLC semi-
O _NH HN préparative. Le produit est lyophilisé pour conduire a 51b sous forme
TSH N:g d’une poudre blanche (3.1 mg). RP-HPLC analytique : tr = 9.8

N=N min ; 8 MALDI/TOF : m/z = 401.1 [MH].

\/%O
0

53. Le composé halogéné utilisé€ est I’acide para-bromomethylbenzoique (21.4 mg, 0.1 mmol, 1.0
NH, équiv.). 52 est obtenu sous forme d’un solide brun (22.1 mg,
+HZN:\/N,_| 23.0 umol, Rdt = 23%). Apres lh sous agitation dans un
mélange TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5), le solvant est évaporé. Le

0 solide est repris dans un mélange eau/ACN (4/1) et purifié par
OTNH HN RP-HPLC semi-préparative. Le produit est lyophilisé pour
SH l\\l\:g 0 conduire a 53 sous forme d’une poudre blanche (1.3 mg). RP-

N~N
\/®/<O' HPLC analytique : tg = 16.3 min ; MALDI/TOF : m/z = 462.1
[MH].

IVe.1.3. Préparation des complexes **®Tc-51a, *®Tc-51b, #Tc-53, et ™ Tc-51a

#2Tc-51a. Le composé 51a (20 ug, 52 nmol, 20xL de solution 2 1 mg/mL) est mis en solution
dans 60 uL d’eau distillée. Apres ajout de 27 uL. de solution de SnCl,

NH
+H2N=< 2 a 1 mg/ml, et 54 uL. de solution de NaOH 0.1 M, une solution de

NH
Na”®TcO, est ajoutée (1.0 équiv.) et la solution est placée 5 minutes 2
0 incubation a 37°C. Apres ajout de 5.4 uL de solution d’HCL 1M, le

Os_N N
T N
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complexe est analysé par RP-HPLC. RP-HPLC analytique : tg = 11.4 min ; MALDI/TOF : m/z

=499.0 [MH].

#2T¢c-51b. Le composé 51b (20 ug, 50 nmol, 20iL de solution 2 1 mg/mL) est mis en solution

NH,
HN=
NH

o)

O N\ /N
T
S O NN

\\

N~-N

dans 64 uL d’eau distillée. Apres ajout de 28 uLL de solution de SnCl,
a 1 mg/ml, et 56 uL. de solution de NaOH 0.1 M, une solution de
Na’”®TcO, est ajoutée (1.0 équiv.) et la solution est placée 5 minutes 2
incubation a 37°C. Apres ajout de 5.6 yL. de solution d’HCL 1M, le
complexe est analysé par RP-HPLC. RP-HPLC analytique : tg =
11.6 min ; MALDI/TOF : m/z = 513.0 [MH"].

"%2Tc-53. Le composé 53 (20 ug, 43.2 nmol, 20uL de solution a 1 mg/mL) est mis en solution

NH,
H;N=(
NH

O N N
/-I.--C\
S O NN

dans 64 uL d’eau distillée. Apres ajout de 24 uL. de solution de
SnCl, a 1 mg/ml, et 48 uL de solution de NaOH 0.1 M, une
solution de Na’®TcO, est ajoutée (1.0 équiv.) et la solution est
placée 5 minutes a incubation a 37°C. Apres ajout de 4.8 uL. de
solution d’HCL 1M, le complexe est analysé par RP-HPLC. RP-
HPLC analytique : tg = 17.0 min ; MALDI/TOF : m/z = 5750
[MH™].

#mTe-51a. Le composé S1a (20 ug, 52 nmol, 20uL de solution a 1 mg/mL) est mis en solution

NH,
*HN=(
NH

o)

(@) N N
AN
¢
S O NN\
W\ O

N\N\/Z(

o

dans 60 uL d’eau distillée. Apres ajout de 27 uLL de solution de SnCl,
a 1 mg/ml, et 54 L de solution de NaOH 0.1 M, 75 uLL d’une solution
de Na”™TcO, est ajoutée et la solution est placée 5 minutes a
incubation a 37°C. Apres ajout de 5.4 uL de solution d’HCL 1M, le
complexe est analysé par RP-HPLC. RP-HPLC analytique : tg =

11.2 min et tg = 11.6 min.
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IVe.1.4. Etude de stabilité de *"Tc-51a dans le plasma murin

Le protocole utilisé est le méme que pour ’étude de stabilité en plasma murin de TriaS-""Tc

(Chapitre III).

IVe.2. Développement de traceurs bifonctionnels de I’intégrine a,3;

IVe.2.1. Synthese sur support de ¢c(RGDfK) et c(RGDf{N-Me)K)

54. La résine Wang (1.14g, 0.5 mmol) est conditionnée dans le DCM (1x 15 min, 2x1 min), puis

lavée pas le DMF (3x 1 min). La DMAP (6.1 mg, 0.05 mmol, 0.1 équiv.)
FmocHN—Asp—OAIll €5t ajoutée en solution dans 10 mL de DMF et la résine est agitée durant

20 min. Le FmocAsp(OAIl)OH (1.98g, 5.0 mmol, 10 équiv.) est mis en
solution dans 10 mL de DCM et 4 a 5 gouttes de DMF. Le mélange est placé a 0°C pendant 5
min le DIC (390uL, 2.5 mmol, 5.0 équiv.) est ajouté sous atmosphere d’argon. Le mélange est
agité a température ambiante pendant 20 min puis versé€ sur la résine. La résine est agitée durant
24h a température ambiante puis lavée par DMF (3x 1 min) et DCM (3x 1 min). La substitution

de la résine est évaluée par dosage UV (voir annexe) 2 290 nm. S = 0.412 mmol.g', Rdt = 94 %

55. La résine est conditionnée dans le DCM (3x 1 min) puis DMF (3x1 min). Le bromure de
benzyle (297 uL, 2.5 mmol, 5.0 équiv.) puis la

FmocHN—Lys (Mmt)— Arg (Pbf)-Gly— Asp-OAll DIPEA (870 uL, 5.0 mmol, 10 équiv.) sont ajoutés

|l| et le mélange est agité a température ambiante

pendant lh. Apres lavage par DMF (3x 1 min),
DCM (3x1 min) la résine est conditionnée dans le DMF (3x 1 min) et déprotégée par un mélange
DMF/Pipéridine (4/1) (5x 5 min). Apres lavages au DMF (3x 1 min), DCM (3x 1 min), un test

Kaiser est réalisé et donne une coloration bleue (positif). La FmocGlyOH (1.486g, 5.0 mmol,
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10.0 équiv.) est ajoutée en solution dans la NMP, puis la DIPEA (870 uL, 5.0 mmol, 10 équiv.),
CIHOBt (848 mg, 5.0 mmol, 10 équiv.) et DIC (775uL, 5.0 mmol, 10.0 équiv.) sont ajoutés
successivement. Apres 24h d’agitation, la résine est lavée par la NMP (3x 1 min) puis DCM (3x 1
min). Le test Kaiser est alors négatif. Cette opération déprotection/couplage est répétée
successivement avec les acides aminés suivants : FmocArg(Pbf)OH (3.24g, 5.0 mmol, 10.0
équiv.) et FmocLys(Mmt)OH (1.60g, 2.5 mmol, 5.0 équiv.) pour conduire a la résine 53. Un
aliquot de résine est clivé par un mélange TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 1h a température
ambiante. Apres évaporation du solvant sous pression réduite, le composé est repris dans un

mélange ACN/eau et analysé en masse. MALDI/TOF : m/z = 737.3 [MH'].

55b. La résine (0.25 mmol) est conditionnée dans le DCM (1x 30 min, 2x 1 min) puis le DMF
(3x 1 min). La déprotection est réalisée par un

FmocHN—Lys (Mmt)- Arg (Pbf)-Gly—Asp-OAll  mélange DMF/Pipéridine (4/1) (5x 5 min) puis la
I\l/le résine est lavée par DMF (3x 1 min), DCM (3x 1

min) et NMP (3x 1 min). Test Kaiser positif. O-

NBSCI (222 mg, 1.0 mmol, 4.0 équiv.) et la collidine (162.5 L ; 2.5 mmol, 10.0 équiv.) sont mis
en solution dans la NMP (5 mL) et ajoutés a la résine. Apres 2x 15 min d’agitation a température
ambiante, le solvant est éliminé par filtration. Test Kaiser négatif. La résine est ensuite lavée par
la NMP (3x 1 min) et du DBU (115 gL, 0.75 mmol, 3 équiv.) est ajouté dans 5 mL de NMP.
Apres 3 min d’agitation, Me,SO4 (240 uL, 2.5 mmol, 10.0 équiv.) est ajouté puis la résine est
agitée durant 2x 2 min. Enfin, une solution de DBU (190 xL, 1.25 mmol, 5.0 équiv.) et de
mercaptoéthanol (175 uL, 2.5 mmol, 10.0 équiv.) est ajoutée dans la NMP et la résine est agitée
durant 2x 5 min. La résine 55b obtenue est lavée par la NMP (3x 1 min), le DCM (3x 1 min). Un
aliquot de résine est clivé par un mélange TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 1h a température

ambiante. Apres évaporation du solvant sous pression réduite, le composé est repris dans un

mélange ACN/eau et analysé en masse. ESI : m/z = 265.2 [M+ 2H'] et 529.3 [M+H"]

56 et S6b. La résine 55 (resp. S5b) (0.25 mmol) est conditionnée dans le DCM (1x 30 min, 2x 1
min) puis la NMP (3x 1 min). La Fmoc-

FmocHN—(D)-Phe-Lys (Mmt)—- Arg (Pbf)-Gly—Asp—COOH
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(D)-PheOH (0.49 g, 2.5 mmol, 10.0 équiv.) est ajoutée en solution dans la NMP, puis la DIPEA
(218 uL, 2.5 mmol, 10 équiv.), CIHOBt (212 mg, 2.5 mmol, 10 équiv.) et DIC (194 uL, 2.5
mmol, 10.0 équiv.) sont ajoutés successivement. Apres 24h d’agitation, la résine est lavée par la
NMP (3x 1 min) puis DCM (3x 1 min). Un aliquot de résine est clivé par un mélange
TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 1h a température ambiante. Apres évaporation du solvant sous

pression réduite, le composé est repris dans un mélange ACN/eau et analysé€ en masse.

- 56 X=H :ESI:m/z=8845[M+H'
- 56b X =Me : ESI : m/z = 449.9 [M+ 2H"], 898.5 [M+H"]

57 et 57b. La résine 56 (resp. 56b) est conditionnée dans le DCM (1x 30 min, 2x 1 min) puis
CHCI; (3x 1 min). Le Pd(PPhs)s (174

FmocHN—(D)-Phe-Lys (Mmt)-Arg (Pbf)-Gly-Asp~COOH g (.15 mmol, 3.0 équiv.) est dissous
)l( dans 8 mL d’un mélange CHCl; /

NMM / AcOH (92.5% / 2.5% / 5.0%) et ajouté a la résine. La résine est agitée durant 24h a
température ambiante et a 1’abris de la lumiere. Aprés lavages successifs par une solution de
DIPEA a 0.5% dans le DMF (3x 1 min), une solution de diéthyldithiocarbamate de sodium a
0.5% dans le DMF (3x 1 min), le DMF (3x 1 min), une solution de DIPEA a 8% dans le DMF
(3x 1 min), le DMF (3x 1 min), et le DCM (3x 1 min), un aliquot est clivé par un mélange
TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 1h a température ambiante. Apres évaporation du solvant sous

pression réduite, le composé est repris dans un mélange ACN/eau et analysé en masse.

- 57 X=H :ESI:m/z=28445 [M+H']
- 57b X =Me: ESI: m/z = 429.7 [M+ 2H'], 858.4 [M+H']

58 et 58b. La résine 57 (resp. 57b) ) est conditionnée dans le DCM (1x 30 min, 2x 1 min) puis le
,—C DMF (3x 1 min). La déprotection est réalisée par un

o) 0 mélange DMF/Pipéridine (4/1) (5x 5 min) puis la

H(N © résine est lavée par DMF (3x 1 min), DCM (3x 1

Hﬁ“” : N © min) et NMP (3x 1 min). La DIPEA (35 uL, 0.2

THNG N NH X\N a mmol, 4 équiv.) puis HATU (38 mg, 0.1 mmol, 2

T, ~ I8
w34 o °
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équiv.) sont ajoutés en solution dans la NMP. Apres 24h d’agitation, la résine est lavée par la
NMP (3x 1 min) puis DCM (3x 1 min). Un aliquot de résine est clivé par un mélange
TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 1h a température ambiante. Apres évaporation du solvant sous

pression réduite, le composé est repris dans un mélange ACN/eau et analysé en masse.

- 58 X=H :ESI:m/z=06042[M+H']
- 58b X =Me:ESI:m/z=309.2 [M+2H'], 618.3 [M+H"]

IVe.2.1. Préparation des composés 59 et 60

59. Le FmocGlu(OtBu)OH (4.25g, 10.0 mmol, 1.0 équiv.) est mis en solution dans 50 mL de

OtBu DCM. La propargylamine (640 xL, 10.0 mmol, 1.0 équiv.) est ajouté puis Cl-

o HOBt (2.03g, 12.0 mmol, 1.2 équiv.), la DIPEA (8.7 mL, 50.0 mmol, 5.0

) équiv.), et le DCC (2.48 g, 12.0 mmol, 1.2 équiv.). Le mélange est placé sous

FmocHN  HN atmosphere d’argon et agité durant 24h a température ambiante. Le précipité

j de DCU est filtré puis le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu

||| est repris dans 1’acétate d’éthyle et lavé deux fois par une solution d’acide

citrique (10%). Les phases organiques sont regroupées puis séchées sur

sulfate de sodium anhydre. Apres évaporation de solvant sous pression réduite, 1’huile obtenue

est reprise dans le DCM et purifiée par chromatographie flash (éluant : AcOEt / Hexane 3/7,

révélation UV 220 nm) pour conduire a §9 sous la forme d’un solide blanc (3.03 g, 6.55 mmol,

65%). "H NMR (CDCL) : 8 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H, CH Ar, Fmoc), 7.59 (d, J = 7.5 Hz, 2H, CH

Ar, Fmoc), 7.35 (m, 4H, CH Ar, Fmoc), 1.92 (d,J =7.0 Hz, 2H, CH,, Fmoc), 4.22 (d,J = 6.7 Hz,

1H, CH Glu), 4.08 (m, 2H, CH,-C=C), 2.35 (m, 2H, CH,-CO0), 2.20 (t,J = 2.5 Hz, 1H, C=CH),

2.05 (m, 2H, CH,), 146 (s, 9H, CH;, tBu); ?C NMR (CDCls) : & 173.1 (CO, ester), 171.3 (CO,

amide), 156.0 (CO, carbamate), 143.8-141.4 (C Ar, Fmoc), 127.8-120.1 (CH Ar, Fmoc), 81.3 (C,

tBu), 79.2 (C=CH), 71.9 (C=CH), 67.2 (CH,, Fmoc), 54.1 (CH, Fmoc), 47.2 (CH, Glu), 31.7
(CHa, Glu), 29.3 (CH,-C=C), 28.1 (CH3, tBu).

235



Chapitre IV : Illustration du potentiel de TriaS pour la réalisation de traceurs — Partie expérimentak

60. Le composé 59 (740 mg, 1.6 mmol) est mis en solution dans 20 mL de DCM/TFA (1/1) a
OH température ambiante durant 30 minutes. Le solvantest évaporé sous pression

o réduite puis du tolueéne est chassé a trois reprises. Le composé 59 est obtenu

0 et utilisé directement sans purification. 'H NMR (CDCl3) : 6 8.44 (s, 1H, NH
FmocHN  HN amide), 7.79 (d, 2H,J = 7.3 Hz, CH Ar, Fmoc), 7.66 (d, 2H,J = 7.0 Hz, CH
j Ar, Fmoc), 7.34 (m, 2H, CH Ar, Fmoc), 4.37 (m, 2H, CH,, Fmoc), 4.19 (t,

||| 1H,J =6.75 Hz, CH Glu), 4.12 (m, 1H, CH Fmoc), 396 (m, 2H, CH,-C=C),

558 (t, 1H,J =2.5 Hz, C=CH), 2.35 (t,2H, J = 7.5 Hz, CH,COO), 2.04 (m,

2H, CH,; Glu) ®C NMR (CDCL): & 177.3 (CO acide), 174.8 (CO amide), 159.3 (CO
carbamate), 146.2-143 .4 (C Ar, Fmoc), 129.6-121.8 (CH Ar, Fmoc), 81.3 (C=CH), 73.1 (C=CH),

68.8 (CH,, Fmoc), 56.5 (CH, Glu), 32.0 (CH,-CC), 30.4 (CH,-CH,COO), 39.3 (CH,-CH,COO).

IVe.2.1. Préparation de c(RGDfK)-Lys-TriaS-PEG

63. La résine 58 (0.25 mmol) est conditionnée dans le DCM (1x 30 min, 2x 1 min), puis un
/@ mélange TFE/DCM 1/1 (3x 1 min).
25 mL de solution de HOBt a 0.6M

0] (] o)
o}
O UHK HWN NHEmoe  dans le TFE/DCM (1/1) sont ajoutés
w o T " la rési itée durant 30
OZQ’H 0 o et la résine est agit€e duran

HN

N
\% minutes a température ambiante.
0
Cette étape est répétée a deux
*HNG i
PofHI reprises. La résine est rincée par un

mélange DCM/TFE 1/1 (3x 1 min),
le DCM (3x 1 min), et la NMP (3x 1 min). La Boc-Lys(Fmoc)OH (1.17 g, 2.5 mmol, 10 équiv.)
est dissoute dans 20 mL de NMP, puis CI-HOBt (0.43 g, 2.5 mmol , 10 équiv.), la DIPEA (435
uL, 2.5 mmol, 10 équiv.) et le DIC (390 L, 2.5 mmol, 10 équiv.) et ce mélange est ajouté a la
résine. Apres agitation a température ambiante durant 24h, la résine est lavée par la NMP (3x 1
min), le DCM (3x 1 min), et le DMF (3x 1 min), puis déprotégée par un mélange
DMF/Pipéridine 4/1 (5x 5 min). Le composé 60 (1.20 g, 2.5 mmol, 10 équiv.) est mis en solution
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dans 20 mL de NMP avec le DIC (390 xL, 2.5 mmol, 10 équiv.) et la DIPEA (435 xL, 2.5 mmol,
10 équiv.) puis ajouté a la résine. Apres 24h d’agitation a température ambiante, la résine est
lavée par la NMP (3x 1 min) puis DCM (3x 1 min). Un aliquot de résine est clivé par un mélange
TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 1h & température ambiante. Apres évaporation du solvant sous

pression réduite, le composé est repris dans un mélange ACN/eau et analysé en masse.

MALDI/TOF : 1120.5 [M+H"].

64. La résine 63 est (0.25 mmol) est conditionnée dans le DCM (1x 30 min, 2x 1 min), puis le
/@ DMF (3x 1 min), puis déprotégée
& par un mélange DMF/Pipéridine

O o =0 0
OUNA( y \HBc O >\ 4/1 (5% 5 min)et lavée
H HN N NH STrt par le DMF
d NH I\/\/ TO]/‘\/\/\H)K/I r
(@]

(3x 1 min), le DCM (3x 1 min) et la

N HNSo O NH
T NMP (3x 1 min). Le composé 15
o
HN (835 mg, 2.5 mmol, 10.0 équiv.) est
28— NH
PbHN mis en solution dans 10 mL de

NMP, puis le HATU (952 mg, 2.5
mmol, 10.0 équiv.), et la DIPEA (435 uL, 2.5 mmol, 10.0 équiv.) sont ajoutés. Le mélange est
ajouté a la résine. Apres 24h d’agitation a température ambiante, la résine est lavée par la NMP
(3x 1 min) puis DCM (3x 1 min). Un aliquot de résine est clivé par un mélange TFA/TIPS/eau
(95/2.5/2.5) durant 1h a température ambiante. Apres évaporation du solvant sous pression

réduite, le composé est repris dans un mélange ACN/eau et analysé en masse. MALDI/TOF :

972.0 [M+H"].

65. La résine 64 (0.125 mmol) est conditionnée dans le DCM (1x 30 min, 2x 1 min) puis la NMP

(3x 1 min). La résine est

/© mise en solution dans 2.3
d Q NHBOC o s mL de NMP puis la L-
I\/\/ )K/INH N proline (25 L de solution
) TN M 0025 mmol, 0.2
*HN

NH
PbfHN 237
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équiv.), Na,COs (25 uLL de solution 1M, 0.025 mmol, 0.2 équiv.), 'ascorbate de sodium (50 L.
de solution 1M, 0.05 mmol, 0.4 équiv.), CuSO,.5H,O (25 uL de solution 1M, 0.025 mmol, 0.2
équiv.), le O-(2-aminoethyl)-O’-(2-azidoethyl) pentaethylene glycol (45.8 mg, 0.125 mmol, 1.0
équiv.) et 130 L d’eau sont ajoutés. La résine est alors placée au micro-ondes (80°C, 300W, 30
min) puis lavée par la NMP (3x 1 min), et le DCM (3x 1 min). Un aliquot de résine est clivé par
un mélange TFA/TIPS/eau (95/2.5/2.5) durant 1h a température ambiante. Apres évaporation du

solvant sous pression réduite, le composé est repris dans un mélange ACN/eau et analysé en

masse. MALDI/TOF : 1322.6 [M+H].
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Conclusion et perspectives

Le travail présenté dans ce manuscrit avait pour objectif la mise au point d’une nouvelle

plateforme pour le développement de traceurs technétiés pour 1’imagerie moléculaire in vivo.

Nous avons choisi le technétium car il est présent a 1’heure actuelle dans la grande
majorité (85%) des traceurs radiodiagnostiques utilisés en routine en milieu hospitalier. Il s’agit
d’un émetteur y aux propriétés idéales pour I’imagerie et disponible sous forme de générateurs
portables a un prix abordable. De plus, le rhénium, émetteur B~ qui présente des propriétés
physico-chimiques trés proches du technétium, offre des possibilités de développement de

radiopharmaceutiques a visées thérapeutiques.

Lors du développement de traceurs technéti€s, la principale limitation est le caractere
empirique de 1’optimisation des structures qui implique de synthétiser un grand nombre de
composés analogues. Dans ce contexte, il était tres intéressant de disposer d’une structure de base
complexant le technétium et fonctionnalisable en de multiples positions via une chimie simple

compatible avec une approche combinatoire.

Dans cette optique nous avons choisi d’étudier un ensemble de ligands dont la structure
générale s’inspire des travaux réalisés par deux équipes en 1997 et 2006. D’une part, Schibli et
coll ont développé en 2006 des complexes du technetium tricarbonyle dans lesquels le motif
triazole du ligand est impliqué directement dans la complexation du métal. Ce motif triazole,
formé par la cycloaddition dipolaire de Huisgen, permet d’envisager une approche combinatoire
grace a la chimie-click. D’autre part, les travaux de Rajagopalan et coll, ont montré en 1997 que
des ligands tétradentates de type N3S, dans lesquels un des azotes chélatants appartient a un motif

de type pyridyle ou imidazole, peuvent complexer efficacement le cceur oxotechnétium. Ce
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dernier présente 1’avantage de former des complexes ayant une structure plus rigide que le ceeur

tricarbonyle.

Les ligands que nous avons développés étaient donc des ligands tétradentates de type N3 X
(X =S, O, N) dans lesquels un des atomes d’azotes chélatants appartient a un motif triazole.
Ainsi, nous avons conjugué au sein d’une méme structure les potentialités de la chimie
combinatoire via le concept de « click to chelate » développé par Schibli et coll a la structure
rigide des complexes a coeur oxotechnétium. Un ensemble de 12 ligands a ainsi été préparé dont

la structure générale est résumée a la figure C.1.

0
Ph o NH
NN 2Ny, 1 0
N Te 0 0
oc™ | Yco
co
_X NH  HN Os. _NH HN X
rl \:[ \ I/ ;
I I
d ~ Y
Y% ZH NT O 72N HZ Y
W\ 1
N—N <N—N
Ph Ph
HO
(0]
(0] N\ /N
2N
s* O N Série A Série B

AN

Fig. C.1.: La structure de base de la famille de complexes étudiés (A), la structure « symétrique » (B) avec X.,Y =
O,CHetZ=0,S,NH, NAc.

La formation des complexes du *™Tc associés a ces ligands a été réalisée dans des
conditions douces compatibles avec une utilisation quotidienne en milieu hospitalier. Dans ces
conditions, le ligand 1 a conduit quantitativement au complexe de technétium correspondant. Il
s’agit de *™Tec-1 (Fig. C.2). La stabilité en plasma murin de ce complexe a ensuite été évaluée et

comparée a deux complexes références de type N3S et N»S, sans noyau triazole. Il s’avere que
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P re-1 présente une stabilité en plasma murin

supérieure a 90% apres 6h d’incubation a

37°C. L’analyse en radio-HPLC des O
prélevements successifs ne laisse par ailleurs /..\
apparaitre aucun produit de dégradation. Ce

complexe sélectionné par ce double criblage a

Z4 2 : Z s 99
été baptisé TriaS-""Tec. Fig. C.2 : Structures de **™Tc-1 (ou TriaS-"™Tc).

L . . . 99 . o, e . e .
Une étude in vivo de TriaS-""Tc a ensuite été réalisée chez la souris. La biodistribution
du complexe apres injection a révélé une élimination efficace de 1’organisme puisque plus de

Pmpe est

80% de la dose injectée était retrouvée dans les reins et les urines. Le complexe TriaS-
donc majoritairement éliminé par voie d’excrétion urinaire. La visualisation au B-imager d’une
coupe longitudinale de souris saine traitée dans ces conditions confirme ce résultat puisque les
reins apparaissent trés nettement avec trés peu de bruit de fond dans le reste du corps (Fig.
C.3.A)). Ce résultat contraste avec ceux décrits par Rajagopalan et coll sur des complexes
analogues a noyaux pyridyle et imidazole pour lesquels 1’activité résiduelle est largement
supérieure dans ces conditions d’observation, notamment dans le tractus gastrointestinal. D’autre

part, I’étude a montré que TriaS-""Tc se comportait tres différemment du technétium libre

réduit qui s’accumule principalement dans le foie (Fig. C.3.B.)

Pourcentage de la dose injectée

(A) (B)

Fig. C.3. : Etude in vivo de TriaS-""Tc
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Enfin I’étude des urines recueillies deux heures apres injection a révélé que I’essentiel de
la dose recueillie correspond au complexe TriaS-"™Tc intact. Ainsi I'essentiel du complexe
injecté n’a pas subi de dégradation durant son séjour dans le milieu circulant. L’un des autres
constituants technétiés observés dans les urines (6%) a pu étre identifié, il s’agit d’'un complexe
mixte TriaS-"*"Tc-cystéine qui pourrait s’étre formé au contact de la cystéine présente dans
I’urine. Enfin un dernier produit de dégradation non identifi¢, représentant 25% environ de la
dose recueillie dans les urines résulte de la métabolisation par un des composants du sang
complet, trés probablement les érythrocytes. Ces résultats trés prometteurs nous ont incités a

utiliser TriaS-"""Tc¢ pour I’imagerie moléculaire.

Afin de démontrer les potentialités de la plateforme TriaS pour la préparation de traceurs
in vivo, nous avons développé deux types de traceurs technétiés ciblant 1’intégrine a3, marqueur

couramment utilisé pour I’imagerie moléculaire du cancer.

Dans un premier temps, nous avons développé plusieurs

complexes intégrés (« Tc-essentiels ») mimant le tripeptide RGD +H2N:<NH2

dans lesquels la chélation du métal apporte sa rigidité a la structure. NH

Ainsi, nous avons conservé le résidu arginine tandis qu’un mime

d’aspartate était introduit au niveau du noyau triazole par chimie- P

click. Trois complexes ont ainsi été préparés parmi lesquels #mTe. OTN\TC/ N

Sla (Fig. C4.) qui a été plus particulierement étudié. Malgré la s/(”)\[\!\ AN
présence de groupements fonctionnels qui pourraient perturber la N_N\//<O

chélation du métal, il s’est avéré que la complexation est toujours
quantitative. Ce résultat est trés encourageant et devra étre Fie C4.: ®™Te.51a
confirmé par la réalisation d’autres structures fonctionnalisées avec

des groupements divers avant d’étre généralisé.

Le complexe fonctionnalisé *™Tc-51a a également été évalué en plasma murin. Cette
étude a mis en évidence une stabilité supérieure a 50% apres 6h d’incubation a 37°C. Ce résultat,
bien qu’inférieur 2 la stabilité affichée par TriaS-"™Tc reste néanmoins trés intéressant. En

outre, aucun produit de dégradation n’a été observé durant cette étude, suggérant plutot une prise
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en charge du complexe par les protéines du plasma. Ce phénomene n’est pas forcément négatif

puisque la sérumalbumine est connue pour servir de transporteur a de nombreux médicaments.

En second lieu, nous avons souhaité illustrer 1’intrét de TriaS pour le développement de
traceurs bifonctionnels de I'intégrine o,f3. Dans cette étude, nous avons choisi d’effectuer le
marquage du cyclopentapeptide cyclique c(RGDfK) qui est tres décrit dans la littérature et
conduit a des composés ayant de tres bonnes affinits pour 1’intégrine a,f3. Nous avons choisi de
relier cette biomolécule a TriaS via un espaceur de type lysine par couplage peptidique. Ainsi, le
noyau triazole du ligand formé par chimie-click reste disponible pour introduire, par chimie
combinatoire, divers motifs susceptibles de moduler la biodistribution et la voie d’excrétion
(PEG, glucide, polyamine, chaine alkyle...). Pour I’exemple développé dans ce manuscrit, nous
avons choisi d’utiliser un polyéthylene glycol commercial. Le ligand ¢(RGDfK)-K-TriaS-PEG a
ainsi été congu et sa synthese a été réalisée bien qu’une optimisation de I’étape de cycloaddition

sur support solide reste nécessaire.

o S o) . 0
N/\( o NHs Q %
H HN NTH\MN N, S
\H I\/\/ N /Tc\:O

(0]
o] H HN o O~ 'N NxN
:_«/N L«\/ N\/\eo/\%ngf
o
+H2NYNH
HoN

Fig. C.5. : Structure du complexe c(RGDfK)-Lys-TriaS-99mTc-PEG

TriaS-"™Tec satisfait donc 2 tous les critéres que nous nous étions fixés concernant cette
plateforme par le développement de traceurs in vivo. Il s’agit d’une structure rigide, facilement

fonctionnalisable et propice a la chimie combinatoire.

La suite de ce projet va maintenant consister a développer plus en profondeur les

applications de cette plateforme. Dans un premier temps, il s’agira de terminer la préparation des
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divers complexes Tc-essentiels et bifonctionnels décrits dans ce manuscrit notamment en
optimisant les conditions de cycloaddition sur support solide. Tous ces composés pourront alors
étre évalués in vitro par de leur capacité a lier les intégrines o,f3, amPs et a,Ps. D’autre part, leur

stabilité en plasma murin sera également étudiée.

Plusieurs perspectives sont envisageables dans le cadre de I’'imagerie de I’intégrine o, s.
D’une part, dans le cas des traceurs intégrés, les mimes de guanidinium et d’aspartate peuvent
étre introduits en d’autres points de fonctionnalisation de la structure de TriaS, permettant ainsi
d’accéder a des conformations spatiales différentes (Fig. C.6.A et B). Cette exploration de
I’espace conformationnel devrait permettre d’identifier de nouveaux ligands des intégrines

présentant des sélectivités particulieres.

D’autre part, dans le cas des traceurs BFCA, il s’agira dans un premier temps de faire
varier la chaine latérale introduite par chimie-click en introduisant des motifs hydrophiles ou
hydrophobes afin de moduler la solubilité des composés. L’emploi du cilengitide ou d’autres
formes N-méthylées du pentapeptide c(RGDfK) en tant que biomolécule ciblant I’intégrine a,f33
est également une piste tres prometteuse (Fig. C.6C). Il sera aussi intéressant d’étudier
I’influence sur 1’affinité de 1’espaceur séparant TriaS de la biomolécule, en particulier on pourra
envisager 1’emploi d’espaceurs PEG de longueur variable (Fig. C.6.D). TriaS présentant de
multiples sites de fonctionnalisation, il est également envisageable de I’utiliser pour développer
des multimeres de cyclo-RGD dans lesquels TriaS joue le double rdle de structure chélatant le

technétium et de cceur pour la ramification du composé (Fig. C.6.E).

D’autres applications de cette approche ont également été prévues dans le domaine de
I’imagerie moléculaire du cancer, notamment des traceurs visant le récepteur de la FSH qui,
depuis fin 2010, apparait comme un marqueur extrémement intéressant de la tumorogenese de

nombreux organes et ce, a tous les stades du développement de la tumeur.
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Fig. C.6. : Exemples de perspectives ouvertes par les approches intégrée et bifonctionnelle.
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Annexe

A.1 Chimie

A.1.1. Réactifs

Les réactifs chimiques et les solvants utilisés ont été obtenus chez Sigma-Aldrich, VWR,
Fluka, et Molekula et étaient de pureté analytique. Résines et acides aminés utilisés en synthese

peptidique ont été obtenus chez Novabiochem.

A.1.2. Matériel

Les chromatographies flash ont été réalisées sur gel de silice 40-63 ym obtenue chez
Merck. Le suivi des réactions a été effectué par chromatographie sur couche mince (plaques en
verre Merck 60F,s4) et la révélation a été effectuée par éclairage UV (254 nm), a la ninhydrine,

ou au permanganate de potassium.

Les spectres RMN 'H et C ont été réalisés sur un spectrometre Bruker AVANCE 250 MHz et

les déplacements chimiques sont rapportés en ppm par rapport au triméthylsilane (TMS).

Les spectres de masse ont été réalisés sur deux types d’appareillages : un spectrometre de masse
ESI (Electo Spray Ionization) trappe ionique (Esquire HTC, Bruker Daltonics), et un
spectrometre de masse MALDI-TOF/TOF (AB SCIEX, 4800).

A.1.3. Procédure générale de synthese sur support solide en stratégie Fmoc

Toutes les résines utilisées sont conditionnées dans le DCM pour un gonflement maximal

au début de chaque synthese et apres chaque lavage au méthanol. Toutes les synthéses ont été
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réalisées dans des réacteurs cylindriques munis d’un filtre permettant 1’élimination des exces de

réactifs par aspiration.

Le premier résidu est greffé suivant une procédure spécifique décrite dans la partie
expérimentale correspondante (couplage classique, méthode de I’anhydride symétrique...), la
substitution de la résine apres greffage du premier fragment est mesurée par dosage Fmoc
quantitatif. Les résidus suivants sont greffés selon une méthode itérative. L’insertion d’un résidu
se décompose en 4 étapes réalisées dans le DMF ou la NMP et I'efficacité du couplage est

évaluée par test de Kaiser qualitatif et/ou dosage Fmoc.

1) Déprotection du groupement Fmoc

La résine est agitée a température ambiante dans un mélange pipéridine/DMF (1/4) pendant 5

minutes puis le solvant est éliminé par filtration. Cette étape est répétée a trois reprises.

2) Lavages de la résine

La résine est lavée successivement par 3 volumes (20 mL/mmol) de DMF (ou NMP), 3
volumes (20 mL/mmol) de DCM, puis 3 volumes (20 mL/mmol) du solvant utilisé pour le

couplage (DMF ou NMP).

3) Couplage de I'acide aminé

En regle générale, les acides aminés utilisés étaient de type Fmoc-aa-OH. Nous avons utilisé
deux stratégies de couplage: la stratégie DCC (ou DIC) /HOBt/DIPEA et la stratégie
HATU/DIPEA pour les couplages délicats comme les cyclisations. La stratégie utilisée et sa mise
en ceuvre sont décrites dans les parties expérimentales des différents chapitres. Les temps de
couplage utilisés sont de 4 heures ou une nuit selon leur difficulté. La complétion des réactions
est controlée qualitativement par un test de Kaiser et/ou par dosage Fmoc quantitatif. Si le

couplage n’est pas complet, celui-ci est relancé avec des réactifs frais.

4) Lavages de la résine

Apres couplage, la résine est lavée par 3 volumes du solvant utilisé pour le couplage, puis 3
volumes de DCM. Dans le cas des couplages utilisant le couple DCC/HOBt, 3 lavages au

méthanol sont effectués afin d’éliminer la dicyclohexylurée qui y est completement soluble.
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Réactifs, solvants Répétitions Durée

pipéridine/NMP 1/4

L DeprotectionIO° (o piperidineDMF ) S L
NMP (ou DMF) 3 1 min
2 Lavages DCM 3 I min
___________________________________ NMP (ouDMF) 3 lmin___
Fmoc-aa-OH, DIPEA
3 Couplage Agent d’activation 1 ou 2% 4h a une nuit
___________________________________ (DCC,DICouHAUT)
NMP (ou DMF) 3 1 min
4 Lavages DCM 3 1 min
MeOH 3 1 min

Tableau A.1. : Etapes récurrentes du couplage d’un acide aminé sur support solide.

Controle de la complétion des couplages d’acides aminés
Controle qualitatif : test de Kaiser

Le test de Kaiser permet de révéler la présence d’amines primaires et est couramment
utilisé pour contrdler le bon fonctionnement des étapes de couplage. Il utilise trois solutions

disponibles commercialement (Kaiser test kit, Fluka Analytical) :

- Solution 1 : Phénol (~80% dans I’éthanol).
- Solution 2 : Cyanure de potassium (2% dans la pyridine).

- Solution 3 : Ninhydrine (6% dans 1’éthanol).

Trois gouttes de chaque solution sont ajoutées a un échantillon de résine dans un tube a
essai qui est chauffé a 110°C pendant 5 min. L apparition d’une coloration bleue des billes de
résine met en évidence la présence d’amine libre et donc un couplage partiel. A 1’opposé, une

absence de coloration indique que le couplage est terminé.
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Controle quantitatif : dosage Fmoc

La déprotection du groupement Fmoc conduit a la formation de dibenzofulvéne formant
en présence de pipéridine un adduit absorbant en UV (g = 5253 M'.cm™ a A = 220 nm). Le

dosage de cette entité permet de déterminer le taux de couplage de la résine.

Une masse m (~5 mg) est pesée, mise en suspension dans V = 10 mL d’un mélange
pipéridine/DMF (1/4) et agitée durant 10 minutes a température ambiante. L’absorbance (A) de la

solution a 290 nm est alors mesurée.

La substitution (S) de la résine est alors donnée par la formule (S en mmol.g'l, n en mmol, m en

g, VenmL,l=1cm,¢e=5253 M'l.cm'l):

La substitution théorique de la résine est donnée par :

Si.1000

Sth= 1000 + 5. (M2 = M1)

Avec Si, la substitution initiale de la résine, M1, la masse moléculaire du groupement partant

(g.mol™), et M2 la masse moléculaire du groupement ajouté (g. mol™).

Le rendement du couplage est donné par le rapport S/Sy,

A.2.RP-HPLC

Les composés préparés dans ce manuscrit ont ét€ analysés et purifiés par RP-HPLC sur les

dispositifs suivants.

HPLC semi-préparative

Les purifications des ligands synthétisés ont été réalis€ées par HPLC semi-préparative en phase
inverse sur un dispositif LAPREP (VWR Int). Toutes les purifications ont été effectuées sur
colonne RP-HPLC semi-préparative Varian Pursuit C18 250x10, 5 ym utilisée avec un débit de 3

mL.min™".
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HPLC analytique

Les analyses de pureté des ligands et des complexes technéti€s synthétisés ont été réalisées
par HPLC analytique en phase inverse sur un dispositif Prostar Varian muni d’un détecteur a
barette de diodes Varian 335 et d’un détecteur gamma HERM LB500 (Berthold). Les colonnes

analytiques utilisées ont été de deux types :

Pour I’analyse des ligands et complexes synthétisés : Varian Pursuit C18 250x4.6 mm, 5
pum protégée par une garde analytique C18 (Security Gard, Phenomenex), utilisée avec un

débit de 1 mL.min’!

Pour les analyses in vitro et in vivo (plasma, urine): Vydac Protein & Peptide
C18 250x4.6 mm, 10 ym protégée par une garde analytique C18 (Security Gard,

Phenomenex), utilisée avec un débit de 1 mL.min"

t (min) % A % B

Sauf indication contraire, et dans un souci de reproductibilité, 0 100 0
les purifications et analyses ont été effectuée grice a un 30 0 100
systéme binaire de solvants (A : eau + 0.1% TFA, B: ACN + 35 0 100
0.1% TFA) et a un gradient linéaire : 0-100% B en 30 min. 40 100 0
55 100 0

Tableau A.2. : Gradient 0-100% en

30 min

A3.P"Tc et °Tec

A.3.1. Marquage au *™Tc

99my

La manipulation de " "Tc (émetteur y, 140 keV) doit étre effectuée dans des conditions

strictes de radioprotection. Toute utilisation de **™Tc est réalisée derriere un « mur » de
protection en plomb. Une solution saline a pH physiologique de pertechnétate de sodium
(Na”™TcO,) est éluée 2 partir d’un générateur *"Mo/**™Tc¢ calibré 2 4 Gbq de type ELUMATIC-
IIT (CisBio International). Le générateur est élué quotidiennement (5 ml). Un générateur de ce
type peut €tre utilisé pendant une semaine (puis une semaine a tres faible activité). Le comptage

des échantillons contenant *™Tc est effectué grace a un compteur MEDI 404 (Medisystem). Tout
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le matériel ayant été en contact avec * "Tc est conservé dans un local exclusivement réservé a la
manipulation de ce radioélément. Les échantillons de complexes placés dans des chateaux de
plomb ainsi que le matériel souillé sont conservés derriere un mur protecteur en plomb. Apres
décroissance pendant 15 jours et vérification de I’activité, ces déchets peuvent étre éliminés par la

voie de traitement classique.

A.3.2. Marquage au **Tc

La manipulation de 98T (émetteur B, 292 keV, période : 2,12.105 ans) doit étre effectuée
selon les procédures normales de sécurité afin d’éviter toute contamination. Il est utilisé sous
forme de [***TcO41[NH,"] obtenu du Oak Ridge National Laboratory et purifié par traitement par
le peroxyde d’hydrogene et I’hydroxyde d’ammonium dans le méthanol pendant une nuit. Apres
évaporation du solvant, une poudre blanche de pertechnétate d’ammonium est obtenue et stockée

a température ambiante.

A 4. Biologie

A4.1. Etudes in vitro

Le sang utilisé a été prélevé sur des souris Balb-C femelles de 20 a 25 g et utilisé dans

I’heure.

Le plasma utilisé dans le cadre des études in vivo détaillées dans ce manuscrit a été obtenu
a partir de prélevements sanguins de souris BalbC femelles de 20 a 25g. Ces échantillons sont
d’abord centrifugés pendant 15 minutes 2 1600 tr.min™ et le surnageant est & son tour centrifugé
pendant 15 min & 1500 tr.min™. Le plasma ainsi obtenu est conservé a -20°C pour une utilisation

sous 3 jours ou -80°C dans une limite de 1 mois.

Les urines de souris saines utilisées lors des analyses in vitro sont conservées a -20°C et utilisées

sous 3 jours.
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A.4.2. Etudes in vivo

Les études animales ont été réalisées sur des souris BalbC femelles de 20 a 25g dans le
respect du Décret sur I’Expérimentation Animale (Décret 87-848, 19 octobre 1987). Les

manipulations ont été réalisées par une personne habilitée pour I’expérimentation animale.

Les solutions de complexes sont injectées par voie intra veineuse au niveau de la veine
caudale de la souris. Ces solutions sont a pH physiologique sans solvant organique. Pour les
analyses de biodistribution, les souris sont anesthésiées au bout de 2h a I’isoflurane 2% puis
sacrifiées par exsanguination. Les liquides biologiques sang/urine sont recueillis puis 1’ensemble
des organes sont prélevés. Pour I’acquisition au P-imager, la souris a été anesthésiée a
I’isoflurane 2% puis sacrifiée par congélation a -80°C. Des coupes « full body » sont réalisées au

microtome et visualisées au B-imager (Biospace -imager 2000).
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Le travail décrit dans ce manuscrit consiste en I’identification, par criblage d’un ligand complexant
quantitativement le coeur oxotechnétium TcO®", nommé TriaS. Le complexe TriaS-"""Tc ainsi formé présente
une stabilité trés intéressante en milieu biologique et est éliminé par voie rénale chez la souris avec trés peu de
dégradation. Par la suite, nous illustrons le potentiel de ce complexe pour le développement de traceurs
technétiés par fonctionnalisation en nous appuyant sur I’exemple de 1’imagerie de la néoangiogenése tumorale.

Mots clés : imagerie moléculaire, technétium, chimie combinatoire, chimie-click, criblage, stabilité.
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