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1. Généralités sur les stéroides

En 1905, William M. Bayliss et Ernest H. Starling ont défini pour la premiere fois le
concept d’hormones (Starling., 1905). Les hormones sont des messagers chimiques de
I’organisme, agissant sur un organe ou un tissu cible situé a distance de 1’organe émetteur.
Cette définition regroupe un tres grand nombre de molécules, certaines protéiniques, d’autres
peptidiques, des amines et bien d’autres molécules, parmi lesquelles les stéroides.

Le mot stéroide tire son origine du mot grec «stéréos», signifiant «solide» et désignant
I’ensemble des molécules qui possedent un noyau de type gonane (cyclo-phénanothrénique)
(figure 1-1), identique ou proche de celui des stérols. Ils sont trés répandus dans la nature ou
on les rencontre a tous les échelons du régne végétal et du regne animal. Le premier de ces
composés fut isolé, vers 1770, de calculs biliaires, par Poulletier de la Salle, puis trouvé aussi,
en 1816, dans les graisses animales, par M. E. Chevreul (Chevreul., 1816) Il fut nommé
« cholestérine » (du grec khole = bile et stéréos = solide) en souvenir de la source ou il avait

été découvert initialement.

Figure 1-1: Structure du gonane.

La famille des stéroides a été divisée par les scientifiques en cinq grandes classes, suivant la
réponse biologique qu’ils entrainent.

e Jes glucocorticoides (ex: Cortisol): ils sont synthétisés par la glande
corticosurrénale et interviennent dans les mécanismes luttant contre le stress et les
inflammations.

e Jes minéralocorticoides (ex: Aldostérone): ils sont synthétisés par la glande
corticosurrénale ; ils régulent I’activité des reins et sont employés par la médecine
comme des anesthésiants locaux.

e Jes hormones progestatives (ex: Progestérone): elles sont sécrétées par les ovaires

ou le placenta chez la femme et régulent le cycle menstruel.



e Jes oestrogénes (ex: Oestradiol): ils sont sécrétés par les gonades, le cerveau
(hypothalamus) et les tissus adipeux (seins). Ces hormones sont nécessaires a la
sexualité de la femme adulte et provoquent 1’oestrus (= phase de 1’ovulation).

® Jes androgénes (ex: Testostérone, Sa-dihydrotestostérone ou S0-DHT): ce sont
des hormones sexuelles males sécrétées par les gonades. Elles interviennent dans

le processus de la puberté et sont nécessaires a la sexualité de I’homme adulte

Les hormones stéroides, sont formées dans le cytosol, a partir du cholestérol néo-
synthétisé, ou apporté par les lipoprotéines plasmatiques légeres (LDL) ou lourdes (HDL),
selon les organes (figure 1-2) (Borel et al., 2000). De nature lipidique, donc lipophile, elles
traversent sans difficulté la bicouche lipidique de la membrane plasmique. A cause de cette
nature lipophile et donc hydrophobe, les stéroides ne peuvent circuler dans le plasma sanguin,
que fixées sur des protéines de transport.

Le complexe stéroide-protéine est inactif, seule I’hormone stéroide libre, a une action
endocrine. La protéine de transport, ne libere I’hormone stéroide qu’au niveau des capillaires
sanguins, qui irriguent les organes cibles. Une fois libérée de la protéine, le stéroide traverse
la paroi du capillaire. Au contact de leurs cellules cibles, les stéroides franchissent la
membrane plasmique, entrent dans la cellule, continuent leur trajet, franchissent la membrane
nucléaire et interagissent via des récepteurs protéiques avec le génome. En d’autres termes,
c’est la présence du récepteur hormonal, qui confere a la cellule cible sa sensibilité vis-a-vis

de I’hormone.
L 1. Les Androgenes

Les androgeénes sont des hormones stéroides découvertes en 1936. Elles interviennent
dans la régulation de nombreux aspects du développement masculin incluant le
développement des organes sexuels, la croissance de la pilosité faciale, corporelle et
pubienne, I’élargissement des cordes vocales, la perte des cheveux, la production de sperme,
le développement musculaire et la croissance de la prostate.

La testostérone est le principal androgene circulant. Elle est produite de facon quasi-
exclusive (plus de 95%) par les cellules de Leydig du testicule et 5% par les glandes
surrénales. La sécrétion globale de testostérone est de 5 a 7,5 mg/jour chez un homme adulte
normal. Elle exerce une action quasi-ubiquitaire dans 1’organisme de I’homme, directement
ou par lintermédiaire de sa bioconversion en un androgene plus puissant, la

dihydrotestostérone (DHT) ou en un cestrogene puissant, 1’oestradiol (E2).
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Figure 1-2: Filiation des principales hormones stéroides.

L1. a. Synthese et métabolisme de la testostérone

N

La testostérone est synthétisée a partir du cholestérol dans les cellules de Leydig
situées dans les testicules (figure 1-3) (Miller et al., 1988). Elle est aussi synthétisée dans le
foie et dans I’ovaire chez la femme. L’étape limitante de cette synthese est le clivage de la
chafine latérale du cholestérol par I'intermédiaire d’une enzyme, le cytochrome P450scc. Elle
est régulée par I’hormone lutéinique (LH). Cette hormone est produite dans la glande
pituitaire et sa sécrétion est controlée par la gonado-libérine (GnRH), cette hormone
peptidique étant produite dans 1I’hypothalamus. La sécrétion de LH est également régulée par
la testostérone elle-méme au niveau de la glande pituitaire et de I’hypothalamus (figure 1-4).
Des stéroides précurseurs inactifs, tels que la déhydroépiandrostérone (DHEA) et
I’androstenedione, sont convertis en androgenes actifs dans de nombreux tissus, incluant la

prostate.
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La testostérone diffuse librement a travers la membrane des cellules de Leydig. Dans
le plasma, la testostérone circule sous trois formes: 2% sous forme libre, seule forme

utilisable directement par les tissus, 45 a 75% sont liés a la protéine de transport des stéroides

e

Y

HO
Cholestérol Progestérone
P450scc,
puis P450 c17 P450 c17 ‘
HO O
Déhydroépiandrostérone (DHEA) Androsténedione
17p-HSD 17B-HSD
OH OH
HO O
Androsténediol Testostérone

Figure 1-3 : Biosynthese de la testostérone.

sexuels SHBG (Sex Hormone Binding Globulin), et 30 & 55% sous forme liée a I’albumine.
Les protéines de liaison servent de réserve de stéroides, qui autrement seraient rapidement
métabolisés par le foie. Lorsque le taux de testostérone libre baisse, une partie de la fraction
liée se dissocie de 1’albumine et de la SHBG afin de maintenir un taux constant de
testostérone libre.

Le métabolisme de la testostérone est présenté sur la figure 1-5 (Bélanger et al., 2003).
La testostérone est métabolisée soit dans ses organes cibles, soit dans le foie (Burger et al.,
2003; Dorfman et al., 1965; Verderame et al., 1986). Dans la glande prostatique, la peau et le
foie (Thigpen et al., 1993), elle est réduite en So-DHT par la Sa-réductase en présence d’un
cofacteur, le NADPH (Russell et al., 1994). D’autre part, une petite quantité (0,2%) peut aussi

étre convertie en oestradiol par une enzyme, la P450 aromatase. Elle permet le clivage du
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groupe méthyle C19 et I’aromatisation du cycle A, principalement dans les tissus adipeux
chez I’homme et dans les ovaires chez la femme. Ces deux processus sont irréversibles. Apres
administration de testostérone radioactive, environ 90% de la radioactivité se retrouve dans
I’urine et 6% dans le feces (Goodman et al., 2001). Les principaux métabolites retrouvés dans
I’urine comprennent 1’androstérone et I’étiocholanolone et sont inactifs. Aprés administration
orale, la demi-vie de la testostérone est de moins de 30 minutes. En effet, 90% de la

testostérone est métabolisée dans le foie, avant d’atteindre la circulation systémique.

neurone séeréteur
hvpathalamigue = M amius
_ <

rétrpaction
imhibitrice

cellale gonadatrope
adénohypophysaire

clreulation circulation
génirale pénérale

tissus cibles

N

effets biologigues :
spermatogendse &
caraciéres sexuels secondaires

Figure 1-4 : Régulation de la biosynthese de testostérone. D’apres[1 @].

OH OH 0O o

P450

aromatas;iji5>t§ 17B-HSD 3a-HSD

HO o) Ie} HO' .
Oestradiol Testostérone Androsténedione Etiocholanolone
5a-réductase OH 5a-réductase 0 0
17B-HSD 30-HSD
(0] Iil (0] Iil HO Ifl

50.-dihydrotestostérone (DHT) Androstanedione Androstérone

Figure 1-5: Métabolisme de la testostérone.

Chez les hommes adultes, il a été clairement établi que les androgeénes jouent un role
majeur dans les désordres prostatiques, tels que 1’hypertrophie bénigne de la prostate (BPH) et
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le cancer de la prostate (Sciarra et al., 1990). Ils jouent aussi un rdle majeur dans les maladies
cutanées, telles que 1’acné, I’hirsutisme (ou hyperpilosité féminine) et I’alopécie androgénique
(ou calvitie) (Cunliffe et Simpson., 1980; Dorfman et Shipley., 1956). En effet, il a été montré
qu’ils permettaient la sécrétion de la glande sébacée pour stimuler la croissance pilaire chez
les femmes hirsutes. Ils ont deux effets principaux: un effet anabolisant exprimé dans les
muscles et les os et un effet androgénique exprimé dans les organes reproducteurs (prostate,
vésicule séminale, testicules). Ces effets sont consécutifs a leur liaison sur un récepteur

spécifique appelé récepteur a androgenes (AR).
L2. Les oestrogenes

Les cestrogenes sont connus de longue date par leur implication dans Ila
différentiation sexuelle, la croissance et la reproduction. Signal hormonal a la puberté, les
cestrogenes amorcent le développement morphologique de la femme adulte et de son cycle
menstruel. Les cestrogenes jouent un role essentiel dans la fertilité de la femme tout au long de
la période reproductive de sa vie. A la ménopause, la perte des cestrogénes ovariens implique

la fin de la période reproductive et apporte également de nombreux changements biologiques.

o OH
H;C H;C
178-HSD
HO HO
oestrone (E) oestradiol (E,)
160-hydroxylase 160-hydroxylase
o OH
H,C ol G LOH
HO HO
160-hydroxy-oestrone oestriol (E3)

(160-HO-E1)

Figure 1-6: Les trois principaux cestrogenes chez la femme.
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Le 17B-cestradiol (E;), ’cestrone (Ep) et 1’cestriol (E3) sont les trois principaux
cestrogenes chez la femme. E; est I’cestrogene prédominant a la pré-ménopause et E; a la
post-ménopause, alors que Ej est I’cestrogene le plus abondant pendant la grossesse (Coelingh
Bennink., 2004; Musey et al., 1987). E, peut étre oxydé réversiblement en E; par les 17f3-
hydroxy-stéroide-dehydrogénases (Day et al., 2006) (figure 1-6).E; et E; peuvent étre

convertis en Ej3 par les oxydo-réductases (Mueck et al., 2002).
1.2.a. Biosynthese des cestrogenes

La biosynthese des cestrogenes, s’effectue surtout dans les ovaires, mais d’autres
organes, tels que les testicules, le tissu adipeux, I’hypothalamus, le cerveau, peuvent aussi les
synthétiser [2@].

Les oestrogenes, comme tous les stéroides, dérivent du cholestérol et de la
prégnénolone, sont transformés en androsténedione et testostérone, précurseurs directs des

cestrogenes (figure 1-7 et 1-8).

La principale réaction enzymatique est la transformation de la testostérone et de
I’androstenedione en cestradiol et estrone, sous 'influence d’une aromatase constituée d’un
cytochrome p450 et d’un cytochrome réductase utilisant le NADPH comme réducteur [2@].
Cette enzyme est présente dans I’ovaire, mais aussi dans le foie, les muscles, les follicules
adipeux et certains tissus tumoraux, comme les carcinomes mammaires.

Durant la grossesse, de grandes quantités d’cestrogénes sont synthétisées par le placenta
et excrétées dans l'urine. La sécrétion d’cestrogenes augmente a la puberté et chute
considérablement a la ménopause.

Les cestrogenes sont présents également chez ’homme, ils sont sécrétés d’une maniere
physiologique par le testicule et la glande corticosurrénale et éventuellement formés dans les

tissus adipeux.
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Figure 1-7: Synthese de la prégnénolone a partir du cholestérol.
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Figure 1-8: Synthese des cestrogenes a partir de la prégnénolone.

I1. Récepteurs nucléaires

La superfamille des récepteurs nucléaires a été décrite la premiere fois par R. Evans en
1988 (Evans., 1988). Ce sont des facteurs de transcription impliqués dans des processus
biologiques fondamentaux tels que la différentiation ou la prolifération cellulaire.
La superfamille des récepteurs nucléaires représente 48 genes dans le génome humain,
49 chez la souris (FXRp), 21 chez Drosophila melanogaster, plus de 270 chez Caenorhabditis
elegans. Elle se subdivise en trois groupes selon la nature des ligands :
e Récepteurs aux hormones stéroides: récepteur aux cestrogénes (ER)( Green et al.,
1986), récepteur de la progestérone (PR) (Jeltsch et al., 1986), récepteur des
minéralocorticoides (MR) (Arriza et al., 1987), récepteur des glucocorticoides

(GR)(Govindan et al.,1985), récepteur des androgeénes (AR)(Tan et al., 1988)
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Récepteurs aux hormones non stéroides: récepteur aux acides rétinoiques (Petkovich
et al., 1987), récepteurs aux hormones thyroidiennes (TR)(Sap et al., 1986), récepteur
de la vitamine Dj (ou calcitriol ou cholécalciférol) (VDR)(Baker et al., 1988).
Récepteurs orphelins (dont le ligand n’était pas caractérisé au moment du clonage)
(Laudet et al., 1992)

Les récepteurs nucléaires présentent des homologies de séquence, plus au moins dans

différentes portions de leur structure. De plus, ces récepteurs ont une organisation générale

commune en plusieurs domaines, présentant des propriétés fonctionnelles homologues.

De I'extrémité N-terminale a I’extrémité C-terminale, on a pu identifier cinq régions

fonctionnelles, le long des séquences des récepteurs (figure 1-9).

un domaine N-terminal hautement variable (A/B). C’est ce domaine qui contient le
domaine de transactivation AF1 (Activation Function 1), région impliquée dans
I’activation de I’expression des genes cibles en permettant 1’interaction d’autres facteurs
protéiques.

un domaine de liaison a I’ADN (C), tres conservé, (DBD - DNA Binding Domain). Le
domaine C est aussi impliqué dans la dimérisation des récepteurs.

un domaine intermédiaire (domaine D), de petite taille, qui va notamment permettre la
localisation nucléaire du récepteur (NLS - Nuclear Localization Signal) (Marivoet et al.,
1992, Redeuilh et al., 1987; Sanchez et al., 1985; Rafestin-Oblin et al.,1989; Radanyi et
al., 1989).

un domaine de liaison au ligand (domaine E) de grande taille (LBD - Ligand Binding
Domain (Dobson et al., 1989) qui contient également le domaine de transactivation AF2
(Activation Function 2)( Danielianet al., 1992) ainsi qu’une région essentielle pour la
dimérisation du récepteur et un domaine d’interaction avec la hsp90. Eventuellement un
domaine supplémentaire C-terminal (domaine F) trés variable et dont la fonction est

encore mal connue.
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Figure 1-9: Organisation structurale des récepteurs nucléaires en régions fonctionnelles.
DBD: DNA binding domain, DD: dimérization domain, HspB: Hsp Binding, AF: activation
function.

11.1. Les récepteurs a androgenes

Le récepteur a androgenes (AR) est largement distribué dans I’organisme. Il présente
toutefois un degré d’expression tres variable selon les tissus, et pour un tissu donné selon son
stade de développement, et selon le degré de différenciation cellulaire. L’AR est
particulierement exprimé dans les tissus cibles des androgenes, tels que la prostate, les
muscles, le foie et le systéme nerveux central, avec un niveau d’expression tres élevé observé
dans la prostate (Johansen., 2004). Il est aussi localisé dans la peau, notamment dans les
glandes sébacées. Physiologiquement, le récepteur AR activé par la liaison d’androgeénes est
responsable de la différenciation sexuelle et des changements morphologiques observés lors
de la puberté.

Le géne du AR est localisé sur le bras long du chromosome X en position ql1-q12
(Lubahn et al., 1988), et s’étend sur environ 90 kb . Son expression est donc monoallélique
chez I’homme. Le cadre ouvert de lecture s’étend sur 2,7 kb, comprend 8 exons et code pour
une protéine de 919 acides aminés ayant une masse moléculaire de 110 kilodaltons (kDa).
Deux especes d’ARN messagers (ARNm) de 8,5 kb et de 11 kb ont été identifiées dans

différentes lignées cellulaires, et ’on présage que des facteurs tissulaires spécifiques
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déterminent lequel est préférentiellement utilisé dans un tissu donné. Dans la prostate, c’est le

transcrit de 11 kb qui est principalement exprimé.
1l.1.a. Structure du domaine de liaison au ligand du récepteur des androgénes

Les structures du domaine de liaison au ligand (LBD) des récepteurs nucléaires seuls
ou en présence d’un agoniste ou d’un antagoniste ont été résolues. En revanche, la plupart des
structures cristallographiques des récepteurs orphelins ne sont pas encore connues. La
premiere résolution de la structure cristallographique d’un LBD a indiqué que ce domaine est
hautement structuré (Bourguet et al., 1995). Le LBD du AR est constitué de 11 hélices a et
d’un court feuillet B, arrangés en trois couches pour former un sandwich antiparallele formant
ainsi une poche hydrophobique (figure 1-10). Les autres récepteurs nucléaires sont composés
de 12 hélices a, mais I’hélice 2 n’existe pas chez le AR.

Les hélices 1 a 3 forment une face du LBD, les hélices 4, 5, 8 et 9 ainsi que le feuillet B
correspondent a la couche centrale du LBD, et les hélices 6, 7 et 10 forment la troisieme face
du « sandwich ». L’hélice 12 permet au LBD de réguler la transcription. Les ligands sont
reconnus grace a deux types de contact : des liaisons hydrogenes aux extrémités et des
liaisons hydrophobes de type van der Waals pour tout le corps du ligand. Suite a la liaison du
ligand, le LBD subit un réarrangement structural ou I’hélice 12 va changer de position afin de
fermer la poche de liaison du ligand, ce qui conduit a la formation d’une surface d’interaction
protéine-protéine hautement conservée appelée fonction d’activation 2 (AF-2). Le domaine

AF-2 est alors capable d’interagir avec des co-activateurs et ainsi de promouvoir la

transcription des genes cibles (Warnmark et al., 2003).
11.1.b. Conformation et fonction du récepteur AR

Comme les autres récepteurs stéroidiens, AR est principalement localisé dans le
cytoplasme et est associé¢ avec un complexe de protéines chaperons (HSP pour Heat Shock
Protein) par I’intermédiaire d’interactions avec le LBD (Pratt et Toft., 1997). Lorsque AR est
lié a un agoniste, il se passe une série de changements conformationnels provoquant la
dissociation des HSPs. Ainsi, ces changements de conformation déclenchent des processus de
dimérisation, de phosphorylation et la translocation de AR dans le noyau qui est déclenchée

par le signal de localisation nucléaire (NLS).
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Figure 1-10: Structure du domaine de liaison au ligand du récepteur des androgenes. Le LBD
du AR est formé de 11 hélices a représentées par les cylindres verts, agencées en sandwich
tri-lamellaire. Quelques mutations ponctuelles décrites dans les CaP et ayant un impact sur la
liaison du ligand sont représentées en rose. (D’apres Duff et al., 2006).

Ensuite, le récepteur se lie a 1’élément de réponse aux androgenes (ARE), caractérisé
par une séquence consensus de six nucléotides 5’- TGTTCT -3’ et localisé dans la région
«enhancer» des cibles du geéne codant pour le récepteur AR. Le recrutement d’autres co-
régulateurs de transcription (co-activateurs et co-répresseurs) (Heinlein et al., 2002) et de la
machinerie de transcription (Shang et Myers., 2002) assure ’activation de 1’expression du
gene régulé par AR.

Tous ces processus sont initi€s par les changements de conformation de AR induits par
I’association d’un ligand sur le LBD. Ainsi, ces changements permettent la formation d’une
région de fonction d’activation (AF2) située sur la surface du LBD. Cette région est cruciale a
la fois pour I'interaction de type N/C-terminale (N/C) du récepteur AR et pour le recrutement

de co-régulateurs durant la transcription. La région AF2 est un sillon hydrophobe constitué
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par la région C-terminale de H3, H4 et H12 (Wurtz et al., 1996). Elle serait essentielle pour le
recrutement de co-régulateurs car le motif «LXXLL» (Heery et al., 1997) (X = un acide
aminé quelconque) qui se trouve, chez des co-activateurs, dans un domaine interagissant avec
un récepteur nucléaire (NID) se lierait spécifiquement sur AF2 (Bourguet et al., 2000). De
plus, d’autres motifs sur le domaine N-terminal de AR, BEXXLFY et ¥ 3WXXLF437,
pourraient aussi interagir avec AF2 (He et al., 2002). Ainsi, ces deux interactions pourraient
entrer en compétition pour le méme site de liaison vis-a-vis de AF2.

Les changements de conformation de AR induits par un ligand fournissent une base
structurale pour le recrutement de cofacteurs et de la machinerie de transcription. En effet, il a
été montré que la formation d’un complexe d’activation implique AR, des co-activateurs, et
I’ ARN polymérase II qui sont liés sur les régions « enhancer » et promotrices du géne codant
pour I’antigene spécifique a la prostate (PSA) (Shang et Myers., 2002). La formation d’un
complexe de répression implique des facteurs qui sont seulement liés a la région promotrice.
Puisque la formation de la région AF2 fonctionnelle fournit une base structurale pour
I’interaction protéine/protéine, le recrutement de co-régulateurs pourrait étre crucial pour
I’activité agoniste ou antagoniste des ligands du récepteur AR (Hodgson et al., 2005).

La liaison a ’ADN est aussi requise pour I’expression du geéne régulé par le récepteur
AR. La séquence de I’élément de réponse aux androgenes (ARE) peut étre arrangée selon des
répétitions, soit inversées, soit directes (Nantermet et al., 2004; Nelson et al., 2002; Claessens
et al., 2001; Haelens et al., 2003). Le récepteur AR reconnait et se lie au site de I’ARE par
I’intermédiaire de deux doigts de zinc (« zinc fingers ») localisés dans le domaine de liaison a
I’ ADN. Tout comme les autres récepteurs stéroidiens, AR forme des homodimeres et semble
former des dimeres «tétes contre t€tes» (Shaffer et al., 2004). La reconnaissance sélective de
séquences spécifiques de I’ ARE pourrait étre régulée, soit par la liaison au ligand,’” soit par la
présence d’autres facteurs de transcription qui se lient & leurs propres sites de liaison a I’ADN,
ou bien par les deux mécanismes (Remenyi et al., 2004).

En conclusion, les changements de conformation de la poche de liaison de AR dus a la
liaison d’un antagoniste n’ont pas encore été élucidés a ce jour. On a vu précédemment que
AR joue un rdle critique dans de nombreux processus physiologiques, incluant le
développement des caractéristiques sexuelles males secondaires telles que les muscles, les
cheveux, la masse osseuse et la spermatogenese. AR est aussi impliqué dans le

développement de cancers de la prostate hormono-dépendants.
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11.2. Les récepteurs a eestrogenes

Le récepteur des oestrogenes (ER) est un facteur de transcription qui fait partie de la
superfamille des récepteurs nucléaires. L’activité du facteur de transcription ER est capitale
pour une prolifération normale des cellules mammaires.

Le geéne codant le ER fut cloné a partir de cellules cancéreuses mammaires MCF7 en
1985 (Walter et al., 1985) et séquencé un an plus tard (Greene et al., 1986). Une dizaine
d’années plus tard un second type de récepteur des oestrogenes a été découvert, d’abord chez
le rat (Kuiper et al., 1996) puis chez ’homme (Mosselman et al., 1996) et la souris (Tremblay
et al., 1997). Ce nouveau type de récepteur a été nommé récepteur des oestrogenes 3 (Kuiper
et al., 1996) par opposition au premier ER séquencé qui a été nommé ERa.

Le geéne codant le ERa est localisé sur le chromosome 6 au locus 6g25.1. 1l est organisé
en 8 exons dont la transcription est sous le controle de 7 promoteurs (Kos et al., 2001).
L’usage de ces différents promoteurs conduit a des variants d’ARNm qui différent par leur
région 5’ non traduite. Dans tous les cas, une méme protéine de 66 kDa est produite.
L’utilisation de ces différents promoteurs varie en fonction du type cellulaire, ce qui permet la
régulation de la quantité de transcrits synthétisés. Le gene codant le ERP est localisé sur le
chromosome 14 entre les loci 14q11.1 et 14q11.2. Comme le ERa, il est organisé en 8 exons.
Le géne ERP code une protéine de 530 acides aminés d’environ 60kD. (Menasce et al., 1993;
Enmark et al., 1997; Kuiper et al., 1997).

Le ERa et le ERP sont localisés principalement au niveau du systeéme reproducteur
féminin (sein, utérus). On les retrouve aussi dans le foie, le colon, le cerveau, le systeme
cardio vasculaire, le tractus uro-génital et I’os (Enmark et al., 1997; Kuiper et al.,1997; Taylor
and Al-Azzawi, 2000). Dans un méme tissu, le ERa et le ERP peuvent posséder des
localisations spécifiques. Ainsi, dans 1’ovaire, le ERa est largement présent dans les cellules
de la theque et les cellules interstitielles, alors que le ER est prédominant dans les cellules de
la granulosa (Hiroi et al., 1999; Sar and Welsch, 1999). Dans la prostate, le ERp est localisé
dans I’épithélium tandis que le ERa est localisé dans le stroma (Weihua et al., 2002).
Récemment, plusieurs études réalisées sur le sein, I’ovaire, le colon et la prostate ont montré
la sous expression du ERB (ARNm et protéine) dans le tissus tumoral comparé aux tissus sain
(Campbell-Thompson et al., 2001; Fixemer et al., 2003; Leygue et al., 1998; Pujol et al,,
1998; Roger et al., 2001). Il semble que le rapport ERo/ERPB augmente au cours de la
tumorigénese, suggérant ainsi que ces deux protéines aient des roles différents au cours de ce

processus.
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Malgré les légeres différences entre certains ligands, comme le 17a-cestradiol (E»), qui
se lie cinq fois plus fortement au ERo qu’au ERp, les deux formes du récepteur aux
cestrogenes, lient les mémes ligands, avec sensiblement la méme efficacité (Laflamme et al.,
1998). Les deux récepteurs ont une grande homologie d’identité et les mémes domaines sont
présents sur les deux récepteurs, qui contiennent 595 acides aminés pour le ERo humain
(hERa) et 530 acides aminés pour le (hERf). De plus, une tres bonne homologie des domaines
des récepteurs est conservée entre les especes (Enmark et al., 1999). Les hER comportent un
domaine A/B, qui contient la fonction hormono-indépendante d’activation de transcription 1
(AF-1). Le domaine de liaison a I’ADN, (domaine C) contient deux doigts de zinc, impliqués
dans la liaison a I’ADN.

Il'y a 96% d’homologie d’identité entre le domaine C du ERa et du ERpS, suggérant que
les deux récepteurs se lient aux mémes €léments de réponse des cestrogenes (ERE). Le
domaine D est relié a la translocation nucléaire et le domaine E/F, ou domaine de liaison des
ligands, contient la fonction hormono-dépendante d’activation de transcription 2 (AF-2).
Comparativement, au domaine de liaison de I’ADN, ’homologie d’identité du domaine de
liaison des ligands est de seulement 53%, ce qui n’empéche pas d’avoir une capacité de
liaison de ligands, sensiblement semblable pour les deux formes de récepteurs (figure 1-11)
(Kuiper et al., 1996; Walter et al., 1985; Ogawa et al., 1998 a; Krishnan et al., 2000). Des
études ont montré que ERf interviendrait comme un régulateur négatif du ERa (Leygue et al.,

1998).
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A/B C D E F ¢
NH2 — 179 — 8 38 - 251 43 COOH
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AF1 / AF2 \
\
{ Liaison ADN Liaison de 1 *hormone |
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p

NH2 —| 142 | | 84 |28 248 128 COOH

Identité de séquence (en
acides amin és) 23% 88%  24% 58% 12%

Figure 1-11: Structure et homologie entre ERa et ERP. Les ERa et ERJ ont une forte
identité de séquence au niveau de la région de liaison a I’ADN (domaine C) et des domaines
N et C- terminaux assez peu conservés. Les chiffres dans les rectangles représentant les
différents domaines indiquent le nombre d’acides aminés dans chaque région des protéines.
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11.2.a. Conformation et fonction du récepteur a cestrogeénes

Contrairement aux autres récepteurs nucléaires, tous les récepteurs des hormones
stéroides non li€s a I’hormone sont associés & un complexe multiprotéique de protéines
auxiliaires. Ces protéines incluent les protéines de choc thermiques hsp90, la premiere
identifiée (Catelli et al., 1985), hsp70 (Ratajczak et al., 1993) et la protéine p59 (Renoir et al.,
1990), une protéine de la famille des immunophilines (prolyl-isomérase)(Lebeau et al., 1992).
En absence de ligand, le ER est retrouvé sous forme d’un complexe aporecepteur composé
d’un monomere de RE, d’un dimere de la hsp90 (Redeuilh et al., 1987) et de plusieurs autres
protéines (Segnitz et Gehring, 1995) (figure 1-12). Suite a la liaison du ligand, le ER "activé"
se dissocie du complexe des protéines chaperones. Le domaine de liaison a I’hormone (1
LBD) du ERa change de conformation suite a sa liaison a 1’agoniste. Ce changement se
traduit par le repositionnement de 1’hélice 12 en C terminal du LBD et permet le passage a
une forme transcriptionnellement active du ERa.

Le fait que la séquence régulatrice a laquelle se fixe le ER ait une structure
palindromique suggere que le RE lie aux éléments de réponse des cestrogenes (ERE) sous
forme de dimere (Kumar et Chambon, 1988; Schwabe et al., 1993; Whang et al., 1995). La
formation de dimeres semble Etre essentielle pour le fonctionnement normal du ERa car des
mutations qui bloquent sa dimérisation entrainent généralement I’inactivation du ER (Lees et

al., 1990).

CYP40 FKBP51
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@ p23 hip

FKBP52

hsp70

Figure 1-12: Représentation schématique de ERa au sein de son complexe multi-chaperons.
ERa est pris en charge au sein d’un complexe hétéro-oligomérique de chaperons
moléculaires: un dimere de hsp90, la hsp70 et une immunophiline.
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Le principal domaine responsable de la dimérisation du ER se trouve au niveau du
domaine E. La surface de dimérisation est assez importante et représente 15% de la surface de
chaque monomere (Brzozowski et al., 1997). Le ER existe sous forme de dimere, méme en
absence de ligand et cette interaction est résistante a de fortes concentrations en agent
dénaturants (Salomonsson et al., 1994). Toutefois les ligands du ER (agonistes comme
antagonistes) entrainent une stabilisation des dimeres de ERa (Tamrazi et al., 2002). Le ERa
est capable de s’hétérodimériser avec le ERB (Cowley et al., 1997; Hall and McDonnell.,
1999; Ogawa et al., 1998 b) formant ainsi des homodimeres ERa, des hétérodimeres
ERo/ERp, et des homodimeres ERP. L'interface précise de dimérisation entre ces récepteurs
n’est pas encore déterminée.

Le ER lie un élément de réponse aux oestrogenes appelé "Estrogen Responsive
Element" (ERE). La comparaison de 23 éléments de réponse fonctionnels a permis de définir
un ERE consensus (Anolik et al., 1993). C’est une séquence palindromique parfaite de 13
paires de bases, organisées en 2 hexameres séparés par 3 nucléotides de séquence aléatoire
GGTCANNN TGACC. En fonction de son ligand, le ER adopte des conformations
différentes qui permettent ou non la reconnaissance des différents ERE (Ramsey and Klinge,
2001; Wood et al., 1998; Wood et al., 2001), ce qui conforte I’'idée que des bases structurales
sont impliquées dans les mécanismes d’action des anti-oestrogenes.

Les ER activent aussi la transcription de leurs génes cibles en s’associant a des facteurs de
transcription liant eux-mémes I’ADN comme le complexe AP-1 ou la protéine Spl (Klinge,
2000; Safe, 2001; Webb et al., 1995).

L’activité transcriptionnelle du ER est régulée par un vaste éventail de cofacteurs et de
corépresseurs (McDonnell and Norris, 2002; McKenna et al., 1999; McKenna and O'Malley.,
2002; Smith and O'Malley., 2004). C’est ce réseau complexe de co-activateurs et de
corépresseurs qui permet une régulation fine de I’activité transcriptionnelle du REa et
notamment explique en partie ’activité plus ou moins forte du ER selon le type cellulaire
ainsi que la balance entre activité agoniste/antagoniste des SERMs selon les tissus.

En plus de ce mécanisme fin de régulation du ER, il existe un niveau de complexité
supérieur de contrdle de I’activité du RE. En effet au sein d’'un méme type cellulaire, le
dialogue entre les voies de signalisation ainsi que les modifications post-traductionnelles du
REa et de ses partenaires vont jouer un role important dans son activité.

L’observation d’effets tres rapides des cestrogénes, ne pouvant pas provenir de la
transcription et de la formation de protéines a mené a I’hypothese de I’existence d’un

récepteur membranaire des cestrogénes. Récemment, ces derniers ont été détectés (Razandi et
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al., 2004; Zivadinovic et al., 2005). L’cestrogene se lie au récepteur qui interagit avec la PI3
kinase. L’activation de cette derniere mene a la phosphorylation de la sérine-thréonine
protéine kinase (AKt/PKB), qui induit une augmentation rapide d’oxyde nitrique (NO)
produite par I’activation de eNOS (Simoncini et al., 2002).

11.2.b. Structure du domaine de liaison au ligand du récepteur a cestrogenes

Les structures cristallographiques des domaines de liaison au ligand et a 'ADN de
différents récepteurs nucléaires ont été résolues. Cependant, aucune structure cristallo-
graphique d’un récepteur entier n’est encore disponible a ce jour.

La premiére structure tridimensionnelle du LBD du récepteur ER a été résolue en 1997
par Brzozowski (Brzozowski et al., 1997). Ce domaine partage une structure
tridimensionnelle similaire aux autres récepteurs stéroidiens. La structure cristallographique
du domaine de liaison du récepteur ER sauvage a été résolue avec le 17B-cestradiol (E2)
(figure 1-13 et 1-14). La protéine comprend douze hélices alpha (Ha) et deux courts coudes
béta (), qui sont arrangés selon trois couches pour former un « sandwich d’hélices alpha »

antiparallele (Bourguet et al., 2000; Nahoum et al., 2007).

Figure 1-13: Structure déterminée aux rayons X du domaine de liaison au ligand du ERa.
L’hélice 12 dont la position varie en fonction est représentée par un cylindre bleu dans le cas
de la liaison a I’oestradiol (a) et en vert dans le cas de la liaison a 1’anti oestrogéne partiel
Raloxiféne (b). d’aprés Brzozowski et al., 1997.

Les hélices H1, H2 et H3 forment une face du LBD, pendant que les hélices H4, HS, le
premier coude B1 et les hélices H8 et H9 constituent la couche centrale de la structure et que

les hélices H6, H7, H10 et H11 forment la deuxieme face. H5, la région N-terminale de H3
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ainsi que la région C-terminale des hélices H10 et H11 constituent la majeure partie de la
poche hydrophobe de liaison au ligand (LBP). Lorsque I’cestradiol, ligand naturel de ER, se
lie a son récepteur, I’hélice H12 sert de couvercle recouvrant la LBP, afin de stabiliser le
ligand. La fin de la région C-terminale du LBP forme le deuxieme coude béta (B2), qui
fonctionne comme un verrou afin de stabiliser la conformation du couvercle H12. Cette
conformation est ce qu’on appelle conformation active, car elle favorise le recrutement de co-

activateurs transcriptionels.

Figure 1-14: Les conformations du domaine de liaison au ligand (E,) de ERa et ERp. La
figure montre le positionnement du ligand (E2) en vert, la cavité de sa liaison aux deux
isoformes de ER ainsi que le positionnement de 1’hélice H12 en rouge dans deux orientations
différentes pour les deux récepteurs.

II1. Le Cancer

Dans la Grece antique, les Asclépiades désignent diverses familles vouées a I'exercice
de la médecine. Ce sont les Asclépiades qui ont dénommé karkinos cette redoutable affection
que I’on compte parmi les plus grands fléaux de I’humanité. Ils désignaient ainsi toutes les
tumeurs a marche envahissante et rapide, qui déterminent la mort. Mais pourquoi les Grecs
ont-ils donné & ces tumeurs le nom de karkinos, mot qui signifie « crabe » ? Deux possibilités
se présentent a nous. La premiere pourrait étre en raison d’une comparaison des pattes d’un
crabe a la forme des veines dilatées, des lymphatiques engorgés et des trainées cancéreuses
qui s’écartent en rayonnant autour d’une tumeur, masse principale rappelant le corps d’un

animal. L’autre possibilité pourrait étre que les Asclépiades ont cru qu’un animal rongeait les
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tissus, tenaillant les malades, les enserrant comme dans un étau. C’est ainsi qu’Hippocrate
définit en premier la maladie, comme un gonflement dur (tumeur), noninflammatoire, ayant
tendance a récidiver et se généraliser jusqu’a la mort. Les latins ont par la suite conservés
I’appellation grecque sous la forme latine de cancer.

Le cancer est une maladie due a une prolifération cellulaire anormale au sein d'un tissu
normal de l'organisme. Au cours de l'évolution de la maladie, certaines cellules peuvent
migrer de leur lieu de production et former des métastases. Les cellules cancéreuses possédent
des caractéristiques propres. Elles présentent ainsi une capacité de croissance exagérée qui est
stimulée de fagcon non physiologique. Par ailleurs, ces cellules sont insensibles aux inhibiteurs
physiologiques de la croissance cellulaire, et elles ont la particularité d’échapper a 1’apoptose.
De plus, les cellules cancéreuses sont capables de se diviser de fagon illimitée, mais aussi
d’induire une néo-angiogénese, processus nécessaire au soutien de la croissance tumorale.
Enfin, ces cellules possédent des capacités d’invasion et de métastases. Tous ces avantages

acquis caractérisent une cellule cancéreuse.
IIl. 1. Mécanisme de déclenchement tumoral

La premicre étape de cancérisation est une phase d'initiation. Elle se caractérise par
une accumulation de mutations qui ont pour conséquence une surexpression des facteurs pro-
oncogéniques. Les cellules sont génétiquement anormales mais toujours contrélées par
I'environnement cellulaire via les jonctions serrées (gap-junction). Lorsque les cellules entrent
dans la seconde étape dite de promotion, elles acquierent leur indépendance vis-a-vis des
facteurs de croissance grice aux pro-oncogenes, et perdent leur capacité de communication
intercellulaire (figure 1-15).

Cette acquisition d'indépendance peut se faire de plusieurs maniéres:

» soit la cellule est capable de synthétiser elle-méme un certain nombre de facteurs : on
parle alors de contrdle autocrine notamment avec une augmentation de la synthese et
une surexpression d'« Insuline Growth Factor » (IGF), d'« Epithelial Growth Factor »
(EGF) ou encore TGF-o.

» soit il y a une surexpression des récepteurs transducteurs de signaux comme par
exemple c-erb B2, le récepteur de I'EGF (Eccles et al., 2001).

» soit la cellule surexprime des facteurs de transcription, par exemple le pro-oncogene c-
myc. Dans la cellule normale, il forme un dimere avec la protéine Max et induit la
prolifération cellulaire. Ce stimulus est régulé dans les conditions physiologiques par

le complexe Mad-Max. En cas de surexpression de c-myc, le complexe Myc-Max est
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favoris€ au dépend de Mad-Max ce qui entralne une prolifération cellulaire non

régulée (Eccles., 2001; Hynes et Lane., 2001).
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Figure 1-15: Initiation, promotion et progression d'une cellule tumorale: role de 1'équilibre
entre pro et anti-oncogenes.

Pro-oncogene : *, Anti-oncogene : *.

A : équilibre entre pro et anti-oncogeénes la croissance cellulaire est normale.

B : phase d'initiation avec un déséquilibre entre pro et anti-oncogeénes. La croissance est toujours normale.

C : perte des anti-oncogenes et des communications intercellulaires. La croissance devient incontrolée.

Les mécanismes de cancérisation sont aussi provoqués par la perte d'un certain nombre
de controles sur la croissance cellulaire, avec notamment des pertes de fonctionnalité des anti-
oncogenes. Deux anti-oncogenes majeurs interviennent dans la régulation du cycle cellulaire :
la protéine du rétinoblastome (pRb) et le produit du gene p53 (Eccles., 2001; Hynes et Lane.,
2001).

II1. 2. Progression tumorale et I’échappement thérapeutique

Lorsque la tumeur atteint 1 a 3 mm’, elle a besoin d'apports en oxygeéne et en
nutriments pour poursuivre sa croissance, dans le cas contraire elle entre en nécrose
(Folkman., 1995 a,b). Pour échapper a la nécrose, elle met en place un processus de néo-

vascularisation appelé néo-angiogenese. Il s'agit d'un processus naturel qui a surtout lieu lors
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du développement embryonnaire. La formation de nouveaux vaisseaux apparait aussi au cours
du cycle menstruel (irrigation de l'utérus) et dans les phénomenes de cicatrisation (Lloyed et
al., 2003). L'angiogenese physiologique est régulée par un équilibre entre des facteurs pro-
angiogéniques tel que le « vascular endothelial growth factor » (VEGF) et des facteurs anti-
angiogéniques tels que l'angiostatine et l'endostatine. L'angiogénese tumorale répond a trois
grands principes d'activation mis en jeu par les cellules tumorales en hypoxie: la libération
directe de facteurs pro-angiogéniques, la dégradation des composants de la membrane basale,
provoquant la libération de facteurs de croissance et pro-angiogéniques, ce qui entraine
I'activation de macrophages et 1'amplification du phénomene.

Les facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF, agissent sur les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins pré-existants, qui sont des cellules a faible potentiel de
division. Ils provoquent leur entrée en cycle cellulaire et une augmentation de leur pouvoir
mitotique. Elles rompent la membrane basale des vaisseaux sanguins, et s'organisent en
capillaires. Ces derniers migrent vers la source émettrice des facteurs pro-angiogéniques : la
tumeur. Les cellules mésenchymateuses se différencient en péricytes, et les capillaires
forment alors les nouveaux vaisseaux fonctionnels. Ce nouveau réseau de vaisseaux permet a
la tumeur de se développer et de mettre en place les processus d'envahissement métastatique.
Les cellules tumorales en plein développement provoquent une rupture de la membrane basale
tumorale et migrent dans les vaisseaux sanguins (Andre et al., 1998; Boucheau et Myers.,
2003). Une fois dans la circulation, elles se dispersent dans d'autres organes comme les
poumons ou les os. La dispersion métastatique d'un cancer mammaire se fait aussi via le
systeme lymphatique, grice au processus de lymphangiogenese. La lymphangiogenése est un
processus physiologique impliqué dans la syntheése de néo-vaisseaux lymphatiques. Comme
pour l'angiogenese, la lymphagiogenese est détournée par les cellules tumorales afin de
favoriser leur développement. Lorsque les cellules tumorales envahissent les vaisseaux
lymphatiques, on observe un envahissement ganglionnaire. Une fois le processus métastatique
enclenché, et les métastases a distance présentes, la maladie atteint un stade critique, avec
généralement une perte d'efficacité de la chimiothérapie (phénomene de chimiorésistance) et
de I'hormonothérapie (perte des récepteurs hormonaux a la surface des cellules). La maladie

entre en stade final dit d'échappement thérapeutique.
I11.3. Le cancer de la prostate
La prostate englobe le carrefour des voies urinaires et des voies génitales, d’ou

I’origine de son nom « prostates » en grec, qui signifie « protecteur, ou qui se tient devant ».
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La prostate saine est approximativement de la taille d’une prune, de 15 a 25 g a I’age adulte
(volume estimé a 20 cm’ environ) (figure 1-16). Tres petite a la naissance, c’est lors de la
puberté qu’elle prend du volume. Cette glande subit une seconde période de croissance apres
I’age de 60 ans. Sa fonction principale est de sécréter et de stocker le liquide séminal, I'un des
constituants du sperme. Ce liquide séminal est composé de nombreuses enzymes dont la
phosphatase acide (PAP pour prostatic acid phosphatase) et I’antigene spécifique de la

prostate (PSA pour prostate specific antigen).

Vésicule

.Eém{ryal

Prostate, essie, uréthre, rectum
(Vus en coupe)

Figure 1-16: Représentation de la prostate.

La prostate est composée d’un épithélium glandulaire et d’un stroma fibromusculaire.
C’est a partir de I’épithélium que se développe le carcinome prostatique.

Peu reconnu au 19¢me siecle ot des cas de cancer de la prostate (CaP) étaient
présentés lors de congrés médicaux comme un phénomene rare (Lytton., 2001), c’est

actuellement le cancer le plus commun chez les hommes. En effet, avec plus de 62 000
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nouveaux cas par an, le CaP représente le premier cancer de I’homme en France devant le
cancer du poumon (24 000 nouveaux cas), et arrive au deuxieme rang des déces par cancer
chez I’homme dans les pays occidentaux apres le cancer bronchique avec environ 10 000
déces par an. Ainsi, le CaP représente un probleme majeur de santé publique. Le CaP peut
étre dépendant ou indépendant des hormones maéles, mais la plupart d’entre eux sont
hormono-dépendants. Les causes sont encore mal connues, mais 1’influence d’une
alimentation riche en graisses semblerait étre un facteur prédominant. Par ailleurs, une
influence génétique semblerait également étre un facteur de risques, méme si cela n’a pas été

clairement mis en évidence.
111.3.a. Origine du cancer de la prostate

La majorité des cancers prostatiques se développeraient a partir de 1ésions
précancéreuses de 1’épithélium prostatique. La néoplasie intra-épithélial prostatique (PIN) a
été reconnue comme une lésion précurseur du CaP. Il s’agit d’anomalies nucléo-
cytoplasmiques présentes sur une seule assise cellulaire au niveau des glandes et des tubules
de la prostate. Trois grades ont été définis, de la dysplasie 1égere, parfois difficile a
différencier de I’épithélium normal, a la dysplasie sévere (PIN de haut grade) (Vandenbos et
al., 2004).

Les CaP ne dépassant pas la capsule prostatique sont dits localisés (a la glande
prostatique), et ceux dont les cellules cancéreuses ont dépassé cette capsule sont au moins

localement avancés voir métastatiques.
111.3.b. Diagnostic et dépistage du cancer de la Prostate

Les carcinomes prostatiques apparaissant en général dans la zone périphérique de la
glande, il est de ce fait inhabituel qu’ils soient symptomatiques a un stade localisé ou méme
extra-capsulaire. Les symptdmes initiaux du cancer de la prostate sont le plus souvent
secondaires a l’extension extra-prostatique et aux métastases, notamment osseuses. Les
symptdmes typiques de «prostatisme» (diminution du jet, difficultés a initier et interrompre la
miction, fréquence excessive des mictions appelées pollakiurie) sont en général dus a
I’hyperplasie bénigne de la prostate (HBP) et non pas au cancer prostatique. Toutefois,
comme la prévalence de I’HBP et de cancer augmente avec 1’age, il n’est pas rare qu’un
cancer soit découvert fortuitement lors de la prise en charge de symptomes urinaires.

Le dépistage du CaP repose sur des tests complémentaires incluant un test sanguin afin
de doser 1’Antigene Spécifique de la Prostate (PSA), un toucher rectal, et un diagnostic issu
d’un examen par imagerie révélant les anomalies de la glande prostatique. Que la maladie ait

33



une progression lente ou agressive, elle ne peut étre détectée de facon certaine qu’avec une

biopsie.
1I1.3.c. Les différents traitements utilisés contre le cancer de la prostate

Le CaP peut étre traité par la chirurgie, la radiothérapie, la thérapie hormonale, la
chimiothérapie, ou une combinaison de ces méthodes. L’état de différenciation de la tumeur
ainsi que son étendue, tout comme 1'age, la santé et 1’état général du patient sont importants
pour le choix de la thérapeutique.

> Prostatectomie radicale: C’est la premiére méthode utilisée pour traiter le cancer de
la prostate. Elle a été congue par Huggins en 1941 (Huggins et Hodges., 1941). Elle
consiste en une ablation de la glande prostatique et des vésicules séminales par voie
chirurgicale. Il s’agit encore du traitement de référence pour les patients jeunes,
lorsque le cancer est localisé. C’est un traitement efficace; cependant, il comporte des
effets indésirables qui sont essentiellement 1’impuissance sexuelle et 1’incontinence
urinaire.

» Traitement par radiothérapie: Ce traitement est proposé aux patients atteints d’un
cancer localisé qui ne peuvent pas subir d’opération chirurgicale. Il consiste a exposer
la prostate a des irradiations qui créent des l1ésions dans I’ADN. C’est un traitement
efficace qui, cependant, présente des inconvénients tels que le risque d’impuissance
sexuelle.

» Les traitements hormonaux: Le traitement hormonal, encore appelé
hormonothérapie, est basé sur la notion d’hormono- dépendance de la prostate. En
effet, le cancer de la prostate est largement dépendant des androgenes. Ce traitement
n’est pas curatif; il a plutét une action palliative choisie lorsque le patient est 4gé,
lorsque le cancer est déja a un stade avancé, ou lorsqu’il n’est plus limité a la prostate.
Ce traitement est en général prescrit en association avec les traitements locaux
(prostatectomie, radiothérapie). L’objectif essentiel de I’hormonothérapie est de
ralentir la progression du cancer, en s’opposant a la fabrication et/ou a ’action des
androgenes, et d’accroitre la survie du patient tout en lui conférant une qualité de vie
décente. L’hormonothérapie peut étre de trois types:

- Castration chirurgicale: Ce traitement, encore appelé orchidectomie vraie,

consiste en une ablation des testicules afin de prévenir la fabrication de la
testostérone. Elle assure une diminution d’environ 95% du taux d’androgénes

dans le sang.
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- Castration médicale ou chimique: Encore appelée orchidectomie, elle consiste

en l'utilisation de médicaments hormonaux actifs afin de diminuer le niveau de
testostérone dans le sang. Les médicaments utilisés sont les suivants:

v" Qestrogeénes (exemple: le Diéthylstilbestrol ou Distilbene®): Ce
traitement a été découvert en 1941 par Huggins (Huggins et Hodges., 1941).
Ils agissent en réduisant la sécrétion de LH et réduisent ainsi la sécrétion de
testostérone. Ils se sont avérés efficaces; ils présentent, cependant, des risques
cardio-vasculaires, méme a faible dose. Par conséquent, ce traitement a été

abandonné depuis les années 1980.

o
(J
HO

Diéthylstilbestrol (Distilbene®)

v' Agonistes de la LHRH (ou gonado-libérine): La LHRH entraine une
stimulation de I’hypophyse avec une augmentation de la sécrétion de LH et
donc de la testostérone. Cependant, une administration continue a des taux
élevés de LHRH entraine un épuisement rapide de la production de LH et
donc une suppression quasi compléte de la fabrication de testostérone. Ce
traitement est couramment utilisé depuis 1980, car il permet de réaliser une
castration médicale sans les effets indésirables des oestrogénes. En revanche,
il présente d’autre effets indésirables tels que les bouffées de chaleur,
I’impuissance sexuelle, la baisse de la libido, ou la gynécomastie (=

augmentation de volume de la poitrine).

- Blocage androgénique: Il consiste en ['utilisation de molécules antagonistes

des androgenes au niveau des récepteurs AR, appelées anti-androgenes. Ces
molécules se sont avérées prometteuses pour le traitement du cancer de la

prostate; ¢’est pourquoi nous nous limiterons a I’étude de ces molécules.

» Chimiothérapie: La chimiothérapie est utilisée dans le cancer de la prostate quand
celui-ci a évolué avec une extension extra-prostatique et qu'il ne répond plus au

traitement hormonal. La chimiothérapie diminue la croissance tumorale et peut
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diminuer les douleurs li€es au cancer. le traitement recommandé €était 1’association de

Mitoxantrone et de Prednisone (Tannock et al., 1996).
111.4. Le cancer du sein

Le sein est une glande exocrine, qui se développe au cours de la vie de la femme. Son
architecture se construit tout au long de la vie, du stade feetal a la ménopause, sous 1’influence
des hormones sexuelles (cestrogeénes et progestérone) et d’un certain nombre de facteurs de
croissance (figure 1-17).

L’évolution permanente de la glande mammaire sous I’influence des hormones et des
facteurs de croissance la rend plus susceptible aux transformations cancéreuses (Olsson et al.,
2000; Russo et al., 1998; Anderson et al., 1982; Ferguson et Anderson., 1981; Brisken., 2002;
Nguyen et al., 1995; Polyak et al., 2001).

Figure 1-17: Anatomie du sein: (1) cote, (2) poumons, (3) muscles inter-costaux, (4) muscles
pectoraux, (5) ligament Cooper (tissu de soutien), (6) graisse sous cutanée, (7) lobule, (8)
Canal galactophore, (9) mamelon, (10) peau, (11) espace graisseux rétro-mammaire.

Le cancer du sein est une tumeur maligne qui prend naissance dans les cellules de la
glande mammaire. Il représente la premiere cause de mortalité par cancer chez la femme. Ce
cancer est essentiellement un cancer de la femme puisqu’il est trés rare chez I’homme (moins
de 1%) mais est plus grave car son diagnostic est souvent tres tardif.

Les cancers du sein sont cliniquement classés en deux catégories: les cancers du sein
dits ER+ et ceux dits ER-, selon le niveau d’expression en récepteurs des cestrogénes (ER)
dans une biopsie de tumeur. Les tumeurs du sein ER+ représentent 50 & 80% de la totalité des
tumeurs du sein et la proportion des tumeurs sensibles aux cestrogenes augmente avec 1’age.
La présence de ER est actuellement corrélée avec un meilleur pronostic de survie. Son
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expression détermine si une thérapie anti-hormonale peut étre associée aux thérapies
classiques.

Malheureusement, une femme atteinte du cancer du sein a un stade précoce, ne présente
aucun symptome. C’est pourquoi, les femmes doivent suivre les recommandations de
dépistage. Cependant, le cancer tout en se développant, la femme peut observer les
symptdmes suivants : apparition de grosseurs dans le sein, anomalies de la peau (fossettes ou
une ride a sa surface), un changement de forme ou de taille des seins, un mamelon qui devient
rentrant (rétraction),une grosseur sur 1’aisselle, un écoulement par le mamelon ou une rougeur

sur le mamelon (rare) et douleur localisée.
1I1.4.1. Facteurs de risque

Les causes exactes du cancer du sein ne sont pas encore toutes connues. Cependant,
nous savons qu’il existe de nombreux facteurs de risque qui augmentent la probabilité de
contracter un cancer du sein. Ces facteurs peuvent étre classés en trois catégories

génétiques, hormonaux et environnementaux.

1. Les facteurs génétiques: sont responsables de 5 a 10% des cancers du sein. Il s'agit en
fait de la transmission héréditaire d'une anomalie génétique impliquée dans les
processus de cancérisation, comme par exemple une forme altérée de genes tels que
BRCAI1, BRCA2 ou p53. Un tel risque concerne les femmes ayant un parent proche
(mere, sceur ou fille) atteint d'une de ces anomalies (Wooster et Weber., 2003; Keen et

Davidson., 2003).

2. Les facteurs hormonaux: Les hormones endogenes sont tres impliquées dans le
développement de la glande mammaire et de ce fait jouent un role important en tant
que facteurs de risque du cancer du sein. L'apparition précoce des regles (avant 12
ans), une ménopause tardive (apres 55 ans) et I'absence de grossesse menée a terme
avant 30 ans sont autant de facteurs favorisant l'apparition d'une tumeur mammaire.
En revanche, une grossesse menée a terme avant 20 ans ainsi que 1'allaitement diminue
considérablement les risques. Le risque élevé est en relation avec une surexposition

aux cestrogenes endogeénes (Clavel-Chapelon., 2002).

3. Les facteurs environnementaux: Les variations d'incidence existantes d'un pays a
l'autre amenent a parler de risques environnementaux. Les hypothéses concernant le
role d'une alimentation trop riche en graisses animales comme facteur de risque n'ont

pas encore été démontrées a ce jour. En revanche, d'autres facteurs environnementaux
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sont reconnus comme impliqués dans l'apparition de cancers du sein. Notamment, on
retrouve l'exposition a de fortes radiations (cas des femmes de Nagasaki et

Hiroshima).

Signalons encore d’autres facteurs de risque possibles, I’obésité qui fait augmenter le taux

d’cestrogenes et un traitement substitutif hormonal de la ménopause (Beral., 2003).
111.4.2. Dépistage et diagnostic du cancer du sein

La détection et le traitement précoces du cancer du sein, augmente les chances de
guérison et offre aux femmes plusieurs options de traitements. La majorité des cancers sont
détectés par les femmes elles-mémes, mais souvent sous forme d’une masse. Cependant,
quelques médecins conseillent 1’autopalpation mensuel des seins, d’autres un bilan général
annuel a la clinique ou une mammographie, qui est une forme spéciale des rayons X pour le
sein, une ou deux fois par an. Pour les femmes agées et les femmes a grand risque de
contracter le cancer du sein, une mammographie est vivement recommandée par les médecins.

Si une masse ou une anomalie quelconque est détectée par mammographie, une biopsie
sera nécessaire et permettra les biochimistes d’obtenir un échantillon tissulaire pour

I’examiner sous microscope afin de réaliser un diagnostic.
111.4.3. Stratégies thérapeutiques

Il existe plusieurs traitements pour toutes les patientes atteintes du cancer du sein, a
savoir, la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, 1’hormono-thérapie et 1’immu-

nothérapie.
111.4.3.1. La chirurgie

La chirurgie est la technique la plus ancienne dans le cas du cancer du sein. La plupart
des patientes subissent une chirurgie du sein pour 1’ablation du cancer. La chirurgie radicale
décrite par Halsted, consiste a retirer en continuité la glande mammaire, les muscles pectoraux
et les ganglions lymphatiques axillaires, opération réservée au cancer avec propagation aux
muscles pectoraux. Cette technique lourde et traumatisante a quasiment disparu au profit
d’une mammectomie moins large avec la conservation des muscles pectoraux et un curage
axillaire (ganglionnaire) moins étendu.

Pour les tumeurs de petite taille, la mastectomie est remplacée par la tumorectomie
associée a un curage axillaire et a la radiothérapie. Le curage axillaire est a I’heure actuelle
facilité par la technique du ganglion sentinelle, qui permet de ne retirer que le premier

ganglion de relais et non plus toute la chaine. Cette méthode est connue sous le nom de
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chirurgie conservatrice.

Il existe des cancers du sein opérables d’emblée. Pour les autres cas, la chirurgie est
précédée d’une cure de chimiothérapie ou d’hormonothérapie et parfois la combinaison des
deux.

111.4.3.2. La radiothérapie

C’est I'utilisation des rayons-X a haute énergie pour tuer les cellules cancéreuses. Dans
les services de radiothérapie, les irradiations pour radiothérapie du sein représentent 20 a 30%
des irradiations. La radiothérapie post-opératoire est réalisée 3 a 4 semaines apres
I’intervention chirurgicale, apres une bonne cicatrisation. Le traitement est en général de cinq
(05) a six (06) semaines, avec une exposition totale de 9 a 10 gray par semaine & raison de 4 a
5 séances de 1,8 a 2,5 gray.

Si la radiothérapie est accompagnée d’une chimiothérapie, I’irradiation est réalisée au
milieu du traitement ou apres la chimiothérapie. La radiothérapie pré-opératoire ou seule n’est

pas appliquée.
111.4.3.3. La chimiothérapie

La chimiothérapie utilise les molécules chimiques, qui ont pour cible I’ADN ou les
protéines impliquées dans le métabolisme de I’ADN, pour tuer les cellules cancéreuses. Ils
peuvent é&tre administrés, soit par la bouche ou par injection intra-veineuse ou intra-
musculaire. Il s’agit d’un traitement appelé systémique, puisque les médicaments, une fois en
circulation sanguine, voyagent a travers le corps et peuvent par conséquence tuer les cellules
cancéreuses en dehors de la région du sein. Ils peuvent étre classés en quatre (04) familles

selon leur mode d’action:

» Les antimitotiques, avec les alcaloides de pervenche: ce sont des dérivés hémi-
synthétiques de la pervenche de Madagascar. Ils inhibent la polymérisation de la
tubuline, ce qui induit I’apoptose. La molécule la plus utilisée dans les protocoles
thérapeutiques du cancer du sein est la vinorelbine. Les taxanes (paclitaxel ou
docetaxel), sont aussi des antimitotiques. Ils bloquent les cellules en métastase en
inhibant la dépolymérisation de la tubuline. Les molécules utilisées, paclitaxel et

docetaxel sont des dérivés d’extraits d’If (figure 1-18).

» Les agents alkylants: sont des molécules de synthese, qui apres activation hépatique ou

tissulaire se lient de maniere covalente a I’ADN, ce qui provoque une inhibition de la
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progression de I’ADN polymérase. Dans le cas du cancer du sein, c’est le

cyclophosphamide (figure 1-18) qui est utilisé.

» Les antimétabolites: perturbent la syntheése de I’ADN, en bloquant les enzymes
nécessaires a la synthese des nucléotides. Les plus utilisés dans le cancer du sein sont

le 5-fluorouracile (5-FU) et le méthotréxate (MTX) (figure1-18).

» Les inhibiteurs de la topoisomérase II: inhibent la relégation des deux brins d’ADN
apres le relachement des contraintes de torsion nécessaire au processus de réplication.
Il s’agit de la famille des anthracyclines avec principalement 1’adriamycine et

I’épirubicine (figure 1-18).

Ces différentes molécules peuvent étre administrées seules ou en combinaison. Les
combinaisons se sont avérées plus efficaces, les principales combinaisons sont:

% CMF (cyclophosphamide-méthotréxate-SFU).

®
%

AC (adriamycine-cyclophosphamide).

®
%

FEC (5FU-épirubicine-cyclophosphamide).

®
%

AVCMF (adriamycine-vincristine-cyclophosphamide-méthotréxate-5FU).

Les molécules utilisées en chimiothérapie sont treés cytotoxiques et peuvent réduire la
mortalité jusqu’a 20% (Hortobagyi et Buzdar., 1995). Elles sont trés efficaces sur les cellules
a division rapide, en occurrence les tumeurs. Mais, malheureusement, elles affectent aussi les
cellules qui se multiplient rapidement, & savoir les cellules impliquées dans la pousse des
cheveux, renouvellement des tissus du tube digestif ou la production des globules blancs dans
la moelle osseuse.

La chimiothérapie est généralement prescrite aux patientes souffrant d’un cancer de sein
hormono-indépendant (ER"), pour éradiquer les cellules cancéreuses qui ne peuvent étre
éliminées par chirurgie ou qui ont déja envahi d’autres parties du corps. Plusieurs effets
secondaires accompagnent la chimiothérapie, comme les nausées, la fatigue, I’anémie, la perte

de cheveux, troubles cérébraux et une faible résistance aux infections.
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Figurel-18: Molécules utilisés en chimiothérapie (cas de cancer ER-).
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111.4.3.4. L’hormonothérapie

Dans les cas des cancers hormono-dépendants, 1’hormononothérapie est utilisée pour
modifier 1’action des hormones qui permet le blocage de la prolifération des cellules
tumorales. Il existe trois types d’hormonothérapie:

» L’hormonothérapie compétitive avec les anti-eestrogénes: ces derniers bloquent
I’action des cestrogénes en se fixant aux récepteurs cestrogéniques des cellules
tumorales (Jordan., 2003 a et b; Jordan., 1999; Robertson et al., 2004; Singh et al,
2007). La molécule la plus largement utilisée a I’heure actuelle est le tamoxifene
(Johnston et al., 1997)(figure 1-19).

R

R = H: tamoxiféne

R = OH: hydroxytamoxifene (OH-Tam) O O
\L ~

Figure 1-19: Le tamoxiféne et son métabolite actif, (z)-hydroxytamoxiféne.

» L’hormonothérapie additive avec la prise des progestatifs de syntheése : A forte dose,

ils se comportent comme des anti-cestrogenes.

» L’hormonothérapie inhibitrice avec les anti-aromatases: elle consiste en une
surrénalectomie chimique, qui se traduit par une inhibition de I’activité aromatase,
responsable de la conversion des stéroides surrénaliens (androgenes) en cestrogenes

(Dixon., 2004; Winer et al., 2005).

Cette thérapie hormonale, offre les avantages d’étre moins agressive et produit moins
d’effets secondaires, comparée a la radiothérapie et la chimiothérapie pour les patientes
souffrant d’un cancer du sein hormono-dépendant (Jordan., 2003 a et b; Magarian., 1994;

Meegan et Lloyd., 2003)
111.4.3.5. L’ immunothérapie

Le but de lI'immunothérapie est d'amplifier une réponse immune anti-tumorale et de

détourner les mécanismes d'échappement de ces derniéres a la réponse immunitaire. Le
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trastuzumab (Herceptin®) est un anticorps monoclonal qui bloque le récepteur membranaire
Her2 (CerbB2) qui active la prolifération cellulaire. Seules les patientes qui surexpriment le
géne Her2 (Her2") peuvent profiter de ce médicament, qui a réduit d’un tiers le taux de
mortalité (Ismail et al., 2007; Hudis., 2007). Les anticorps monoclonaux humanisés semblent
constituer des pistes prometteuses. Quelques-uns sont en cours d’évaluation.

Il est a souligner qu’apres une guérison d’un cancer du sein, il est indispensable que la
patiente soit suivie régulierement, car il y a toujours un risque de récidive, d’ou I'intérét de

maintenir la surveillance.
IV. La route en quéte de médicaments contre le cancer

1V.1. Contribution des molécules organiques
1V.1.1. Les anti-ceestrogenes

Puisque les cestrogenes jouent un role fondamental dans la genése et la progression du
cancer du sein, I'utilisation de composés antagonistes des cestrogénes est une approche
thérapeutique de choix. Le but est d’obtenir des agents qui agiront comme agonistes dans les
tissus ou les cestrogenes sont bénéfiques comme dans l'os, le cerveau et le systeme
cardiovasculaire et comme antagonistes dans les organes atteints d’une tumeur dont la
prolifération est stimulée par les cestrogénes. On distingue les anti-cestrogenes purs et les

modulateurs sélectifs des récepteurs des cestrogenes (SERMs).
IV.1.1.1. Les anti-eestrogenes purs

Pour qu’un anti-cestrogene soit considéré comme étant pur, la molécule doit avoir un
seul mode d’action, indépendant du contexte cellulaire. Il doit empécher la formation d’un
complexe de transcription dans la région promotrice des genes cibles et/ou accroitre 1’habilité
du complexe ligand-ER a se détruire une fois lié au récepteur. On retrouve les anti-cestrogenes

non-stéroidiens et les anti-cestrogénes stéroidiens.

» Les anti-estrogenes non-stéroidiens: le premier anti-cestrogéne non-
stéroidien est le moxytriphetol (MER-25) (figure 1-20). Sa tres faible affinité a ER ainsi
que ses effets secondaires qui affectent le systeme nerveux a entravé son développement.
Peu apres, il fut découvert que la caractéristique clé pour la reconnaissance du ligand par
le récepteur a cestrogenes est la présence d’un groupement phénol, analogue au phénol A
du 17B-cestradiol (Zeelen et Bergink., 1980; Raynaud et al., 1985), qui est absent dans le

MER-25. Par conséquence, les structures des anti-cestrogénes synthétisés sont
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généralement dérivées de 1’cestradiol lui-méme ou d’cestrogénes synthétiques de type

diphenyl-ethylene, comme le diethylstilbestrol (figure 1-20).
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Figure 1-20: Structures de MER 25, fulvestrant, RU 58668, I’ cestrogene et (DES): ligands de
récepteur d’cestrogene.

»  Les anti-cestrogenes stéroidiens: c’est le ICI 182,780 (fulvestrant) (figure 1-
20), préparé et testé pour la premiere fois dans les années 90° (Wakeling et al., 1991;
Wakeling et al., 1992) qui est le plus efficace dans cette série. Depuis 2000, il a été
approuvé par la FDA comme un médicament de deuxieme génération, pour le traitement
du cancer du sein, a un stade avancé et est commercialisé sous le nom de faslodex®
(Jordan., 2003 a et b).Son succes a stimulé la recherche d’autres agents potentiels, comme
le RU58 668 (figure 1-20) (Van de Velde et al., 1994). La longue chaine-latérale,
hydrophobe de ces deux anti-cestrogenes est suspecte d’€tre a 1’origine de la perturbation
d’une facon significative, de la structure protéique du ER, qui conduit a une paralysie
cytoplasmique et la destruction rapide du ER. Outre que les risques croissants de
I’ostéoporose et I’inflammation des arteres coronaires du cceur, les problémes majeurs
associés auxdits anti-cestrogénes purs, sont leur pauvre biodisponibilité et leur mode

d’administration. Etant que les molécules stéroidiennes, sont fortement hydrophobes, d’ou
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leur administration par voie orale est exclue. Les patientes doivent se rendre a ’hdpital
chaque mois, pour recevoir des injections, ce qui est onéreux et désagréable. Dans le but
d’améliorer la biodisponibilit¢é du RU 58 668, Renoir et collaborateurs, ont réussi a
I’encapsuler dans des nano-capsules, de nature polymérique (Ameller et al., 2003; Maillard

et al., 2005).
1V.1.1.2. Les modulateurs sélectifs des récepteurs des oestrogénes (SERMs)

Les modulateurs sélectifs des récepteurs des cestrogenes (SERMs), sont des ligands des
ER, qui ont la capacité de bloquer I’action des cestrogenes (effet antagoniste) dans certains
tissus (cerveau, sein) et a imiter ’action des cestrogenes (effet agoniste) dans d’autres tissus
(os, foie, systeme cardio-vasculaire) (Borgna et Rochefort., 1981)(figure 1-21). Dans I’utérus,

les SERMs exercent les deux effets.

Helix 9

antihormone-
bound form

Helix 3
C

crossed-over

Figure 1-21: Les deux modes d’action d’'un SERM.

L’idéal serait, qu’ils puissent agir en tant qu’anti-cestrogénes dans le sein et 1’utérus,
ou ils limiteraient les effets cestrogéniques prolifératives, et garder leurs effets cestrogéniques

bénéfiques pour les os et le cceur. La classe des SERMs, renferme la famille des
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triphenyléthylénes (TPE), les benzothiophénes et les indoles (Jordan., 2003 a et b). La

majorité des SERMs, partagent le motif structural commun de type stilbene, constitué de deux

groupements aryls, séparés par deux atomes (figure 1-20).

>

Les triphényléthylenes: Le SERM le plus populaire de cette
famille et le plus largement prescrit pour le cancer du sein hormono-dépendant est le
tamoxifene (Novaldex®), qui fut découvert en 1962. Son métabolite actif, qui est
I hydroxy-tamoxiféene (HO-TAM), agit comme antagoniste a [’cestradiol dans les
tumeurs du sein ER" (figure 1-19) (Jordan., 1999).

L’interaction de la chaine-latérale dimethylaminoethoxy avec I’asp 351, du site de
liaison du ER est a 1’origine de I’effet anti-ostrogénique observé pour 1’hydroxyta
moxiféne (Jordan et al., 2001; Shiau et al., 1998; MacGregor et Jordan., 1998). Cette
chaine-latérale, amene 1’hélice 12, a subir un changement de conformation, différent
de celui, observé avec 1’cestradiol. Ceci, empéche le recrutement de co-activeurs et
favorise la fixation de co-répresseurs, a la place. Toutefois, selon la nature du
promoteur du geéne, auquel I’ hydroxytamoxiféne se lie et le contexte cellulaire (c-a-d,
type de ER majoritaire (ERa ou ERP) présent dans le tissu et le rapport co-
activeurs/co-répresseurs dans la cellule), ce SERM peut aussi réagir comme agoniste.
Ainsi, comme pour D'cestradiol, 1'hydroxytamoxifene peut induire des effets
bénéfiques, a savoir, le maintien de la densité osseuse. Mais, malheureusement, il
augmente de 3 a 4 fois, le risque du cancer de I’endometre (Clarke et al., 2001).

L’analogue du tamoxiféne, GW-5638 (figure 1-22), découvert par Willson et
collaborateurs en 1994, présente la caractéristique intéressante, qui est le changement
de la chaine-latérale anti-cestrogénique du tfamoxiféne par un groupement allyl-

carboxylique (Willson et al., 1997; Wu et al., 2005).

Les benzothiophénes: On retrouve en téte de cette famille le
raloxiféne SERM de deuxieéme génération (figure 1-22). Tout, comme le tamoxiféne, il
agit comme antagoniste a 1’cestrogene dans le tissu du sein. Officiellement, connu sous
le nom de LY 156,758 ou keoxiféne, il fut développé vers le début de 1980°, comme
candidat pour le traitement du cancer du sein, combiné au tamoxiféne (Clemens et al.,
1983).
Il est principalement utilisé pour ses propriétés bénéfiques contre 1’ostéoporose. Il est

approuvé sous le nom de Evista® (Jordan., 1995; Willhite et Goebel., 1998).

Les indoles: Des études préliminaires, portant sur les 2-
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hydroxyphenylindoles, effectuées par Von Angerer et collaborateurs (Von Angerer et
Prekajac., 1983; Von Angerer., 1990), ont montré qu’ils ont une activité anti-tumorale.
Bien que, le Zindoxifene (figure 1-22), semblait prometteur, il a été prouvé qu’il était
inefficace lors des essais cliniques, en phase II.

Cependant, la deacétylation et la substitution de 1’azote de 1’indole par la longue
chaine-latérale amino-alkyl a donné naissance a des anti-cestrogenes potentielles,
comme le ERA-923 (figure 1-22), qui est actuellement soumis a des tests cliniques, en

phase II, pour le traitement du cancer du sein hormono-dépendant (Miller et al., 2001).
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Figure 1-22: Structures de GW 5638, Raloxiféne, Zindoxiféne et ERA-923.

Malheureusement, a long terme, les tumeurs du cancer du sein hormono-dépendant qui
initialement, répondaient au traitement anti-hormonal avec le tamoxiféne montrent une
résistance au traitement (Osborne., 1998; Lewis et Jordan., 2005). D’ou, il devient urgent de

trouver de nouvelles molécules actives pour le remplacer.
1V.1.2. Les anti-androgenes

Dans le cas de cancer de la prostate hormono-dépendant, la présence d’androgenes liés au
récepteur AR induit la multiplication des cellules tumorales de fagon continue, sans moyen de
restriction. Cependant, les scientifiques ont constaté que certaines molécules pouvaient étre
antagonistes des androgenes pour AR. Ces molécules sont appelées anti-androgenes. Leur
principal effet est d’inhiber de maniére compétitive les effets de la testostérone et de la Sa-
DHT, au niveau du site de liaison de AR. De tels composés ont, par conséquent, un potentiel
thérapeutique intéressant dans le traitement des maladies androgéno-dépendantes, aussi bien
cutanées (acné, alopécie, hirsutisme) chez les femmes que prostatiques (cancer, BPH) chez les

hommes.

47



Ces molécules sont classées en deux catégories, selon leur structure chimique: les anti-

androgenes stéroidiens et non stéroidiens (Singh et al., 2000).

» Les anti-androgenes stéroidiens: Parmi les anti-androgenes stéroidiens, le médicament

le plus utilisé est 1'acétate de cyprotérone (ou Androcur®) (Neumann., 1977:.
Neumann., 1994). C’est le premier anti-androgéne a avoir été utilisé en tant que
médicament (McLeod., 1993). Or, il avait été congu, a la base, pour d’autres
traitements. En effet, I’acétate de cyprotérone est une molécule possédant une double
activité. Elle a une faible activité anti-androgénique, méme si elle se lie 2 AR avec une
bonne affinité (Fang et Liao., 1969). Elle a aussi une activité progestative en
supprimant la libération de gonadotrophine, entrainant ainsi une diminution de la
sécrétion de LH et donc de la testostérone (Neri et al., 1976). Or, du fait qu’elle
interagit aussi avec d’autres récepteurs que AR, tels que les récepteurs des
glucocorticoides et de la progestérone (Moguilewsky et al., 1988), ce médicament est
a ’origine de nombreux effets indésirables, comme la thrombose, la perte de libido ou
la gynécomastie (Neurman et Jacobi., 1982). En conséquence, son utilisation en tant
que drogue contre le cancer de la prostate a été progressivement abandonnée, voire
totalement comme aux Etats-Unis.

En conclusion, l'utilisation d’anti-androgeénes stéroidiens est limitée a cause de leur
pauvre biodisponibilité orale, de leur hépatotoxicité potentielle et de leur manque de
spécificité envers les récepteurs AR. En outre, leur modification structurale est limitée & cause
du squelette stéroidien. Donc, pour tenter de résoudre tous ces problemes, des homologues

non stéroidiens ont été développés pour traiter le cancer de la prostate.

» Les anti-androgénes non stéroidiens: Les anti-androgénes non stéroidiens ont pour

principal avantage de se lier exclusivement a AR, mé&me si leur affinité de liaison au
récepteur est faible. Parmi les anti-androgénes non stéroidiens, trois molécules sont
commercialisées et utilisées a des fins thérapeutiques (Harris et al., 1993): la flutamide
(Neri et al., 1979; Koch., 1984; Labrie., 1993; Wong et al., 1995) (Eulexin®) et son
métabolite actif, le 2-hydroxyflutamide, la nilutamide (Raynaud et al., 1984; Kuhn et
al., 1989) (Anandron®), et la bicalutamide (Tucker et al., 1988; Furr., 1996;
Kolvenbag et Blackledge., 1996) (Casodex®) (figure 1-23). Ils permettent de préserver
la sexualité, notamment chez les patients plus jeunes. Néanmoins, des effets
secondaires indésirables existent, tels les bouffées de chaleur, la gynécomastie ou la

baisse de la libido.
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La flutamide est le premier anti-androgéne pur a avoir été découvert. Elle a été
synthétisée pour la premiere fois par Neri en 1967. Aprés administration orale, la
flutamide est completement absorbée et est métabolisée en 2-hydroxyflutamide, qui

est le principal métabolite, et en un produit d’hydrolyse, le 3-trifluorométhyl-4-nitro-
aniline. Le 2-hydroxyflutamide est un anti-androgene plus puissant in vivo avec une
meilleure affinité de liaison a AR que la flutamide (Wakeling et al., 1981).Elle a une
demi-vie d’élimination d’environ 8 heures, chez I’homme (Schulz et al., 1988).
L’hydrolyse de la liaison amide représente la voie métabolique majeure pour générer
le métabolite actif qu’est le 2-hydroxyflutamide (Katchen et Buxbaum., 1975). La
flutamide est utilisée a des doses thérapeutiques de 750 mg/jour, dans le but de réaliser
un blocage complet de AR. Cependant, comme cette molécule est métabolisée par le
foie, ce métabolisme engendre la formation d’un grand nombre de produits
d’hydrolyse, notamment le 4-nitro-3-trifluorométhyl-aniline qui pourrait étre a
I’origine de 1I’hépatotoxicité de ce médicament (Fau et al., 1994). Ainsi, son utilisation

apres une administration a long terme est particulierement limitée.

Les anti-androgeénes sont de plus en plus utilisés, malgré la présence d’effets
secondaires indésirables, comme la gynécomastie, dii a I’augmentation du taux d’androgenes

dans I’organisme et a une augmentation de la conversion de testostérone en oestrogenes.
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Figure 1-23: Anti-androgeénes non stéroidiens commerciaux.

1V.1.3. Les SARMs (Selctive Androgen Receptor Modulators)

Des modifications au niveau de la structure des anti-androgeénes ont abouti a la
découverte de plusieurs classes de ligands non stéroidiens pouvant €tre agonistes ou
antagonistes envers AR selon le type de tissus. Ainsi a émergé le concept des SARMs (Negro-
Vilar., 1999). Ce sont des composés qui sont antagonistes ou faiblement agonistes dans la
prostate; cependant, ils sont agonistes dans les muscles, les os et dans la glande pituitaire. De

plus, ils sont absorbés par voie orale avec une faible hépatotoxicité.
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Des modifications structurales de la bicalutamide ont mené a la découverte de la
premicre génération de SARMs (figure 1-24). Ces composés non seulement se lient a AR
avec une meilleure affinité que la bicalutamide, mais aussi démontrent une grande sélectivité
au niveau des organes chez des modeles animaux. En effet, ils présentent, chez des rats, une
activité antagoniste au niveau de la prostate sans abolir les effets anabolisants des androgenes
dans les muscles ou accroitre la libération de gonadotrophine et les concentrations de
testostérone dans le plasma (Rosenberg et al., 1969; Rosenberg et al., 1965). Ces observations
suggerent que les SARMs ayant une faible activité intrinséque dans la prostate seraient
utilisés comme une thérapie alternative pour traiter I’hyperplasie bénigne de la prostate

(BPH), ou le cancer de la prostate.
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Figure 1-24: Exemples de selective androgen receptor modulators (SARM).

1V.2. Contribution des molécules bioactives a base de métaux

Les métaux sont souvent considérés comme étant toxiques pour les systemes vivants.
Cependant, toute toxicité en ions métalliques dépend de leur concentration dans 1’organisme.
En effet, plusieurs métalloprotéines de base, comme la nitrogénase et les cytochromes
oxydases, sont nécessaires dans les processus biologiques les plus importants. En outre,
plusieurs molécules contenant un ion métallique, sont essentielles pour la vie, comme la
vitamine B12, qui contient du cobalt et ’hémoglobine qui contient du fer.

Le role des métaux en biologie a été tres prometteur, du point de vue de leur utilisation
en médecine (Jaouen et al., 2006). Le premier composé métallique bioactif, qui est un
organométallique qu’a connu un succes, était le fameux médicament contre la syphilis
“Salvarsan” (figure 1-25), découvert par Paul Ehrlich, qui a introduit en méme temps, la
notion des récepteurs et de la chimiothérapie. A la fin du 20°™ siecle, une autre découverte a
de nouveau donné de 'intérét a la chimie biomédicale, basée sur la chimie des métaux. C’était
la découverte du complexe métallique de coordination, le cisplatine par Rosenberg
(Rosenberg al., 1969; Rosenberg al., 1965; Rosenberg et Vancamp., 1970). Ce complexe

inorganique (figure 1-25), a montré des effets fortement toxiques, spécialement sur les

cellules cancéreuses. Cependant, le cisplatine posseéde des limitations sérieuses, a savoir une
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faible fenétre thérapeutique et des problemes de résistance au médicament (Lippert., 1999).
Le cisplatine n’a aucune efficacité sur le cancer du sein. Il est prescrit pour d’autres types de
cancer a savoir celui des testicules. Sa valeur ICs, relativement élevée, de 1’ordre de 12 uM
affiche une faible activité cytotoxique (Descoteaux et al., 2003).

Actuellement, deux analogues du cisplatine, sont largement utilisés, le carboplatine
(paraplatine®) et 'oxaliplatine (Eloxatin®), (figure 1-25) (Jakupec., 2003). Le premier
médicament est similaire au cisplatine en termes d’activité, avec cependant une plus faible

toxicité, qui est propre au systeme.
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Figure 1-25: Structures du Salvarsan, le cis-platine, le carboplatine et 1’oxaliplatine.

Le second est un médicament de troisieme génération, associé au S-fluorouracil, il
est efficace contre quelques cancers résistants au cisplatine (Culy et al., 2000). Afin de
vaincre le probleme de résistance et pour atténuer les effets secondaires, observés lors de la
thérapie avec le cisplatine, plusieurs chercheurs, ont proposé une variété de complexes, ou
des ligands stéroidiens ou non-stéroidiens étaient attachés au platine. De plus, ils ont
proposé des complexes combinant des propriétés anti-cestrogéniques liées au bio-ligand qui
est un anti-cestrogene et les propriétés cytotoxiques dues au métal qui est le platine, donnant
ainsi naissance a un nouveau spectre thérapeutique. Le platine fut d’abord associé a
I’oestradiol puis plus tard a I’hydroxytamoxifene (figure 1-26) (Von Anger., 1993; Chesne
et al., 1986; Gust et al., 1993; Karl et al., 1988; Gandolfi et al., 1984). Les complexes A-D,
ont montré une activité antiproliférative et/ou cytotoxique sur la lignée cellulaire du cancer

du sein hormono-dépendant MCF-7 (Top et al., 2004; Top et al., 2003; Grenier et al., 1998).
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Figure 1-26: Quelques complexes de platine associés a I’cestradiol et au tamoxifene.

Il est a noter que les composés (A) a (D), sont des composés de coordination. Le
caractere de coordination des liaisons ligand-métal, fait que ces composés sont susceptibles a
la solvatation, alors que I’hydrolyse des ligands chlorés est nécessaire pour 1’activité du
cisplatine. Dans le cas des combinaisons biovecteur-platine, la perte du biovecteur peut
expliquer leur faible, voire méme la perte de leur pouvoir biologique, dans le milieu

physiologique. Ainsi, d’autres systemes métalliques sont a rechercher.
1V. 3. Contribution des molécules organométalliques bioactives

La chimie organométallique qui réfere a la chimie des complexes métalliques,

contenant au moins une liaison métal-carbone a connu une grande évolution au 3°™°

quart du
XX siecle 2 la suite de la découverte révolutionnaire du ferrocéne par Kealy & Pauson en
1951 (Kealy et Pauson., 1951). La correction de la structure proposée pour le ferrocene par
Pauson revient au chimiste anglais Geoffrey Wilkinson et le physicien allemand Ernst Fisher
(figure 1-27) qui furent récompensés pour leurs travaux par un prix nobel en 1973 (Wilkinson
et al., 1952) et la description sandwich & L.E.Orgel suite a 1’étude consacrée a ses orbitales
moléculaires (OM) (Dunitz et Orgel., 1953). Le ferrocene est en effet le plus stable des

métallocénes; chaque ligand cyclopentadiényle (CsHs") étant un donneur de six électrons ainsi

que les six électrons de Fe(+II) lui confeérent une configuration de 18 électrons.

52



a/

Dl — 0@

Figure 1-27: Structure du ferrocéne. a/ Structure proposée par Pauson. b/ Structure
corrigée.

Les composés organométalliques, qui renferment des liaisons métal-ligand a fort
caractere covalent sont souvent plus stables que les complexes des métaux de transition
(Crabtree., 2005). Plus généralement, les métallocenes sont de petites molécules, rigides et
lipophiles, qui peuvent traverser facilement les membranes cellulaires. Par conséquent, 1’idée
d’utiliser des bio-ligands organométalliques, destinés a des fins médicales, a germé dans
I’esprit de quelques chercheurs, il y a de cela trente ans. La structure sandwich, formée par les
deux noyaux pentadienyles, dans les métallocenes, est semblable a un substituant aromatique
en termes de géométrie et d’aromaticité. La stabilité relative des métallocenes dans le milieu
biologique, est un autre argument qui a encouragé leur application comme traceurs ou comme
composés a vecteurs bioactifs. Cette approche a été exploitée par Edwards et collaborateurs,
dans les années 70, pour produire des antibiotiques ferrocéniques, contre la résistance des
bactéries a la pénicilline: (E) et (F) (figure 1-28) (Edwards et al., 1979; Edwards et al., 1976
a; Edwards et al., 1976 b).

In vivo, des études toxicologiques, sur des dérivés ferrocéniques ont révélé des
niveaux de toxicité tres bas, en dépit de problemes reliés au foie. Le sel Ocarboxybenzoyl-
ferrocene (G) de sodium, a été développé en premier en URSS, pour le traitement de
I’anémie, il s’est avéré que son administration par voie orale est mieux toléré (Nesemeyanov

etal., 1971).
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Figure 1-28: Structures des composés (E) et (F).

L’idée de modifier la structure des composés organiques bioactifs a été reprise par
Brocard et collaborateurs, pour produire la Ferroquine en 1997 (H) (Biot et al., 1997). Ce
composé est un analogue ferrocénique de la chloroquine, médicament contre la malaria
(figure 1-29). Grace a I’addition de ’entité ferrocenyl, la ferroquine n’est pas seulement actif
contre les bactéries, sensibles a la chloroquine, mais aussi contre la résistance des souches. La

molécule active, est maintenant a la phase clinique II par Sano-Aventis [3@].

HN/E_[N\ J\/\/N(
? HN ~
COONa.4H,0 Xy Fe
i J< X
Fe Cl N " _
- (H) “
(G) ferroquine chloroquine

Figure 1-29: Structures du composé (G), de la ferroquine et de la chloroquine.

IV.3.1. Hydroxyferrocifenes

En 1996, Jaouen et coll se sont intéressés a la synthese de dérivés ferrocéniques du
tamoxifene (Top et al, 1996; Top et al., 1997). En effet leur utilisation en chimie
bioorganométallique permet d’envisager des molécules actives contre les cellules cancéreuses
du sein. Les hydroxyferocifénes sont des analogues tres actifs qui miment le comportement du
4-hydroxytamoxifene, mais vont au dela, avec les effets cytotoxiques du ferrocéne pour
atteindre des nouveaux avantages thérapeutiques (Jaouen et al., 2000; Top et al., 2001). La
synthese des hydroxferrocifenes se fait par le remplacement d’un groupement phényle de OH-
Tam par le ferrocéne. Puisque le ferrocéne est intrinsequement aromatique, sa présence a la
place du groupement phényle ne devrait pas beaucoup modifier 1’affinité pour le RE. Leur

voie de synthese est la réaction du couplage de McMurry entre une cétone ferrocénique et le
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4,4’-dihydroxybenzophenone (figure 1-30). Les hydroxyferrocifénes montrant moins
d'affinité pour le ER que OH-Tam, ceci est due probablement a l'effet stérique du groupement
ferrocenique qui est légerement plus grand que le groupement phényle. En outre, plus la
chaine latérale est longue, plus l'affinité au récepteur diminue a cause de 1’encombrement
stérique. L'activité antiproliférative de ces dérivés férrocéniques a été testée sur les cellules
MCF-7, qui sont des cellules du cancer de sein hormono-dépendantes ayant une concentration
importante de ERa, et les cellules MDA-MB-231, cellules du cancer de sein hormono-
indépendantes. Les effets des hydroxyferrocifénes sur les cellules MCF-7 sont tout a fait

a ceux de I'OH-Tam. L’ion ferricinium est probablemnt responsable de cette

activité statique (Kopf-Maier., 1994; Kopf-Maier et Kopf., 1987; Mason et al., 1999).

semblables

Récemment, en accord avec ce mécanisme de formation de 1’ion ferricinium, le Laboratoire a
démontré que I’ion ferricinium évolue vers la formation de quinone méthide qui devrait étre le
métabolite actif du ferrocifene.

L'OH-Tam est complétement inactif sur les cellules hormono-indépendantes MDA-
MB-231 tandis que les hydroxyferrocifénes ont montré un effet antiprolifératif fort sur ces
cellules. 1l est intéressant de noter que le composé organique I'OH-Tam n’a pas d'effet sur les
cellules MDA-MB-231 et aussi le ferrocéne seul n'a aucun effet cytotoxique sur ces cellules
(Top et al., 2003). Cependant, en combinant I'hydroxytamoxiféne et le ferrocéne, Jaouen et

coll ont créé une nouvelle classe des molécules fortement cytotoxiques.
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Figure 1-30: La voie de synthese des hydroxyferrociféenes.

Depuis la synthese des hydroxyferrocifénes, beaucoup de dérivés ferrocéniques ont été

synthétisés dans but de trouver un meilleur complexe qui combine 1’excellente activité a la
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bonne biodisponibilté et aussi d’éclaircir leur mécanisme d’action. (Jaouen et al., 2004;
Vessieres et al., 2005; Vessieres et al., 2006; Nguyen et al., 2007 a; Nguyen et al., 2007 b;
Vessieres et al., 2006, Vessieres et al., 2006; Hillard et al., 2007; Pigeon et al., 2009; Zekri et
al., 2009; Kelvin Tan et al., 2009; Gormen et al., 2009)

Concernant les cancers de la prostate hormono-dépendants, des travaux ont été réalisés
sur des stéroides complexés par des groupes organométalliques de ferrocene et de CpRe(CO)3
3 (Le Bideau et al., 2000; Le Bideau et al., 2001; Top et al., 2009) et des dérivés ferrocéniques

d’anti-androgenes non stéroidiens (Payen et al., 2008).
V. Radiopharmaceutiques

Depuis la découverte de la radioactivité a la fin du dix-neuvieme sieécle par Henri
Becquerel puis la radioactivité artificielle par Frédéric et Iréne Joliot-Curie en 1933 (prix
Nobel de chimie en 1935), 'utilisation des radio-isotopes n’a cessé de se développer dans
différents secteurs. En industrie, les isotopes radioactifs sont utilisés pour I’étude des
matériaux, en géoscience ils sont utilisés comme des processus géologiques, dans 1’industrie
alimentaire [’irradiation des aliments est courante afin d’améliorer leur conservation.
Toutefois, c’est le secteur médical qui est le domaine le plus actif. Les composés radioactifs
sont utilisés bien dans le secteur de la biologie in vitro d’hormones ou de métabolites chez
I’homme (sans administration au patient) qu’en clinique, aprés administration au patient, pour
un usage diagnostique et thérapeutique. Depuis les années 1980, leur application in vivo s’est
diversifiée en relation avec le développement de nouvelles caméras et de nouveaux outils de
détection plus performants, avec la mise au point de la chimie des isotopes notamment de la

chimie de technétium 99m et avec la syntheése de nouvelles molécules marquées.
V.1. Technétium

Le technétium (Tc, Z= 43) a été prévu par Mendeleiev en 1871, sous le nom
ekamanganese, mais il n’a été isolé qu’en 1937 par les italiens Emilio Segre et Carlo Perrier
(Venook., 1994). Son nom lui vient du grec « technetos » T€XVNTOC, soit artificiel, et lui fut
donné par ses découvreurs en 1947 (Roche et Baere., 2001) pour rappeler qu’il fut le premier
élément artificiel connu. Actuellement, plus de 40 isotopes lui sont connus, tous étant
radioactifs, conformément a la loi de Mattauch. L’isotope 99 métastable (99mTC), utilisé en
médecine nucléaire, fut isolé par Seaborg et Segré par bombardement sur du molybdene
(Buscombe et Padhy., 2001) puis par Segre et Wu dans les produits de fission de I’uranium

(Ohishi et al., 1985). Dans les années 50, 1’analyse des impuretés éluées lors de 1’étude d’un
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générateur d’iode-132 (**Te/"?I) au Brookhaven National Laboratory conduit a la découverte
de la présence de technétium-99m (Michel et al., 2001). Il est rapidement démontré que ce
dernier est issu de la décroissance du molybdeéne-99, qui provient de la purification du tellure
des autres produits de fission. Les similitudes entre la chimie de la paire tellure/iode et de la
paire molybdéne/technétium conduisent au rapide développement d’un générateur
Mo/ Tc) permettant 1’obtention du technétium 99me quotidiennement et pour un coft
limité (Ryder et al., 1996). Deux ans plus tard, en 1960, Richards propose le *™Tc comme
traceur médical potentiel ( Karlson et al., 1999). Ses propriétés physiques idéales en font
rapidement un élément de prédilection pour I'imagerie scintigraphique, car c’est un émetteur y
pur de 140 Kev parfaitement adapté aux y-caméras avec une demi vie de 6,023 heures,
permettant d’administrer aux patients une forte activité, avec pour conséquence de bonnes
images scintighraphiques. Ses propriétés chimiques lui permettent de former facilement des
complexes. L’ensemble de ces caractéristiques fait que les molécules technétiées représentent
plus de 70% des radiopharmaceutiques utilisés en médecine nucléaire et que le technétium
99m reste le radioélément de choix pour la synthése de nouveaux traceurs a usage
diagnostique (De Jonge et Pauwelees., 1996; Jurisson et Lydon., 1999).

La seule forme chimique commerciale du technétium est ’ion pertechnétate, 99mTcO4',
aussi bien 2 I’échelle du traceur (*”™Tc) qu’a I’échelle pondérale (*Tc), avec un contre-ion
variable (sodium, ammonium, ...). Toute la chimie de cet élément s’organisera donc a partir
de cet ion. Deux stratégies de synthése peuvent &tre mises en ceuvre : la méthode directe, ou le
pertechnétate est réduit en présence d’un ligand, et la méthode indirecte, dans laquelle un
complexe de faible constante de stabilité est synthétis€ dans une premicre étape avant un
échange de ligand sur ce complexe intermédiaire. La syntheése, en milieu aqueux, de
complexes stables, dont la cinétique de formation est souvent lente, implique d’utiliser cette
seconde méthode qui évite la réaction plus rapide de I’eau sur le technétium et donc la

formation de *™TcO,.
V.2. Rhénium

Le rhénium (prédit par Mendeleiev sous le nom dwimanganese) a été détecté pour la
premiere fois par Noddack, Tacke et Berg en 1925 dans les spectres de rayons X de certains
concentrés minéraux (Ackerman et al., 1969; Lin et al., 1984). Ce fut le dernier des éléments
stables a étre découvert. Il se trouve a 1’état naturel sous deux formes isotopiques stables:
85Re (37,4 %) et "*'Re (62,6 %). En vérité, le '"®'Re est un émetteur - trés faible (2,62 keV),

avec une période physique trés importante (tin = 4,35.10" ans). C’est un des éléments les
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moins abondants dans la crofite terrestre, et dans le systeme solaire. Ainsi, il n’y a nulle part
de concentrations assez élevées pour permettre une extraction économique du rhénium. La
seule source de rhénium commerciale est un sous-produit de I’industrie du molybdene.
L’heptoxyde de dirhénium Re,O7 volatil se dégage dans les gaz effluents et peut €tre récupéré
en solution aqueuse lors de la combustion de la molybdénite a I’air pour former le trioxyde de
molybdene. Le rhénium est alors isolé par adsorption sélective sous forme de perrhénate
ReQy et éventuellement précipité sous forme de NH4ReO4 ou de Re,S; ( Al- Mufti et al.,
1999).

Le rhénium, de configuration électronique [Xe] 4f'* 5d° 6s% appartient, tout comme le
manganese et le technétium, a la colonne VIIb de la classification périodique. Les rayons
ioniques et atomiques du rhénium et du technétium sont tres voisins par suite de la contraction
des lanthanides (remplissage des couches 4f).

Le rhénium posseéde deux isotopes €metteurs -, potentiellement intéressants en
médecine nucléaire, dans une optique thérapeutique : 186Re (ti2=90h ; Egmax = 1,1 MeV) et
"Re (tip = 17 h ; Epmax = 2,1 MeV) (Chevret et al., 1999; Okada et al., 2002).ses deux
isotopes posseédent également I’avantage d’une émission 7y, dans la bonne fenétre d’énergie
pour I’imagerie (respectivement 137 et 155 keV) pour le suivi de la thérapie. Ils sont I’objet
d’importantes recherches pour le développement de molécules a la fois dans le traitement de
tumeurs malignes, mais €également dans le traitement de maladies bénignes telles que
I’inflammation des articulations, 1’arthrite ou dans la prévention du phénomene de resténose
apres angioplastie (Raoul et al., 1988; Hind et al., 1992).

Le rhénium-186 est obtenu par irradiation du rhénium enrichi en isotope 185, dans un
réacteur nucléaire. les réactions (n, ) conduisent aux isotopes '%Re et "®*Re. 11 est cependant
possible d’obtenir du '®Re isotopiquement pur (no carrier-added,nca), nécessaire au
radiomarquage d’anticorps monoclonaux pour la radioimmunithérapie. Par le bombardement
deutéronique (deutéron = 2H+) 186yy (d, 2n) 186Re. Dans ce cas, la réaction est plus favorable
et le rendement en '**Re est donc meilleur et plus adapté a la production de ce dernier pour la
médecine nucléaire (Okuda et al., 1977), a condition d’avoir a proximité un cyclotron
permettant le flux de deutérons.

Le rhénium-188 est accessible par deux voies : le bombardement par un flux de
neutrons d’une cible de rhénium enrichie en 187Re, et a l'aide d’un générateur, par
décroissance du tungstene-188.

La chimie du rhénium présente un certain nombre d’analogies avec celle du technétium

(Liu et Fan., 1997). Possédant avantageusement des isotopes stables (185/187Re), ce qui n’est
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pas le cas avec le technétium, le rhénium est donc souvent considéré comme un modele du
technétium a 1’échelle macroscopique (Chou et al., 1995). Par exemple, du fait de leurs rayons
atomiques et ioniques voisins (tableau 1.I), il est possible d’effectuer une comparaison directe
des structures des complexes du technétium et du rhénium (Kan., 1996). Les complexes des
deux métaux possedent des propriétés physiques proches (taille, lipophilie, etc...) ainsi
qu’une chimie similaire (Garin et al., 2004). Actuellement, cette comparaison s’effectue en
sens inverse, les complexes du technétium-99m servant de modeles pour des complexes

analogues du rhénium-188.

Tableau 1.I: Quelques caractéristiques des éléments du groupe 7.

Mn Tc Re
Numéro atomique 25 43 75
Configuration électronique [Ar] 3d° 48" [Kr]4d® 5" [Xe] 4f" 5d° 6s°

Rayon métallique (A) 1,26 1,36 1,37

Energie de premiére ionisation (eV) 7,43 7,28 7,87
Ey (V) MO, /M +0,78 +0/48 + 0,37
MO,/M +0,115 +0,28 + 0,26
MO, /MO, + 1,695 +0,74 +0,55

V.3. Les radiopharmaceutiques et cancer

Un radiopharmaceutique est un médicament contenant un isotope radioactif destiné a
un usage diagnostique ou thérapeutique. Il peut étre constitué par 1’isotope seul sous forme
d’ion qui joue le role de traceur et de vecteur (iode 131 sous forme d’iodure de sodium (Nal)
pour la scintigraphie des glandes thyroidiennes, technétium 99m sous forme de pertechnétate
de sodium (Na”™TcOy) pour la scintigraphie des glandes thyroides et salivaires) mais il est le
plus souvent constitué d’un traceur (radio-isotopes), qui détermine la répartition spatiale de la
molécule, lui-méme fixé ou complexé a un vecteur ayant un tropisme particulier pour un
organe ou une fonction. Ce dernier détermine la biodistribution de cette molécule et permet
d’apprécier la fonctionnalité de 1’organe cible. Les radiopharmaceutiques ont principalement
un usage diagnostique. Ce sont alors des émetteurs gamma (y) ou béta plus (B*) qui sont
administrés a I’état de trace et dont on suit la biodistribution dans I’organisme par détection
externe (imagerie TEMP (tomographie par émission monophotonique) ou TEP (tomographie

par émission de positons) respectivement). La scintigraphie est un examen non invasif qui
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donne des informations morphologiques, anatomiques, fonctionnelles et dynamiques par
mesure du rayonnement externe émis par I’isotope radioactif. De ce fait la scintigraphie
représente un outil puissant d’imagerie médicale pour la détection précoce du cancer.
Cependant, 'activité thérapeutique se développe, essentiellement dans le traitement des
cancers, avec l’utilisation d’émetteur " tels que I’yttrium 90, le lutétium 177 ou le rhénium
186/188.

Les tendances futures s’orientent vers 1’utilisation des vecteurs du technétium pour la
localisation des tumeurs, des micrométastases, la prédiction de leur potentiel de diffusion (ou
de généralisation) et la détection de cellules tumorales résistantes a la chimiothérapie et a la
radiothérapie. Ceci s’inscrira dans une stratégie de prise en charge thérapeutique
correspondant au profil tumoral réel du patient, établi sur des éléments de certitude et qui
s’oppose radicalement au concept probabiliste actuel se basant sur des scores pronostics
(combinant le stade et le grade). En effet, il est évident que I’histoire des cancers et de leurs
métastases reste longtemps occulte (non détectables cliniquement) en raison des moyens
actuels d’imagerie dont le seuil de détection et de fiabilité est de 1’ordre centimétrique.

Dans ce contexte, un nombre de biovecteurs du technétium ayant une affinité pour des
récepteurs exprimés spécifiquement par certaines cellules cancéreuses et déja en cours de
développement et de mise au point. Nous citerons a titre d’exemple:

- Pour la détection: la pentagastrine pour les tumeurs digestives, la bombésine pour
les tumeurs prostatiques et mammaires, et la somatostatine pour les tumeurs cérébrales et
pulmonaires.

- Pour le choix de la stratégie thérapeutique: I’endostatine, 1’angiostatine et
I’intégrine marquées au technétium permettent de distinguer les tumeurs primitives qui ont
tendances a se généraliser et orientent de ce fait le cancérologue vers une chimiothérapie
générale.

Actuellement, des nouvelles méthodes de diagnostiques telles que 1’imagerie par
résonance magnétique (IRM), ultra sons et tomographie par émission des positons (TEP) ont
été développés pour I’imagerie du cancer de la prostate. La TEP utilisant des radio-isotopes
émetteurs (B*), un temps considéré comme prometteuse (DeGardo et al., 2006; Hara et al.,
2002; Jacobson et al., 2005; Parent et al., 2006; Parent et al., 2007; Reske et al., 2006),
cependant cette technique d’imagerie a ses limites due a la difficulté de production des
isotopes émetteurs de position de courte demi vie et la nécessité de I’instrumentation. En
effet, a la différence des grandes majorités des autres tumeurs, il n’y a pas, a ce jour de
méthode d’imagerie permettant une cartographie fiable du cancer dans la prostate, il reste un
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défi pour I’imagerie. Le développement des radiotraceurs marquées au 9MT¢ utilisés comme
agents d’imagerie en tomographie a émission monophotonique (TEMP) fournirait une
alternative pour les hopitaux équipés de TEMP camera. A notre connaissance, peu de
composés ont été marqués au 9me pour leur éventuelle utilisation en imagerie du cancer de
la prostate (Das et al., 2006; He et al., 2009). Des dérivés du flutamides, anti-androgeéne non
stéroide 1 (Parent et al., 2006) et 2 (He et al., 2009)) ont été synthétisés (figure 1-31).
Cependant, la majorité de radiotraceurs utilisés en TEMP et TEP n'ont pas assez d'affinité
pour les AR et faible spécificité et/ou basse stabilité d’ou la nécessité du développement des

nouveaux radiotraceurs pour I’imagerie du cancer de la prostate.
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Figure 1-31: Dérivés du flutamide radiomarqués.

L’imagerie du cancer du sein par TEP est bien développée utilisant des stéroides
marqués avec fluor-18 tels que 16a-[18F]fluoroestradiol (FES) (Mortimer et al., 1999; Jonson
et al.,, 1999). Aussi d’autres stéroides marquées avec brome, fluor, iode ont été étudié
(Senderoff et al., 1982; Katzenellenbogen et al., 1982; Katzenellenbogen et al., 1981;
Landvatter et al., 1981; McElvany et al., 1982; Pomper et al., 1990; Seimbille et al., 2002;
VanBrocklin et al., 1993) mais leur utilisation en médecine nucléaire est limitée (McElvany et
al., 1982). Un nombre limité des travaux qui sont focalisés sur les cestrogénes non stéroidiens
et les anti-cestrogeénes (Seoa et al., 2007).

A la recherche des radiopharmaceutiques ayant comme cible les ER,
Katzenellenbogenet coll ont proposé plusieurs dérivés de rhénium et de
technétium.Cependant, ces composés n'ont pas assez d'affinité pour les RE et faible spécificité
(Hom et Katzenellenbogen., 1997; Skaddan et al., 1999; Carlson et al., 1998). En revanche,
Jaouen et al ont trouvé des dérivés d'oestradiol rhénié ayant une grande affinité pour les RE
(Top et al., 1995) (figure 1-32). Cependant, leur méthode de synthése n'est pas appropriée

pour l'usage clinique courant dans la médecine nucléaire.
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Figure 1-32: Exemples d’anticestrogenes et d’analogues organométalliques développés par
Jaouen et al.

VI. Objectif du travail

Cette these s’inscrit dans le cadre d’une cotutelle entre 1'Université Pierre et Marie Curie
et 1'Université de Tunis El Manar. Le sujet de la thése concerne la synthese de dérivés
organmétalliques potentiellement utilisables en thérapie dans le cas des complexes
ferrocéniques, en radioimagerie et en radiothérapie dans le cas des complexes de technétium
et de rhénium. Il a été démontré au laboratoire que les dérivés ferrocéniques du tamoxifene
ont une propriété antiproliférative contre les cellules cancéreuses hormonodépendantes et
aussi contre les cellules cancéreuses hormonoindépendantes du sein. Pour ces dernicres
I’hormonothérapie classique n’est pas efficace. Jusqu’a présent de nombreux complexes
ferrocéniques, dérivés de polyphénols triphényléthyléniques, ont été synthétisés au
Laboratoire. Les meilleurs composés présentent des valeurs d’ICsy autour de 0,2 a 0,5 uM
pour les cellules cancéreuses MDA-MB-231 (Vessieres et al., 2005; Nguyen et al., 2007 b;
Pigeon et al., 2009).
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IC50= 0,5 uM ICs50= 0,6 uM ICs50= 0,8 uM ICs50 = 0,09 uM

Figure 1-33: Exemples des dérivés ferrocéniques du tamoxifene.

Récemment, une excellente valeur de 0,09 uM a été obtenue pour un dérivé de
ferrocénocyclophane, DP1 (Plazuk et al., 2009) (figure 1-33). Des études in vivo ont montré
que le ferrociphénol présente une excellente activité contre les cellules cancéreuses de gliome

implantées sur les rats (Allard et al., 2008). La biodistribution des composés actifs dans les
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organismes est facteur tres important, les médicaments et les radiopharmaceutiques doivent
étre dirigés essentiellement vers les organes cibles pour minimiser les effets secondaires.
Jusqu’a présent les composés organométalliques ont été seulement synthétisés sous forme de
complexes non radioactifs. Ils ne peuvent pas étre utilisés pour étudier leur biodistribution.
Pour pallier a cette lacune, nous proposons dans cette étude de synthétiser quelques
complexes marqués au Tc-99m. La synthese des composés radioactifs nécessite un travail de
mise au point élaboré car la méthode de synthése pour les composés froids n’est pas souvent
utilisable pour les composés radioactifs. Ceci est dii surtout a la trés faible quantité de
I’isotope radioactif que 1’on peut manipuler et aussi a une obligation d’obtenir un trés bon

rendement, supérieur a 90%, pour éviter 1’étape de purification avant I’injection. Nous avons

réussi a synthétiser les trois composés ci-dessous (firgure 1-34).
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Figure 1-34: Composés organométalliques marqués au Tc-99m.

Les composés (Z+E)-TPEDIiOHCOTc et (Z+E)-TPEDIiOHNCOTc sont des
composés qui reconnaissent les récepteurs de 1’oestradiol. Ils sont donc utilisés pour 1’étude
du cancer du sein. Le composé NF”"Tc, qui est un dérivé du médicament flutamide, sera
utilisé pour étudier le cancer de la prostate.

Le présent rapport décrit la syntheése de ces composés organométlliques marqués au

Tc-99m et leur biodistribution dans les différents organes des rats.
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CHAPITRE 2

Synthese et biodistribution de (Z+E)(1-[2-
(cyclopentadiényltricarbonyl-[99mTc[-technétium)(p-
hydroxyphényl)out-1-éne (TPEDIOHCO *Ic).
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1. Introduction

I a ét¢ démontré dans notre laboratoire que le dérivé ferrocénique (Z+E)-
TPEDiIiOHCOFc, 1 (figure 2-1), composés résultant de la substitution de la chaine aminée de
I’hydroxytomaxiféene par le groupe 2-ferrocényl-2-oxo-éthyle, présente une activité
antiproliférative sur les cellules cancéreuses hormono-dépendantes du sein MCF-7 et les
cellules cancéreuses hormono-indépendantes de la prostate PC3 avec des valeurs d’ICsg

respectives de 10,4 uM et de 8,9 uM (Nguyen et al., 2007 b).

OH OH

DEOE oXar

Fe \

@ 99T (CO)s
1 (Z+E)-TPEDIiOHCOFc 2 (Z+E)-TPEDiOHCOTc
Figure 2-1: Les composés (Z+E)-TPEDiOHCOFc, 1 et (Z+E)-TPEDiOHCO*™Tc, 2.

Bien que son activité soit inférieure a celle du ferrocifene (ICsp = 0,5 uM) ou du
ferrociphenol (ICsp = 0,7 uM) sur les cellules MCF-7 (Top et al., 2003; Vessieres et al.,
2005), ce nouveau composé présente une affinité intéressante pour le récepteur ERa qui se
trouve dans les cellules cancéreuses hormono-dépendantes du sein (I’isomere Z a une valeur
de RBA = 13,9% pour les cellules MCF-7). Cette bonne affinit¢ pour un dérivé
organométallique nous a incité a préparer son analogue du technétium-99m qui, en principe,
devrait présenter une affinité similaire. Par conséquent, il serait utilisable comme agent
d’imagerie pour visualiser les régions cancéreuses. La premiere synthese du dérivé de Tc-99m
(Z+E)-TPEDIOHCO*™Tc, 2, a été réalisée par Nguyen en 2007 (Nguyen., 2007 a) selon la
réaction d’échange de ligands en chauffant le composé (Z+E)-TPEDiOHCOFc avec le
réactif d’ Alberto [99mTc(CO)3(H20)3]+ pendant 40 min a 120°C dans du DMSO (schéma 2-1).

(Z+E)-TPEDiOHC099mTc, 2 a été obtenu avec un rendement de 70%, rendement qui
le rend non utilisable pour une injection dans le corps humain car un radiopharmaceutique
doit étre exempt d’impureté, ce qui signifie qu’il exige une réaction a trés haut rendement et
propre sans produits secondaires. Or le composé 2, obtenu selon cette méthode, contient

obligatoirement le dérivé ferrocénique de départ. Par conséquent, nous devons, soit améliorer
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le rendement de la réaction, soit trouver une nouvelle méthode de synthese. Le présent
chapitre décrit les différents essais effectués pour améliorer le rendement et la pureté du
(Z+E)-TPEDIOHCO**™T¢, 2. Aprés avoir purifié le produit, les études biologiques, en

particulier I’étude sur la biodistribution du produit dans les rats, ont ét€ menées.

OH OH

DMSO/H,0
— + [P™Tc(H,0)5(CO);]* —
120°C, 40 min
() ) e oXAX

Fe ‘
PMTe(CO),

1 (Z+E)-TPEDiOHCOFc¢ Q 2 (Z+E)-TPEDIOHCO”™Tc

Schéma 2-1: Premiere voie de synthése du composé (Z+E)-TPEDiOHCO”™T¢, 2.

2. Résultats et discussion

2.1. Syntheses chimique
2.1.1. Synthese de (Z+E)-TPEDiOHCOMn

Roger Alberto a montré que les dérivés cyclopentadiényltricarbonyl 99mTe peuvent
étre obtenus avec un excellent rendement en faisant réagir directement un dérivé de
cyclopentadiénide avec I’aqua-ion [*”™Tc(CO)3(H,0)3]* dans un milieu aqueux ajusté a

pH 10 (schéma 2-2) (Wald et al., 2001).

K, [H,BCO,]
Na,B,0, ©/4
[PTe(CO,l + Na* O 959
0

pH 10, 40 min, 90 °C \
®MTe(CO),

Schéma 2-2

C’est une voie de synthese directe qui ne fait pas intervenir le précurseur
ferrocénique, le composé de Tc formé n’est donc pas contaminé par ce précurseur. Elle
apparait donc comme une voie intéressante. La syntheése de 2 selon cette voie revient a
préparer le dérivé cyclopentadiényle 3 qui, en principe, devrait étre obtenu sous 1’action

de I’anion cyclopentadiénide sur un ester approprié.
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Or les premiers essais au laboratoire n’ont pas abouti a la formation du composé
cible. Nous avons repris cette étude en explorant d’autres voies de synthese. Il a été
démontré au laboratoire que la décomplexation sous irradiation UV d’un complexe

cyclopentadiényltricarbonylmanganese peut conduire a la génération du cyclopentadiene

libre (Top et al., 2001 a) (schéma 2-3).

OMe OMe
hv
) I { ) I {
@ Q Et,0/MeOH @ O
|
Mn(CO); OMe OMe
Schéma 2-3

Nous avons donc choisi d’explorer cette nouvelle voie de synthese, ce qui revient
en fait a synthétiser I’analogue de maganese, 6, du composé ferrocénique 1. La premicere
voie utilisée est représentée par le schéma 2-4.

La synthése du composé (Z+E)-4 est basée sur la réaction de couplage de
McMurry, réaction trés utilisée pour la syntheése des dérivés d’alcene organométalliques
(Top et al., 2003; Jaouen et al., 1997). Les groupements hydroxyles sont préalablement
protégés par un groupe protecteur (t-BuMe,Si) pour éviter leur implication dans la
réaction d’alkylation. Le composé 4 est un mélange de deux isomeres Z et E. Il est
ensuite transformé en dérivé cyané 5 en faisant réagir le composé 4 avec BrCH,CN en
présence de Cs,CO3. Le composé 5 a été obtenu avec un rendement de 50% sous forme
de mélange de deux isomeres Z et E. L’action de [I’anion
manganesetricarbonylcyclopentadiénide sur le dérivé cyné 5 devrait fournir le composé
organométallique 6. Malheureusement, cette réaction n’a pas conduit & ce composé
malgré plusieurs tentatives en modifiant les conditions de la réaction. On obtient en fait

plusieurs produits non identifiés. Cette voie de synthese a été donc abandonnée.
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O-TBDMS O-TBDMS

Zn ITiCl, /TiCl,
(0] + (6]

OH O-TBDMS TBDMS-O 0O- TBDMS OTBDMS

TBDMS= t-BuMe,Si
CSZCO
Acétone

BrCH,CN

O-TBDMS ;OCH LN

TBDMS-O OCH,CN  O-TBDMS O-TBDMS
E-5 Z-5

_Li
S et
|
Mn(CO)3
THF

O-TBDMS 0—-CH, 9 @
; : ;>_: Mn(CO)3

TBDMS-O 0-CH,~ q@ TBDMS-O O-TBDMS

E _6 Mn(CO)3 Z- 6

Schéma 2-4: Premiere voie de synthese du composé (Z+E)-6.

Suite a cet échec, une autre voie de synthese a été explorée (schéma 2-5 et 2-6). Nous
préparons d’abord le précurseur bromopropionyl-cyclopentadienyltricarbonylmanganése 7 en
faisant réagir I’anion manganésetricarbonylcyclopentadiénide avec 1’amide de Weinreb
BrCH,CON(OMe)Me (Nahm et al., 1981). L’addition du composé 7 au composé (Z+E)-4 en
présence de Cs,COs produit le composé (Z+E)-6 avec un rendement de 9 % (schéma 2-6). La
déprotection en chauffant le composé 6 avec HCI dans 1’éthanol fournit finalement le

composé 8.
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CHCl3, pyridine

BrCH,COBr + HN(OMe)Me, HCI BrCH,CON(OMe)Me

‘ + nBuLi
Mn(CO);
& Li
|
Mn(CO) Br—CH T@ >7
BrCH,CON(OMe)Me B B 2 o
THF, -70°C Mn(CO);
7

Schéma 2-5: Synthése du composé 7.

O-TBDMS

TBDMS-O OTBDMS OTBDMS
E-4 .
Cs,CO
Agétong
Br—CH, T ¥ 7
[
o Mn(CO),
O-TBDMS -CH,~ g@
|
;_: ;_: h
TBDMS-O O~CH,™ g@ TBDMS-O O-TBDMS
iy Mn(CO); 7Z-6
HCL,
Ethanol
g
3_: Mn(CO),
O—CH,~ c@
. Mn(CO)3 7-3

Schéma 2-6: Deuxieme voie de la synthese du composé (Z+E)-6
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Le faible rendement de cette derniere étape de réaction rend difficile I’exploitation de
cette voie de syntheése pour une préparation en quantité suffisante pour la suite de la réaction.
Nous avons donc exploré une nouvelle voie de syntheése en préparant dans ce cas 1’amide de
Weinreb qui contient déja le groupe triphénylbuténe, 1’introduction du groupe
cyclopentadiényltricarbonylmanganese se fait, dans ce cas, vers la fin des étapes de la
synthese. Pour tester cette nouvelle voie de synthese, nous avons d’abord travaillé sur un
modele, il s’agit de I’ester 9 (schéma 2-7). 9 a été obtenu par alkylation du diméthylphénol
par I’éthylbromoacétyl ester. L’addition de 1’amine HNMe(OMe),HCI sur le composé 9 en
présence de MesAl produit I’amide de Weinreb 10. La réaction entre le composé 10 et le
lithium cyclopentadiénide a -70 °C fournit finalement le complexe 11 avec un rendement de
42%. Cette voie de synthese est donc, en principe, meilleure que la voie précédente. Nous

avons donc préparé de nouveau le composé 8 selon cette nouvelle voie (schéma 2-7).

@OH + BrCH,COOEt —— @QCHZCOOB 9

HNMe(O CHa),HCI
MegzAl, CHoCly, -15 C

@OCHZCON(OCHQC& 10

Li
?‘ ! \ THF, -70 °C
Mn(CO),
@ocmco—@
\
1 Mn(CO),

Schéma 2-7: Syntheése du composé 11

Les esters E-12 et Z-12 ont été obtenus par alkylation des dérivés phénoliques 4 par I’ester
éthylbromoacétyle. Les deux isomeres formés sont séparés par chromatographie sur colonne
de gel de silice avec comme éluant éther/éther de pétrole 1/20. E-12 et Z-12 ont été obtenus

avec des rendements, respectivement, de 22,4% et de 27% (schéma 2-8).
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O TBDMS

TBDMS-O 4. TBDMS OTBDMS
E-4 ;

Cs,CO,

Acétone

BrCH,COOEt

OTBDMS OCH L,COOEt
TBDMS-O OCH,COOEt O-TBDMS ~ O-TBDMS
E-12 Z-12

HNMe(O CHg) HCI
MesAl, CHoCly, -15 C

TBDMS-O OCH,CON(OCH53)CH,

HNMe(OCHg),HCI
MesAl, CHoClp, -15 °C

OCH,CON(OCH,)CH,

O-TBDMS O-TBDMS

Z-13

Schéma 2-8: Syntheése du composé 13

L’attribution de la forme Z ou E a ces deux isomeres a été obtenue par affiliation avec

un complexe de rhénium dont la structure a été déja identifiée (Nguyen., 2007 a). En effet la

réaction entre I’isomere Z-13 et le lithium rhéniumtricarbonylcyclopentadiénide a -70 °C

fournit le complexe de rhénium Z-14 (schéma 2-9). Les caractéristiques spectroscopiques de

N

ce composé sont identiques

identifié comme 1’isomere Z.

a celles du complexe de rhénium obtenu par A. Nguyen et
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OCH,CON(OCH;)CH,4 O—CH *(}@
2

= 0
‘ O Re(CO),
. Re(CO),
XS, e ) O
O-TBDMS  O-TBDMS TBDMS.G O-TBDMS
Z-13 Z-14 2%

Schéma 2-9: Syntheése du composé Z-14

De  méme, la  réaction entre l'isomere Z-13 et le lithium
manganesetricarbonylcyclopentadiénide a -70°C fournit le complexe de manganese Z-6 avec
un rendement de 22% (schéma 2-10). Apres réaction de déprotection avec HCl dans de

I’éthanol, on obtient le composé E-8 avec un rendement de 48% pour cette étape.

OCH,CON(OCH;)CH; O~CH, ¢~y
li—~—> o |
| Q Mn(CO),
. Mn(CO),
2 O e ) O
O-TBDMS O-TBDMS TBDMS-O O-TBDMS
Z-13 Z-6 22%

HCI, éthanol

0~CH, (X

o |
Q Mn(CO),
HO OH
E-8 48%

Schéma 2-10: Syntheése du composé E-8

Globalement, on peut dire que cette derniere voie de synthese donne un meilleur
rendement pour le complexe de manganese bien que ce rendement reste modeste. En solution
dans de I’acétone, I’isomere E-8 s’isomérise pour donner un mélange de Z-8 et E-8 avec une

proportion finale de 42/58.
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2.1.2. Synthese des précurseurs du (Z+E)-T. PEDiOHCO**"T. c 2

Le composé cyclopentadiénylé 3 mentionné au début de ce chapitre est le précurseur
le plus direct et susceptible de produire le composé de technétium 2 avec excellent rendement
et une pureté acceptable comme un radiopharmaceutique. Nous venons de démontrer que le
lithium rhéniumtricarbonylcyclopentadiénide ou le lithium
maganesetricarbonylcyclopentadiénide réagissait avec 1’amide 13 pour former un complexe
cyclopentadiénylé. Notre premiere tentative pour atteindre le composé 3 était donc de faire

réagir le lithium cyclopentadiénide sur I’amide Z-13 (schéma 2-11).

OCH,CON(OCH;)CH,4

O-CH,™ g 7SN
- © s ¢ ’
O_O THF, -70 °C \ )

O-TBDMS ~ O-TBDMS TBDMS-O O-TBDMS  TBDMS-O O-TBDMS
Z-13 Z-15 Z-1 60%

HCI, éthanol

o—CH;g@
o

HO OH
Z-3

- —————

Schéma 2-11: Synthese du composé 3

Cette réaction n’a pas fourni le composé cyclopentadiénylé Z-15 mais il s’est formé

un nouveau composé qui est identifié comme I’amide Z-16 avec un fort rendement de 60%.

Pour essayer de comprendre cette réaction, nous avons fait réagir le lithium cyclopentadiénide
sur I’amide Z-10 dans les mémes conditions de réaction (schéma 2-12).

Encore une fois nous avons obtenu 1’amide 18 comme produit majoritaire. Le composé

cyclopentadiénylé 17 n’est pas observé, par contre, nous avons également isolé en faible

quantité un autre produit qui correspond au dimere 19 selon le spectre de masse. La présence

de ce dernier prouve que le composé 17 s’est formé également mais il est instable et se
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dimérise pour former 19. La formation des amides 16 et 18 au cours de cette réaction

d’addition nucléophile reste pour le moment sans explication.

L s
@OCHZCON(OCHQCH} @o co@ + @OCHZCONHCH;
THF, -70 °C
17 18
H,C M ~H,C~0 CH;
3 OCH?C g 2

CH,

10

H,C

Schéma 2-12

N

Suite & cet échec, nous avons testé la voie de génération du composé 3 par
décomplexation du composé de cymantrene Z-6 sous 1’action d’une irradiation a la lampe UV
selon la méthode développée dans le laboratoire (Top et al., 2000; Top et al., 2001 a)(schéma
2-13).

0-CH," ¢~

o |
Q Mn(CO);
hv
O Q Et, O, méthanol

Schéma 2-13

Apres une irradiation pendant 10 min, le composé de départ Z-6 a completement
disparu. Il s’est formé plusieurs produits non identifiables. La disparition du produit de départ
devrait en principe produire le composé cyclopentadiénylé 15 qui n’est pas observé a cause
probablement de sa sensibilité a la réaction de polymérisation.

Il est clair que les deux voies de synthese étudiées ne permettent pas d’atteindre le
précurseur 3. Suite a cet échec nous avons repris la réaction d’échange de ligands, étudiée

pour la premiere fois par A. Nguyen, pour essayer d’augmenter le rendement de la réaction.

74



Le réactif de départ, le composé (Z+E)-TPEDiOHCOFc 1, a été synthétisé selon la
méthode développée par A. Nguyen (Nguyen., 2007 a) (shéma 2-14).

OH OH
O O TiCl, Zn Q
+ O - —
O THEF, reflux
DE®,
OPv
Pv = CO®Bu PvO OPv
FcCOCH,Cl
KH,
THF
OH OPv
() ()
THF/H,0
O O )-@ O O Q
HO (0] ‘ PvO O)_@
Fe Fe

1 (Z+E)-TPEDiOHCOFc @ @

Schéma 2-14: Synthése du composé (Z+E)-TPEDiOHCOFc 1.

La synthese du 1 a été faite en 4 étapes: synthese du squelette triphényléthylénique,
protection du groupement phénol a et B, couplage du groupement ferrocénique au squelette
triphényléthylénique et déprotection du groupement phénol a et . Le squelette
triphényléthylénique a été synthétisé par couplage de deux cétones appropriées selon la
réaction de McMurry, réaction tres efficace pour ce type de composé (Gauthier et al., 1996,
Top et al., 2003). Les fonctions phénoliques de la 4-hydroxypropiophénone et de la 4,4’-
dihydroxybenzophenone étaient d’abord protégées par le groupe pivaloate (Gauthier et al.,
1996). Le couplage de McMurry entre les deux cétones a été réalisé en utilisant le réactif
TiCls/Zn dans du THF anhydre. On obtient le composé triphénylbutene sous forme de
mélange de deux isomeres Z et E.L’alkylation de ce composé avec le chloroacétylferrocene,
en présence d’une base fournit le composé 1 protégé par le groupe pivaloate. La déprotection
a été réalisée en chauffant a reflux le composé protégé avec NaOH dans H,O/THF pendant

6h. On obtient finalement le composé 1 sous forme de mélange de deux isoméres Z et E. La
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pureté du produit synthétisé a été vérifiée par CLHP en phase inverse, en utilisant une colonne
C-18 (figure 2-2). Le chromatogramme montre la présence de deux pics intenses

correspondent respectivement aux deux isomeres Z et E.

UV o5 05
04 04
0z 0z
0z oz
oA o1
oo MQ on

Figure 2-2: Chromatogramme du (Z+E)-TPEDiOHCOFc 1 par CLHP. Analyse sur colonne C18
Shim-pack VP-ODS. Gradient d’élution (A = 0.1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A;
3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A; 9-20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1
ml/min; Détecteur UV(A=254nm). Température: 40°C. Temps de rétention 24,09, 24,41 min.

2.1.3. Synthése de (Z+E)-TPEDiOHCO*”"Tc 2

Le composé (Z+E)-TPEDiIOHCO”™Tc 2, a été préparé pour la premiere fois par A.
Nguyen (Nguyen., 2007 a) en chauffant le dérivé ferrocénique (Z+E)-TPEDiOHCOFc 1
avec *™TcOy4 dans le mélange DMSO/H,O a 120 °C pendant 40 min (schéma 2-1). Un
rendement de 70 % a été obtenu. Pour en améliorer le rendement, cette réaction a été reprise
en changeant les conditions opératoires comme le solvant, la température, et la durée de la

réaction (schéma 2-15).
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OH OH

solvant
+ MnCO5Br + TcOy4”
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() a (2 Q
HO O)—Q HO o)

8>

@ 9MT(CO),
1 (Z+E)-TPEDiOHCOFc¢ Q 2 (Z+E)-TPEDIOHCO”™Tc

Fe

Schéma 2-15: Synthése du (Z+E)-TPEDiOHCO”™Tc

L’activité spécifique du **™Tc est trés élevée, la caractérisation du composé technétié
n’est possible que par CLHP utilisant le composé de manganese 8 comme référence.

Le mécanisme d’échange entre le fer et le technétium a été discuté par Kuntschke et al
(Kuntschke et al., 1995). On démontre qu’une température élevée déstabilise le noyau
cyclopentadienyle et favorise 1’échange entre les atomes centraux.

La déstabilisation du complexe ferrocénique et la libération du fer dans le milieu
réactionnel présente un avantage majeur dans la réduction du technétium (**"Tc) qui passe
d’un degré d’oxydation +VII (complexe trés stable) vers un degré d’oxydation +1.

Pour améliorer le rendement de marquage et la pureté radiochimique du traceur, les
expériences suivantes ont été effectuées. 150 pl d’une solution aqueuse contenant le MO,
ont été mélangés avec 150 ul de solvant de la réaction contenant le précurseur férrocénique 1
et le réducteur MnCOsBr. Le mélange est chauffé a une température sélectionnée. La
détermination du pourcentage de la molécule marquée doit prendre en compte le fait que le
radioélément est présent a 1’état de trace, c'est-a-dire a des concentrations tres faibles de 107 a
10" M alors que la molécule vectrice est a des concentrations de 107 a 10° M. Les méthodes
physicochimiques usuelles ne sont pas applicables, la méthode généralement employée est la
radiochromatographie sur des plaques de gel de silice (CCM) sur lesquelles nous avons fait
migrer le mélange réactionnel avec I’éluant acétate d’éthyle/d’éther de pétrole 80/20.

Dans un premier temps, nous avons utilisé le DMSO comme solvant pour la réaction

de marquage. Le rendement du marquage obtenu n’a pas dépassé les 47 % (figure 2-3).
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Figure 2-3: Radiochromatogramme du mélange réactionnel du (Z+E) TPEDiOHCOFc en
présence de MO, apres 90 min de chauffage a 150°C dans du DMSO. La séparation est
effectuée sur gel de silice avec un mélange d’acétate d’éthyle/ d’éther de pétrole 80/20
comme éluant.

Afin d’optimiser ce rendement, le solvant de départ (DMSO) a été remplacé par le

DMEF. Une amélioration du rendement de 47% a 86 % a été observée (Tableau 2.I).

Tableau 2.I: Rendement des réactions de radiomarquage du (Z+E) TPEDiOHCOFc en
fonction du type de solvant.

Solvant Rendement en %
Eau 0

DMSO/Eau (1/1) 45-50

DMF/Eau (1/1) 85-90

On voit que le rendement de la réaction de marquage varie en fonction du solvant
utilisé. En effet, dans I’eau pure le marquage n’a pas eu lieu. Le meilleur rendement a été
obtenu avec le mélange DMF/eau (1/1). Ce mélange a été adopté pour la suite des

expériences.
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Une étude sur I’effet du temps de la réaction a montré que le maximum du rendement
est obtenu apres 90 min de chauffage. Lorsque le temps de réaction dépasse 90 min, on

observe I’apparition des produis secondaires (figure 2-4).

200.0 I

Cnts
100.0

0.0 \H\HH\‘HH\H\\‘H\\H\H\HH\HH‘H‘\H‘HH\HHHH\‘HH\H\\‘\H\H\H\H\\HH\‘H\HHH \\H\HH\HH\H\\

0. 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0 110.0 120.0
mm

Figure 2-4: Radiochromatogramme du mélange réactionnel du (Z+E) TPEDiOHCOFec 1 en
présence de MO, apres 120 min de chauffage a 150°C dans du DMF/eau. La séparation
est effectuée sur gel de silice avec un mélange d’acétate d’éthyle/éther de pétrole 80/ 20.

2.1.4. Controle de qualité et purification du (Z+E) TPEDIOHCO”™T¢ 2

La qualité des réactions de marquage a été évaluée primordialement par
radiochromatographie sur plaques de gel de silice sur lesquelles on fait migrer les mélanges
réactionnels dans une phase mobile composée d’acétate d’éthyle et d’éther de pétrole (80/20).

La radioactivité est détectée par un radiochromatographe. Voir figure ci-apres (figure 2-5):

79



7000.0 —
1 o

6000.0 7
5000.0 7
4000.0
Cnts
3000.0

2000.0 7

1000.0

0.0

0.0 200.0

Figure 2-5: Radioghrommatogramme du mélange réactionnel du (Z+E) TPEDiOHCO”™T¢
2 avec P™TcOy apres 90 min de chauffage a 150°C dans du DMF/eau. La séparation est
effectuée sur gel de silice avec acétate d’éthyle/éther de pétrole 80/ 20.

Le radiochromatogramme montre deux pics radioactifs de Ry différents; celui avec
d’un tres faible Ry correspond aux molécules trés polaires et c’est probablement celui du
pertechnétate non réduit, c'est-a-dire qui n’a pas réagi. Ceci est démontré dans le
radiochromatogramme qui correspond a la CCM de migration du pertechnétate seul dans la
méme phase mobile.

Le deuxieme pic de R¢ =0,8 révele une activité tres élevée indiquant la formation d’un

autre composé radioactif. Ce pic semble correspondre au (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc 2.

La bande, correspondant au produit marqué, a été grattée et le produit a été €lué sur

micro-colonne puis analysé par CLHP.

La présence d’un seul pic intense a un temps de rétention égal a 22,73 min témoigne
d’une haute pureté radiochimique et semble montrer la présence d’un seul isomere mais
comme ce type d’especes a tendance a s’isomériser, il est probable que les deux isomeres
sortent au méme endroit. Afin d’identifier le produit marqué obtenu nous avons comparé son
profil CHPL a celui de son analogue de manganese 8 (figure 2-6). La molécule marquée

possede un Rf proche de celui de son analogue de manganese.
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Figure 2-6: (a) Profil CLHP du (Z+E) TPEDiOHCO®*"Tc purifié. Analyse sur colonne C18
Shim-pack VP-ODS. Gradient d’élution (A = 0.1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A;
3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A; 9 -20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1
ml/min; Détecteur Gamma (Gabi). Température: 40°C. Temps de retention 22,73 min. (b) Profil CLHP du
(Z+E) TPEDiOHCOMNn purifié. Analyse sur colonne C18 Shim-pack VP-ODS. Gradient d’élution (A
=0,1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A; 9-20 min:
66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min; Détecteur UV (A 250nm).Température:
40°C. Temps de rétention 24,05, 24,9 min.
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2.2. Etude de la stabilité du (Z+E) T PEDiOHCO*"T¢ dans différents solvants

Nous avons notamment étudié la stabilité du radiotraceur dans différents solvants afin
de déterminer les conditions de sa conservation au cours du temps. La stabilit¢ de la
préparation du radiotraceur est déterminée apreés incubation du (Z+E) TPEDiOHCO”™T¢
dans différents milieux: eau purifiée, NaCl 0,9 % et éthanol. La pureté radiochimique est
définie par CCM ou CLHP sur des échantillons conservés a 4°C, a 30 min, 1h, et 24 h apres
marquage.

Le radiotraceur reste stable pendant 24 heures dans 1’éthanol a 4°C. Dans le milieu
NaCl 0,9 %, le marquage ne semble pas étre aussi stable que dans 1’éthanol. Le produit reste
stable pendant les 30 premieres minutes d’incubation seulement. Apres lh, le
radiochromatogramme montre la formation d’une nouvelle entité radioactive avec un temps

de rétention de 24,77 min (figure 2-7).

CPIM 3 (5}
04 04
03 [k}
n2 [1k)
n ol
no o
L] 2 4 [ & 1] 12 H E B n z 4 kg = n
T (rmin)

Figure 2-7: Radiohromatogramme du (Z+E) TPEDiOHCO”™T¢ apres une  heure
d'incubation dans NaCl 0,9 %. Analyse par CLHP sur colonne C18 Shim-pack VP-ODS. Gradient
d’élution (A = 0,1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A,;
9-20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min; Détecteur Gamma
(Gabi).Température: 40°C.
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Dans ’eau purifiée, apres 24h, Le radiochromatogramme montre la formation de
nouveaux métabolites secondaires résultant de la dégradation du (Z+E) TPEDiOHC099mTc,

ces produits ne correspondent pas au technétium libre (figure 2-8).
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Figure 2-8: Radiochromatogramme du (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc apres 24 heures

d'incubation dans I’eau purifiée. Analyse par CLHP sur colonne C18 Shim-pack VP-ODS. Gradient
d’élution (A = 0,1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A,
9-20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min; Détecteur Gamma
(Gabi).Température: 40°C.

2.3. Propriétés physicochimiques du (Z+E) TPEDiOHCO”"Tc: Analyse in vitro

Apres avoir optimisé la réaction de radiomarquage afin d’obtenir une molécule
marquée avec un bon rendement de marquage, une pureté radiochimique supérieure a 90% et
une activité spécifique suffisante, différentes analyses ont été effectuées afin de déterminer le
comportement de la molécule in vitro dans différents milieux et de prévoir la stabilité du
marquage in vivo. Nous avons notamment étudié la lipophilie de traceur, par mesure de son
coefficient de partage en milieu n-octanol/Tris HCI pH 7,4, ainsi que la répartition sanguine
des traceurs par mesure de la fixation aux €léments figurés du sang et aux protéines

plasmatiques.

2.3.1 Etude du coefficient de partage
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Le n-octanol simule les membranes biologiques. La répartition de la molécule entre la
phase octanolique et la phase aqueuse (tampon Tris HCI) détermine le caractere hydrophile ou
hydrophobe du composé marqué. Selon la bibliographie, la présence d’un atome de
technétium augmente 1’hydrophilie de la molécule vectrice (Ardison., 2006). La mesure de la
lipophilie d’une molécule, par détermination du coefficient de partage P, permet d’évaluer la
partition de la molécule entre les milieux biologiques aqueux et lipidiques, la biodistribution
dans les tissus, et la liaison de la molécule avec le site récepteur ou les protéines plasmatiques.
Le coefficient de partage P de (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc entre n-octanol/ Tampon Tris HCI
(0,05 M) a pH 7,4 est de 32,81 (Tableau 2.1I). Il s’agit donc d’une molécule lipohile.

Tableau 2.II: Coefficient de partage du (Z+E) TPEDiIOHCO”™Tc.

Traceur | (Z+E) TPEDiOHCO”" T¢
P= ([n-octanol]/[Tris HCI, pH 7,4]) 32,81
Log Po/w 1.51

2.3.2. Détermination de la répartition sanguine du (Z+E) TPEDiOHCO*"T¢

Seul le radiotraceur libre dans le sérum peut étre biologiquement actif, La vocation de
ce traceur est de reconnaitre un récepteur cellulaire cible. La détermination de la fixation non
spécifique par mesure du taux de liaison aux protéines plasmatiques et par mesure de la
répartition sanguine entre le sérum et les éléments figurés du sang permet d’évaluer
I’efficacité et la sensibilité du traceur. Ces deux facteurs vont jouer sur la clairance sanguine

des traceurs.
2.3.2.1. Mesure de la fixation cellulaire du (Z+E) TPEDiOHCO*”*"T¢

L’étude de la fixation du radioligand aux cellules sanguines est réalisée, apres
centrifugation d’un échantillon de sang, par mesure de la répartition de la radioactivité entre le
culot cellulaire et le plasma. Elle détermine s’il existe une fixation non spécifique du traceur
soit a la surface des cellules soit dans les cellules (polynucléaires, plaquettes, hématies) apres
passage transmembranaires. Le radioligand est incubé a 37°C sous agitation en présence du
sang total. Apres 30 min, 1 heure, 2 heures, 3 heures et 24 heures d’incubation, 1 mL de sang
est prélevé et centrifugé a 10000 rpm pendant 10 minutes, puis le culot cellulaire et le
surnageant sont comptés au compteur gamma. Le taux de captation cellulaire varie légérement

de 30 min a 24 heures d’incubation (figure 2-9 et Tableau 2.III). Nous n’avons pas déterminé
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si ’activité était intracytoplasmique ou si la molécule était fixée a la surface externe de la

membrane cytoplasmique

2.3.2.2. Mesure de la fixation non spécifique aux protéines plasmatiques du (Z+E)-

TPEDiOHCO**"Tc

La précipitation a I’acétonitrile (Parent et al., 2006) a permis d’explorer la fixation non
spécifique du traceur aux protéines plasmatiques. Apreés centrifugation du sang, le culot
contenant les cellules sanguines est séparé du surnageant (plasma). L’acétonitrile est ajouté au
plasma, une apparition d’un précipité blanc constitué des protéines plasmatiques auxquelles
s’est potentiellement fixée la molécule marquée. Le culot est séparé du surnageant et chaque
milieu est compté au compteur gamma. Le (Z+E) TPEDiIOHCO”™Tc est présent
majoritairement dans le sérum et ce quelle que soit la durée d’incubation (figure 2-9 et tableau

2.1IT). La fixation non spécifique aux protéines varie légérement au cours du temps.

60
M Cellules sanguines

m protéines plasmatiques
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Figure 2-9: Biodistribution sanguine in vitro de (Z+E) TPEDiOHCO”™Tec. Pourcentage de
liaison de (Z+E) TPEDiIOHCO*™T¢ aux cellules sanguines et aux protéines plasmatiques en
fonction de la durée d’incubation. Mesure de 1’activité au compteur a puits gamma (Cobra).
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Tableau 2.III: Propriétés physico-chimiques du (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc. Etude de la
répartition sanguine du (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc¢ in vitro.

Temps d'incubation (heures)

0,5 1 2 3 24
Cellules 40,36 % 55,13 % 48,63 % 49,09 % 51,11 %
Plasma 59,64 % 44,68 % 51,36 % 50,91 % 48,88 %
Sérum 92,91 % 86,16 % 88,86 % 83,68 % 85,25 %
Fixation protéique 7,08 % 13,83 % 11,13 % 16,3 % 14,74 %

2.4. Etude de la stabilité du (Z+E) TPEDIOHCO*™Tc in vitro

La mesure de la pureté radiochimique du radadioligand, aprés incubation dans un
échantillon sanguin ou dans des conditions proches des conditions physiologiques (37°C, pH
neutre), permet d’apprécier la décomplextaion du radiotraceur en fonction du temps et

d’évaluer si, in vivo, la radioactivité détectée correspond au traceur ou a I’isotope libre.

2.4.1. Etude de la stabilité du (Z+E) TPEDIOHCO”™Tc dans le tampon phosphate
Le marquage de la molécule par le *™ Tc se fait dans des conditions chimiques précises,
et a une tres haute température.

Le changement des conditions environnementales peut conduire a I’instabilité du
produit et a la production d’impuretés et de colloides. Le produit marqué étant destiné a étre
injecté dans I’organisme, il est important de connaitre la stabilité du radiotraceur. Une étude
de la stabilité dans une solution du tampon phosphate (0,1M, pH 7,4) a 37°C a été effectuée.
On incube le produit radiomarqué et purifié dans 1 mL de tampon frais dans un bain-marie a
37°C. On préleve des aliquotes du mélange a 30 min, 1 h, 2 h, 3 h et 24 h. Ces aliquotes sont
analysés par CLHP. L’analyse des radiochromatogrammes laisse présager une bonne stabilité
du marquage du (Z+E) TPEDIOHCO”™T¢ dans le tampon phosphate, car apres 24 h
d’incubation a 37°C, le pourcentage de 9m Tc libéré dans le milieu reste inférieur a 1+0,5%

(PRC 98,5%) (figure 2-10).
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Figure 2-10: Radiochromatogramme du (Z+E) TPEDiOHCO”™T¢ apres 24 heures

d'incubation dans un tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4). Analyse par CLHP sur colonne C18 Shim-
pack VP-ODS. Gradient d’élution (A = 0,1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9
min: 75% A; 9 min: 66% A; 9.-20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min;
Détecteur Gamma (Gabi). Température: 40°C.

2.4.2. Etude de la stabilité sanguine du (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc in vitro

La stabilité est déterminée apres incubation de la préparation en présence de sang total
sur une durée de 24 heures. Le radioligand est incubé a 37°C sous agitation en présence du
sang total. Apres 30 min, 1 heure, 2 heures, 3 heures et 22 heures d’incubation, 1 mL de sang
est prélevé et centrifugé a 10000 rpm pendant 10 minutes, puis le culot cellulaire et le
surnageant sont séparés. L’acétonitrile est ajouté au plasma, pour précipiter les protéines
plasmatiques. Le surnageant est séparé du culot et analysé par CLHP (figure 2-11).

L’analyse chromatoghraphique des échantillons de sérum montre qu’aucune
décomplexation du (Z+E) TPEDIOHCO”™T¢ n’est observée pendant 30 min d’incubation,
au-dela desquelles on note la présence majoritaire de radiotraceur sous sa forme initiale, le
technétium libre est absent et une formation d’une nouvelle entité radioactive de temps de

rétention 24,37 min qui reste minoritaire jusqu'a 24 heures d’incubation est observée.
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Figure 2-11: Stabilit¢ du (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc dans le sang. Incubation de (Z+E)
TPEDiOHCO”™Tec dans 5 mL de sang a 37°C sous agitation pendant 24 heures. Analyse du serum par CLHP
sur colonne C18 Shim-pack VP-ODS. Gradient d’élution (A = 0,1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3
min: 100% A; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A; 9-20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A.
Débit: 1 ml/min; Détecteur Gamma (Gabi).Température: 40°C. (a) radiochromatogramme du serum de
mammifére aprés 1 heure d’incubation (b) radiochromatogramme du serum de mammifere apres 2 heures
d’incubation (c¢) radiochromatogramme du serum de mammifere aprés 3 heures

radiochromatogramme du serum de mammifere apres 24 heures d’incubation.

d’incubation (d)
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2.5. Evaluation pharmacologiques: Etudes précliniques du (Z+E) TPEDiOHCO*"Tc¢

Les expérimentations animales ont été réalisées chez des rats femelles matures
provenant de I’élevage de linstitut Pasteur de Tunis en conformité avec les lois sur
I’expérimentation animale et apres validation d’un conseil d’éthique. Les propriétés physico-
chimiques définissent la pharmacocinétique de la molécule. Cette derniere est déterminée a

partir des études de cinétiques sanguines et des études de biodistribution.
2.5.1. Etude de la cinétique sanguine du (Z+E) TPEDiOHCO*"T¢

La figure 2-12 représente la cinétique de la biotransformation du (Z+E)
TPEDiOHCO”™Tc. On observe une augmentation considérable de I’activité au cours des 30
premieres minutes puis une diminution du pourcentage du reste du composé mere allant de 30
min jusqu’a 3h. Ensuite une diminution rapide entre 3h et 18 h. On constate que le
pourcentage de [I’activité plasmatique du (Z+E) TPEDIOHCO”™Tc  décroit

exponentiellement.
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Figure 2-12: Evolution des concentrations sanguines de (Z+E) TPEDiOHCO*™T¢ (% Dl/g)
apres injection intraveineuses IV chez les rats femelles (n=3, Dose injectée: 100 puCi).

La variation du pourcentage de ’activité plasmatique du (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc
en fonction du temps montre une premiere phase d’augmentation suivie d’une deuxieme
phase de distribution et redistribution et d’une autre phase d’élimination lente.

En se basant sur I’activité du (Z+E) TPEDiOHCO”™T¢ contenu dans les échantillons
de sang murin prélevés a différents temps post-injection, la demi-vie biologique du traceur a

été estimée. On obtient avec des coordonnées semi-logarithmiques la linéarisation de la
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courbe exponentielle observée avec les valeurs arithmétiques. Cette linéarisation est tres

pratique pour une analyse graphique des résultats expérimentaux (figure 2-13).
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Figure 2-13: Représentation semi logarithmique: Aspect linéaire de la décroissance de la
Iactivité du (Z+E) TPEDiOHCO®**"T¢ dans I’échantillon sanguin in vivo au cours du temps.

La Terdu traceur a été calculée selon la formule suivante:

1 C1
0,693 °6\c2
Ter= Ke avec K.= 12 —t1 K, : Constante d’élimination
Teff=4,27 h
. . ) . 3 N T,xT,
Nous pouvons déterminer par la suite Ty qui est égale a T, =”7T = 14, 68 heures
p - Teff

2.5.2. Etude de la biodistribution de (Z+E) TPEDiOHCO”™T¢

Nous avons réalisé la biodistribution pour vérifier si cette substance radioactive peut
étre utilisée ou non comme agent d’imagerie. Dans cette étude, on souhaite avoir non
seulement une concentration €levée dans 1’organe cible mais aussi dans la mesure du possible
un contraste élevé entre 1’organe cible et les tissus avoisinant. Ce contraste est

quantitativement déterminé par le rapport:

organe cible

2= organe noa cible
Dans lequel la concentration est exprimée en pourcentage de dose injectée par gramme

du tissu (% DI\g). Nous avons choisi comme organe non cible le sang et le muscle. Notre
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objectif de test est de déterminer d’apres les résultats obtenus le temps (p.i) ou le rapport Q est

le plus élevé, c’est-a- dire le temps optimal pour I’acquisition de I’image.

Pour étudier la biodistribution du (Z+E) TPEDiOHCO®”™ T, trois rats ont été utilisées
pour chaque temps. Les concentrations de la radioactivité sont exprimées en pourcentage de la
dose injectée par organe (% DI) et par gramme de tissu (% DI/g du tissu).

La biodistribution et la variation de la rétention du (Z+E) TPEDIOHCO”™T¢ dans
les organes au cours du temps sont représentées par le graphique correspondant aux % DIl/g
du tissu d’organe en fonction des temps de post injection (p.i.), (Tableau 2.1V, figure 2-14).

A 30 min post injection, le taux de fixation au niveau de I'utérus et des ovaires est
identique (0,197 £0,049 DI/g; 0,199+ 0,002 DI/g, respectivement). Le taux de fixation le plus
élevé est observé au niveau des poumons (7,697 £ 0,892 DI/g), le taux de fixation au niveau
des autres organes est relativement faible.

A 1 h post injection, le taux de fixation varie 1égerement pour la plupart des organes
sauf pour le foie et la rate, on observe une augmentation considérable de fixation du
radiotraceur au niveau de ces deux organes (7,787 £ 1,636 DI/g versus 2,43 + 0,646 Dl/g;
6,493 £ 4,320 DI/g versus 1, 327 £ 0,231, respectivement).

A 2 h post injection, le taux de fixation au niveau de 1’utérus est presque constant, par
contre le taux au niveau des ovaires augmente de 0,269 + 0,06 DI/g a 1h post injection & 0,611
+ 0,078 DI/g. La fixation pulmonaire de (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc devient tres importante
(21,863+£1,7 DI/g). Le taux de fixation au niveau du foie et de la rate continue a augmenter
(9,873 £ 1,680 ID/g; 8,857 + 0,752 ID/g, respectivement).

A 3 h post injection, le taux de fixation du (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc au niveau des
différents organes varie tres légérement seulement au niveau de la rate il diminue de =50 %
(4,847 £ 0,093 % DI/g versus 8,857 + 0,752 DI/g).

A 6 h post injection, I’activité au niveau des différents organes baisse. Au niveau du
foie, ’activité diminue de =80 % (1,897 + 0,720 DI/g versus 10,523 + 0,892 DI/g), L’activité
hépatique diminue de = 33% (6,2 + 0,94 DI/g versus 24,817 £+ 1,6).

Aprés 24 h post injection, le taux de captation du (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc¢ est faible

avec le taux le plus élevé au niveau des poumons (1,143 + 0,225 DI/g).
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Tableau 2.1V : Biodistribution de la radioactivité en %DI/g de tissu chez les rats femelles a différents temps apres injection intraveineuse [V
du (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc¢; n=3 ; Doses injectées : 100 pCi. Les valeurs sont représentées avec écart type.

Organes 15 min 1h 2h 3h 6h 18 h 24 h

Sang 0,462 10,054 0,336 0,113 0,327 0,059 0,316 0,012 0,130 0,000 0,026 +0,008 0,024 +0,0202
Foie 2,430 0,646 7,787 1,636 9,873 1,680 10,523 0,892 1,897 0,720 0,235 0,041 0,580 0,078
Os 0,233 10,095 0,123 0,031 0,143 0,031 0,203 0,059 0,065 0,015 0,016 0,003 0,022 0,002
Muscle 0,099 10,001 0,124 0,023 0,110 0,040 0,170 0,060 0,034 0,003 0,006 10,001 0,007 0,001
Poumons 7,697 0,892 6,627 0,255 21,863 +1,700 24,817 1,609 6,200 0,943 1,067 0,306 1,143 10,225
Utérus 0,197 10,049 0,236 0,143 0,283 0,057 0,156 0,015 0,096 0,010 0,045 10,046 0,033 0,0450
Ovaires 0,199 10,002 0,269 0,060 0,611 0,078 0,558 0,139 0,183 0,015 0,021 10,000 0,036 0,029
Rein 0,430 10,020 0,473 0,189 1,470 0,236 2,035 0,453 1,127 0,038 0,440 10,165 0,340 0,163
Rate 1,327 10,231 6,493 0,432 8,857 0,752 4,847 0,093 0,285 0,090 0,044 0,014 0,081 0,012
coeur 0,225 0,025 0,210 0,060 0,367 0,087 0,398 0,083 0,149 0,009 0,025 0,006 0,031 0,014

92



25

% DT/g dutissu

—4—S5ang
== Utérus
= Ovaire
=t=Rein
=@ Coeur

0 60 120 180 240 300
Temps (minutes)

360

420

Figure 2-14: Biodistribution de la radioactivité en %DI/g du tissu chez la femelle du rat a différents temps aprés injection intraveineuse du

(Z+E) TPEDiOHCO*™Tc ; n=3 ; Dose injectée: 100 uCi. Les valeurs sont représentées avec écart type.
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La fixation de (Z+E) TPEDIOHCO®*™Tc¢ au niveau du foie et de la rate est plus importante
que celle du rein au cours du temps. La molécule est probablement métabolisée par voie
hépatique. La fixation pulmonaire de (Z+E) TPEDiIOHCO™™T¢ persiste jusqu'a 6 h post
injection, elle est responsable d’une clairance sanguine rapide et d’une activité circulante
faible. Le poumon est le premier organe atteint par le traceur apres injection par voie veineuse
périphérique, et trois mécanismes peuvent expliquer la localisation pulmonaire d’une
molécule: 1’agrégation du complexe au niveau des capillaires pulmonaires sous forme de
particules si les molécules s’agrégent entre elles ou avec des composants biologiques
sanguines, des interactions ioniques, essentiellement avec des molécules basiques (Coenen et
al., 2006 ) ou des interactions hydrophobes, et enfin I’existence de récepteur du ligand in situ.

Afin de vérifier si la rétention de (Z+E) TPEDIOHCO”™Tc se fait via les récepteurs
d’cestrogenes (RE) nous avons utilisé 1’ cestradiol pour bloquer ces derniers. 15 ug d’cestradiol
ont été co-injectés avec le (Z+E) TPEDIOHCO”™Tc aux rats femelles et la biodistribution a
été étudiée 2h post injection comme précédemment. Les résultats sont illustrés dans le tableau
2.V et la figure 2-15.

Tableau 2.V: Biodistribution de la radioactivité en %DI/g de tissu chez la femelle du rat a 2h
apres injection intraveineuse du (Z+E) TPEDIOHCO”™Tc; n=3; Dose injectée: 100 uCi.
Les valeurs sont représentées avec écart type.

Organes 2h 2 h inhibée*
Sang 0,33 0,06 0,48 0,19
foie 9,87 11,68 12,71 45,79
0s 0,14 +0,03 0,16 0,08
Muscle 0,11 0,04 0,05 0,05
Poumons 21,86 +1,70 23,97 +14,26
Utérus 0,28 0,06 0,11 0,16
ovaire 0,61 0,08 0,24 0,38
rein 1,47 10,24 0,70 0,87
rate 8,86 0,75 8,70 15,73
Ceeur 0,37 0,09 0,20 0,20
Utérus/Muscle 3,02 +1,86 2,109 0,890
Utérus/Sang 0,89 0,27 0,247 #0,150
Ovaire/Muscle 6,11 +2,32 4,463 +1,013
Ovaire/Sang 1,94 0,65 0,513 0,188

*2 h inhibée: co-injection de 15 pug d’oestradiol.
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La fixation du (E+Z)-TPEDiOHCO”™Tc par les organes riches en ER (ovaires et
utérus) est nettement réduite. L’activité au niveau des ovaires diminue de =75 % (0,61 + 0,08
DI/g versus 0,24 + 0,38 DI/g). Au niveau de I’utérus la diminution est de 50 % (028 + 0,06
DI/g versus 0,11+£0,16 DI/g). Les rapports ovaires/ sang et ovaires/ muscle diminuent 1,94 +
0,65 % ID/g versus 0,513 + 0,188% ID/g; 6,11 +0,35 ID/g versus 4,46 £1,01 % ID/g
respectivement. Ceci semble indiquer que la fixation au niveau des ovaires et de I'utérus se
fait via les ER. Aucune différence d’activité n’a été observée dans les autres organes sauf
pour le rein et le coeur et ceci s’explique par la présence des ER au niveau du systeme

cardiovasculaire et le tractus urogénitale (Enmark et al., 1997).
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Figure 2-15: Comparaison de la radioactivité exprimée en % DI/g de tissu des organes du rats
femelles 2 heures apres injection intraveineuse IV du (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc (contrdle) et
co-injection de 15 pug d’oestradiol. n=3; Dose injectée: 100 pCi.
3. Conclusion

Plusieurs voies de synthése du composés (E+Z)-TPEDIOHNCO*™Tc¢ ont été
explorées. La réaction d’échange de ligands reste pour le moment la seule voie satisfaisante
pour la synthése du composé (E+Z)-TPEDIOHNCO”™Tc. Apres une étude sur
I’optimisation de cette réaction, (E+Z)-TPEDiOHNCO99mTc a été obtenu avec un rendement
de 80 %. La biodistribution de ce radiotraceur chez des rats femelles matures montre un

maximum de fixation a 2 h post injection au niveau des ovaires. Suite au blocage des ER par
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un exces d’oestradiol, le rapport ovaires/muscle diminue considérablement ce qui signifie que

la fixation de (E+Z)-TPEDiOHCO®*™Tc se fait via les RE.
4. Partie expérimentale

4.1 Synthese

Toutes les réactions ont été effectuées sous atmosphere d’argon. L’éther, le THF et le
toluene ont été distillés avec un mélange sodium/benzophénone. Le dichlorométhane a été
distillé avec P,0s. Les autres réactifs et solvants utilisés, tels que le DMF anhydre, sont des
produits commerciaux. Les chromatographies sur colonne ont été réalisées sur gel de silice
Merck 60 (40-63 um). Les points de fusion des produits ont été mesurés a I’aide d’un banc
Kofler. Les spectres infrarouges ont été enregistrés sur un spectrometre IR-FT BOMEM
Michelson-100. Les analyses RMN 'H et "°C ont été effectuées sur un appareil Bruker 300
MHz. Les solvants RMN utilisés sont le chloroforme deutéré CDCl; et ’acétone-ds. Les
déplacements chimiques (8) sont mesurés en parties par millions (ppm) et les constantes de
couplage (J) sont calculées en Hertz (Hz). Les analyses élémentaires des nouveaux produits
ont été effectuées au Service de Microanalyse de I'l.C.S.N. a Gif sur Yvette. La spectrométrie
de masse a été faite avec Nermag R 10-10C. Le [™TcO4]” est élué d’un générateur
Mallinckrodt Med. Inc. Inc. La purté radiochimique des composés est déterminée par CLHP
en phase inverse (C18 column, 4.6 umx250 mm, Gradient d’élution (A = 0,1% CF;COOH
/eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A; 9-20 min:
66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min; Température:
40°C.équipée d’une sonde radioactive Nal et couplée a un détecteur UV (A=254 nm). Dans ce
travail, nous avons eu recourt a une instrumentation spécifique de mesure de la radioactivité.
Les plaques de chromatographie couche mince (CCM) sont lues au radiochromatographe de
type mini-GITA de Ray Test. La mesure de la radioactivité des échantillons liquides et solides
est réalisée soit sur ’activimetre de type CAPINTEC, INC. CRC_ 35R (pour la mesure des
grandes valeurs de radioactivité de 1’ordre de MBq). Pour le comptage des faibles valeurs de
radioactivité (dans les tissus et les organes), nous avons utilisé un compteur gamma a puits de
type CANBERRA (U.S.A.). Tout au long de ce travail, des substances radioactives ont été
manipulées. Cette utilisation des éléments radioactifs a ét€ soumise a des restrictions et des
regles particulieres du fait de leurs effets néfastes sur la santé des personnes exposées aux
radiations émises. Le matériel de radioprotection permet la manipulation de la radioactivité

tout en assurant la sécurité des individus des rayonnements ionisants. Pour simuler la dose de
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radioactivité recue lors des manipulations, il est requis d’utiliser des dosimetres personnels.

Le dosimetre utilisé est un dosimetre thermo luminescent fluoré lithium (TLD F Li).
4.1.1. Synthese du (Z+E) TPEDiOHCOFc 1

La synthése du (Z+E)-TPEDIiOHCOFc a été faite selon la méthode décrite dans la
littérature (Nguyen., 2007 a).

4.1.2. Synthése du (Z+E)-TPEDiOHCOMn (Z+E)-8

Synthése du N-Méthoxy-N-methyl-bromoacétamide: La réaction se déroule sous argon. On
dissout le N,O-diméthylhydroxylamine hydrochloride (2,14 g, 22 mmol) dans 25 ml de
chloroforme sec, puis on ajoute la pyridine (3,48 g, 44 mmol). Le mélange est agité pendant
20 min. La solution est limpide. Dans un autre tube de Schlenk, le bromure de bromoacétyle
(4,8 g, 22 mmol) est dissout dans 15 ml de chloroforme sec et refroidit a 5°C. La premiere
solution est ajoutée a la deuxieme solution (5 min). Le mélange réactionnel est agité pendant
1 h. Dichlorométhane (100 ml) est ajouté et le mélange est versé dans I’eau (100 ml). Le
mélange est extrait avec dichlorométhane 2 x 100 ml. La phase organique est séchée sur
MgSO,, filtrée et évaporé. Le N-Methoxy- N- methyl- bromoacétamide est une huile incolore
(C4HgBrNO,, M= 181,9 g.mol'l, m= 1,118 g, Rdt: 81,2%).

Rf ((éther/pentane 1/1) = 0,36.

'H NMR (300 MHz, CDCls. § 3,22 (s, 3H, Me), 3,78 (s, 3H, MeO), 4,00 (s, 2H, CH,).

BC NMR (75,5 MHz, CDCl3): § 25,1 (Me), 32,6 (CH,), 61,6 (OMe), 167,5 (CO).

MS (CI): m/z = 199 [M+NH,]", 182 [M+H]".

Synthese du composé 7 (Bromopropionyl-cyclopentadiényl)tricarbonylmanganese): La
réaction se déroule sous argon. On dissout CpMn(CO); (206 mg, 1 mmol) dans 3 ml du THF
anhydre. On refroidit la solution a — 70°C. Ensuite le nBuLi (0,48 ml, 1,2 mmol de solution
2M dans I’hexane) est ajouté (1 min). La solution est agité a — 70°C pendant 1 h30 min. Puis
une solution de BrCH,CON(OMe)Me (273 mg, 1,5 mmol) dissoute dans 2 ml de THF est
ajoutée (1 min). Le mélange est agité pendant 1 h a — 70°C. On ajoute 2 ml d’une solution
HCL 1/10 et on enleve le bain froid. Apres 5 min, on ajoute 20 ml d’une solution HCL 1/10 et
le mélange est extrait avec le diéthyl éther (3 x 30 ml). La phase organique est lavée avec 20
mL d’eau. La phase organique est séchée sur MgSQy, filtrée et évaporé. Le produit obtenu est
purifié par CCM (plaques de gel de silice) en utilisant le diéthyl éther/ pentane 1/1 comme

éluant. Le CpMn(CO); est élué le premier (74 mg). La deuxieme fraction est
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identifiée comme le bromopropionyl-cyclopentadienyl tricarbonylmangnese. Il est cristallisée
dans du pentane pour donner des cristaux marrons (C;oH¢BrMnO,, M=324,99 g.mol'l, Rdt :
25,8 %).

Rf ((diéthyl éther/pentane 1/1) = 0,75.

'H NMR (300 MHz, acétone): & 4,27 (o, 2H, CH,), 5,08 (t, 2H, CsHy), 5,68 (t, 2H, CsH,).
C NMR (75 MHz, acétone): & 32,1 (CH,), 85,9, 88,6 (CH, C¢Hy), 89,8 (Cp, CsHy), 190,20
(CO).

IR (CH,Cl,, cm™): 2033 et1952 (Mn(CO), 1681 (CO).

Pf =76°C.

MS(ESI): m/z = 383,3 [MCH;COO].

Analyse: calcul C(H¢BrMnOy : C, 36,96; H, 1,86. Trouvé: C, 37,76; H, 1,84

4-(tert-butyl-diméthylsilyloxy)-4’-hydroxy-benzophénone: La réaction se déroule a
température ambiante sous argon. On dissout 1’imidazole (8,16 g, 120 mmol) dans 20 ml de
DMEF sec puis on ajoute le t-BuMe,SiCl (9,04 g, 60 mmol). Le mélange est agité pendant 30
min. On dissout le dihydroxybenzophénone (12,84 g, 60 mmol) dans 20 ml de DMF sec. La
premiere solution est ajoutée a la deuxieme solution en plusieurs fractions (20%) goutte a
goutte a des intervalles de 15 min. Apres I’ajout de la derniere fraction, on arréte la réaction
suite a la disparition de dihydroxybenzophenone. Le mélange est versé dans 300 ml d’eau. On
extrait le produit avec du dichlorométhane (deux fois). La phase aqueuse est éliminée et la
phase organique est lavée a 1’eau. La phase organique est séchée sur MgSO,, filtrée et
évaporé. Le produit est purifié sur colonne de silice (éluant: éther/éther de pétrole 3/1). Le
produit obtenu est sous forme d’huile incolore (C9H2403Si M= 328,48 g.mol’l, m= 6 g, Rdt
%: 30,4 %).

Rf ((éther/éther de pétrole 1/1) = 0,42 .

'H NMR (300 MHz, CDCl3). 8 0,23 (s, 6H, (CH3),Si), 0,98 (s, 9H, t-Bu), 6,87; 6,91;
7,71;7,7,2 (d, d, d, d, 2H, 2H, 2H, 2H, 2 C¢H.); 7,1 (s, 1H, OH).

BC NMR (75,5 MHz, CDCl3): & —4,3 (Si(CHs),), 18,2 (Cq du t-Bu), 25,6 (CH3 du t-Bu),
115,2, 119,7, 132,3 et 132,7 (CH,y), 130,2 et 131,0, 159,8 et 160,21 (Cq), 195,6 (C=0).

IR (CH,Cl,, cm™) : 3693,7 (OH), 1647,15 CO).

4-(tert-butyl-diméthylsilyloxy)propiophénone: La réaction se déroule a température

ambiante sous argon, on dissout le NaH (0,576 g, 14,4 mmol) dans 20 ml de THF sec. On
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dissout la 4- hydroxypropiophénone (1,802 g, 12 mmol) dans 20 ml de THF sec. On ajoute la
deuxieme solution a la premiere solution goutte-a-goutte. On laisse agir pendant 30 min puis
on ajoute le t-BuMe,SiCl (1,950 g, 12 mmol). Le mélange est agité pendant 2 h. Le mélange
est versé dans 40 ml d’eau. On fait I’extraction deux fois avec de 1’éther (2x100 ml). La phase
organique est séchée sur MgSQy, filtrée et évaporée. Le produit est purifié par colonne de gel
de silice (éluant: éther/éther de pétrole 1/1). Le produit obtenu est sous forme d’huile incolore
(C15sH240,Si M= 264,44 g.mol”, m= 2,14 g, Rdt: 66,7 %).

Rf ((éther/éther de pétrole 1/1) = 0,89.

'H NMR (300 MHz, CDCl3). § 0,21 (s, 6H, (CH3),Si), 0,96 (s, 9H, t-Bu), 1,18 (t,3H, CH3),
2,92 (q, 2H, CH»), 6,94 et 7,86 (d, d, 2H, 2H, J = 8,7 Hz, CcH,).

C NMR (75,5 MHz, CDCls): & — 4,34 (Si(CH3),), 8,4 (CH3), 18,3 (Cq du t-Bu), 25,6 (CH;
du t-Bu), 31,4 (CH;) 119,7 et 130,5 (CH du C¢H,), 130,6 (Cq), 160,2 (Cq), 199,6 (C=0).

IR (CH,Cl,, cm™) : 1678,94 (CO).

Synthese du composé 1,2-bis-[4-(tert-butyl-diméthylsiloxy)phényl]-1-(4-
hydroxyphényl)but-1-éne (Z+E)-4): Le zinc (18 mmol, 1,18 g) est mis en suspension dans
du THF distillé (39 ml) sous argon. Le composé TiCls (9,9 mmol, 1,1 ml) est ensuite ajouté
goutte-a-goutte au mélange. La réaction est exothermique, on refroidit le mélange réactionnel
avec un bain de glace. Il se dégage des vapeurs jaunes. Le mélange noiratre est chauffé a
reflux pendant 2h. On dissout la 4,4 -(tert-butyl-diméthylsilyloxy)-hydroxybénzophénone
(1,000 g, 3 mmol) et la 4-(tert-butyl-diméthylsilyloxy) propiophénone (0,793 g, 3 mmol) dans
du THF distillé (9 ml) puis on les ajoute au premier mélange réactionnel. Le mélange est
chauffé de nouveau a reflux pendant 2 h. Apres refroidissement a température ambiante, le
mélange réactionnel est traité par de 1’eau acidifi€. La solution prend une teinte violette
foncée avec un surnagent verdatre. La phase aqueuse est extraite par le dichlorométhane. La
phase organique est séchée par MgSO, et évaporée sous pression réduite. Le produit de
couplage mixte est séparé par colonne de gel de silice (€luant dichlorométhane). Le produit
obtenu est un mélange de deux isomeres sous forme d’huile incolore (1,2 bis-[4-(tert-butyl-
diméthylsilyloxy) phényl]-1-(4-hydroxyphényl)but-1-ene, Cs4Hss03Si, M= 560,91 g.mol™,
m= 0,852 g, Rdt : 50,1 %).

Rf (CH.Cl,) = 0,85.
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'H NMR (300 MHz, CDCl5): § 0,16 et 0,26 (s, s, 6H, 6H, 2 MeSi), 0,84, 0,96 et 1,01 (s, s, s,
9H, 18 H, 9H, 4 t-Bu), 2.34 (q, 2H, J = 7,5 Hz, CH,), 4,5 et 4,7 (s, 1 H, OH), 6,44 -7,26 (m,
24H, Ar).

C NMR (75.5 MHz, CDCls): § -4,4 (Si(CH3),), 13,6(CH; du Et), 18,2 (Cq du t-Bu), 25,7
(CH; du t-Bu), 28,9 (CH,), 114,1, 114,9; 118,8, 119,5, 130,6, 130,8, 131,9 et 132,1 (CH de
CsHy), 135,5; 136,6; 137,3, 140, 6 (C=C et Curom), 153,4, 153,7 et 154,0 (Cq-O).

IR (CH,Cl,, cm™): 3433 (OH), 1604 (C=C).

pf = 65°C.

MS (EI) m/z : 560 [M]™, 545 [M-CH3]", 57 [Bu]*.

HRMS (EI, C34Hy303Si: [M]™) calculé: 560,3142, trouvé: 560,3132.

Synthése du composé ((Z)- et (E)-1-[2-(cyclopentadiényltricarbonylmanganese)-2-oxo-
ethoxy-phényl]-1,2-di(p-tert-butyldiméthylsiloxyphényl)but-1-ene (Z+E)-6: La réaction se
déroule a température ambiante sous argon. On dissout le (Z+E) 1,2 bis-[4-(tert-butyl-
dimethylsilyloxy)phényl]-1-(4-hydroxyphényl)but-1-¢ne (560,9 mg, 1 mmol) dans 1’acétone
sec (15ml) puis on ajoute le Cs,CO;3 (326 mg, 1 mmol). La solution prend une teinte violette
puis le (BrCH,CO-CsH4)Mn(CO)s (277 mg, 0,85 mmol) est dissout dans 7 ml d’acétone et
ajouté goutte-a-goutte (15 min) a la premiere solution. On agite pendant 1h. Il y a formation
progresive de précipité au cours de la réaction. On filtre le mélange réactionnel et on
I’évapore. Le mélange est purifié par CCM (plaques de gel de silice) en utilisant I’éther:
pentane 1/5. Le produit obtenu est cristallisé dans du pentane pour donner des cristaux beige
(C44H53MnO;Si1,, M= 805 g.mol'l, m= 73 mg, Rdt: 9 %).

Rf ((éther/pentane 1/5) = 0,39.

'HNMR (300 MHz,acétone-de): 8 0,12 et 0,17 (s,5,2x6 H, Me,Si),0.91 (t,3H, Me), 0,93 et
0,97 (s, s, 2 x9H,2 t-Bu), 2,44 (q, 2H, J= 7,8 Hz, CH,), 5,11 (s, 2H, OCH,), 5,21 et 5,88 (t.t,
2CH,, CsHy), 6,52, 6,67, 6,99, 7,16 (d,d,d,d,d, 2H, 2H, 2H, 4H, 2H,12H, 3CcH,).

BC NMR (75 MHz, CDCls): & -4,4 (Si (CHs),), 13,6 (CH; de I'Et), 18,2 (Cq de t-Bu), 25,7
(CHj3 de t-Bu), 28,7 (CH; de 1'Et), 71,9 (CH, de CH,CO)), 83,7 (CsHa), 87,5 (CsHy), 114,1,
118,8, 119,4, 130,6, 130, 8 et 131,8 (CHarom), 135,3-153,4 (C=C et Cyom), 191,3 (CO).

IR (CH,Cl,) : 2033 et1952 (Mn(CO)), 1681 (CO).

Pf=118°C.

MS(ESI) : m/z = 822,6 [MNH,4]".

Analyse: calcul C4Hs;MnO;Siy: C, 65, 65 ; H, 6,64. 0Trouvé : C, 64,88; H, 6,76.
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Syntheése du composé (Z+E)-5: La réaction se déroule a température ambiante sous argon.
On dissout (Z+E) 1,2 bis-[4-(tert-butyl-diméthylsilyloxy)phényl]-1-(4-hydroxyphényl)but-1-
ene (C34H4g05Si7) (281 mg, 0,5mmol) dans 1’acétone sec (5 ml) puis on ajoute le Cs,CO;
(226 mg, 0,7 mmol). La solution prend une teinte violette puis on ajoute le BrCH,CN (84 mg,
0,7 mmol) goutte-a-goutte. On agite pendant 2h. Il y a formation de précipité mauve
progresivement au cours de la réaction. On filtre le mélange réactionnel et on 1’évapore. Le
mélange est purifié par CCM en utilisant 1’éther de pétrole: dichlorométhane 3:2. Le produit
obtenu est un mélange de deux isomeres sous forme d’huile incolore CigHy9O3Si,N, M=
595,91 g/mol, m= 152 mg, n= 0,25 mmol, Rdt: 50%.

Rf (CH,Cly/éther de pétrole2/3) = 0,45.

'HNMR (300 MHz, CDCl3): § 0,26 et 0,16 (s, s, 6 H, 6H, 2 Me,Si), 0,92, 0,93 et 0,95 (s, s,
s,18 H, 9H, 9H, 4 t-Bu), 0,96 et 0,97 (t, t, 3H, 3H, 2Me), 2,41 et 2,43 (q,q, 2H, 2H, 2CH,),
4,63 et 4,78 (s, s, 2H, 2H, 2CH,CN), 6,46-7,22(m, 24H, Ar).

C NMR (300 MHz, CDCl3): § - 4,4 (C de Si(CHs),), 13,6 (CH; de I’Et), 18,2 (C, de t-Bu),
25,7 (CH3 du t-Bu), 28,7 (CH;, de I’Et), 53,7 (CH, de CH,CN), 113,2, 114,5, 118,9, 119,5
(Carom), 130,6, 131, 131,8 et 132,3( Cyom et CN), 135,5, 136,6, 137,3 et 140,7 (C=C et Cq de
CeHy), 153,53 et 153,88 (Cq-0).

IR (CH,Cl,, cm™):2029 (CN), 1603 (C=C).

Synthése du composé (Z+E)-12: La réaction se déroule a température ambiante sous argon.
On dissout Z, E- 4 (5,5 g, 9,8 mmol) dans de 1’acétone sec (120 ml) puis on ajoute le Cs,COs
(4,5 g, 13,8 mmol), ensuite on ajoute le BrCH,CO,C,Hs (2,3 g, 13,8 mmol) goutte-a-goutte.
On agite pendant 1 h. Il y a formation de précipité mauve progresivement au cours de la
réaction. On filtre le mélange réactionnel et on I’évapore. Le mélange est purifié sur colonne
de gel de silice en utilisant éther de pétrole/éther 20/1.

Composé Z-12:( CsgHs5405Si,, M= 647 g.mol'l, m= 1, 758 g, solide jaune, Rdt: 27% )

Rf (éther de pétrole /éther 10/1) = 0,39.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 8 0,11 (s, 6H, (CH3),Si), 0,15 (s, 6H, (CH3),Si), 0,91 (t, 3H, J =
7,5 Hz, CH3), 0,92 (s, 9H, t-Bu), 0,96 (s, 9H, t-Bu), 1,30 (t, 3H, J = 7,1 Hz, OCH,CH53), 2,43
(q, 2H, J = 7,5 Hz, CHy), 4,29 (q, 2H, J = 7,1 Hz, OCH,CH3), 4,63 (s, 2H, OCH>), 6,46 et
6,67 (d, d, 2H, 2H, J = 8,7 Hz, C¢H.), 6,61 et 6,92 (d, d, 2H, 2H, J = 8,6 Hz, CcH,), 6,87 et
7,13 (d, d, 2H, 2H, J = 8,8 Hz, CsH,).
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C NMR (75,5 MHz, CDCl3): & - 4,4 (Si(CH3),), 13,6 (CH3), 14,1 (OCH,CH3), 18,1 et 18,2
(Cq of t-Bu), 25,6 (CH; of t-Bu), 28,7 (CH»), 61,3 (OCH,), 65,5 (OCH,CH3), 114,2, 118,8,
119,4, 130,7 (2C) et 131,9 (CHarom), 135.4, 136,5, 137,2, 137,5, 140,8, 153.4, 153,8 et 156,4
(Cq de 3 CsH4 and C=C), 169,0 (C=0).

IR (CH,Cl,):1755,7 (CO), 1603,5 (C=C).

Pf =106°C.

MS(EI, C33Hs405Si,, [M]") calculé 646,35, trouvé 646.

Analyse: calcul: C33Hs405Si, C,70,54; H,8,41. trouvé : C,70,72; H, 8,81

Composé E-12:(CsgHs5405S1,, M= 647 g.mol'l,mz 1,442 g, huile incolore , Rdt 22,4%)

Rf (éther de pétrole /éther 10/1) = 0,52.

'H NMR (300 MHz, CD;SOCD3): § 0,12 (s, 6H, (CH3),Si), 0,18 (s, 6H, (CH3),Si), 0,85 (t,
3H, CHs), 0,89 (s, 9H, t-Bu), 0,94 (s, 9H, t-Bu), 1,14 (t, 3H, J = 7,1 Hz, OCH,CHj3), 2,35 (q,
2H, CH,), 4.10 (q, 2H, J = 7,1 Hz, OCH,CH3), 4,60 (s, 2H, OCH,), 6,54 et 6,68 (d, d, 2H, 2H,
J=8,9 Hz, CsHa), 6,63 et 6,94 (d, d, 2H, 2H, J = 8,6 Hz, CcHy), 6,82 et 7,02 (d, d, 2H, 2H, J
= 8,5 Hz, C¢Hy).

BC NMR (75,5 MHz, CD3;SOCDs): § - 4,5 (Si(CH3),), 13,3 (CH3), 13,9 (OCH,CH3), 17,9
(Cq de t-Bu), 25,5 (CH3 de t-Bu), 28,4 (CH,), 60,5 (OCH,), 64,5 (OCH,CH3), 113,3, 119,4
(20), 130,2, 130,4 et 131,3 (CHarom), 134,9, 136,0, 137,0, 137,5, 140,2, 153,0, 153,5 et 155,4
(Cq de 3 CsH4 and C=C), 168,6 (C=0).

IR (CH,CL) :1755 (CO), 1604 cm™ (C=C).

Masse MS (EI, C3gHs405S1>, [M]") calculé 646,4, trouvé 646.

Analyse: C3sHs5405S1, C, 70,54; H, 8,41. Trouvé : C, 70,58; H, 8,46.

Synthése du composé (Z-13): La réaction se déroule a — 15° C sous argon. On dissout Z-12
(647 mg, 1mmol) dans 5ml de dichlorométhane distillé, on refroidit a — 15° C puis on ajoute
le HNMe(OMe),HCI (195 mg, 2 mmol), ensuite on ajoute le Me3Al (0,8 ml, 2 mmol d’une
solution 2,5M dans le toluene) goutte-a-goutte (10 min). On agite pendant 3h30 min. On
ajoute au mélange réactionnel 50 ml de CH,Cl, La phase organique est lavée avec (2 x 30
ml) d’eau. La phase organique est séchée sur MgSOy, filtrée et évaporé Le mélange est purifié
par CCM (plaques de gel de silice) en utilisant 1’éther/éther de pétrole 2/1 comme éluant. Le
produit obtenu est un solide jaune (CsgHssNOsSiz, M= 662,02 g.mol'l, m = 474 mg, Rdt:
72%).

Rf (éther/éther de pétrole 2/1) = 0,65.
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'HNMR (300 MHz, CDCL3): 0,10 (s, 6H, (CH3),Si), 0,15 (s, 6H, (CH3),Si), 0,89 (s, 9H, CH;
de t-Bu), 0,91 (t, 3H, CHj3 de I’Et), 0,96 (s, 9H, CH3 de t-Bu), 2,44 (q, 2H, CH, de I’Et),3,25
(s,3H, CH3 de N-CH3), 3,77 (s, 3H, OCH3), 4,82 (s, 2H, CH, de OCH,), 6,45, 6,61, 6,67, 6,80
,6,92 et 7,13 (6d, 6x2H, CcHay).

C NMR (75,5 MHz, CDCl): & -4,5 (Si(CH3),), 13,6 (CH; de I’Et), 18,2 (Cq de t-Bu), 25,6
(CHj3 de t-Bu), 25,7 (CHsde NCH3), 28,7 (CH; de I’Et), 61,6 (OCH,), 65,7 (NOCH3), 114,5,
118,8, 119,4, 130,6 et 131,9 (CHyom), 135,5, 137,3, 140,7, 153,4, 153,7 et 156,9 (C=C et
Carom), 168 (C=0).

IR (CH,CL): 1692,4 (CO), 1603,7 cm™ (C=C).

Masse MS (EI, C33HssNOsSiy, [M]) calculé 661,36, trouvé 661.

Analyse: Calcul C33HssNOsSi, C,68 ,94; H, 8,37. trouvé: C, 68,65; H, 8,62.

Pt =97°C

Synthése du composé (E-13): La réaction se déroule a — 15° C sous argon. On dissout E-12
(770 mg, 1,19 mmol) dans 15 ml de dichlorométhane distillé, on refroidit a — 15° C puis on
ajoute le HNMe(OMe), HCI (464 mg, 4,76 mmol), ensuite on ajoute le MesAl (2,38 ml , 4,76
mmol) goutte-a-goutte (10 min). On agite pendant 2h30 min. On ajoute au mélange
réactionnel 100 ml de CH,Cl,, La phase organique est lavée avec (2 x 30 ml) d’eau. La phase
organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporé Le mélange est purifié par CCM on
utilisant comme €luant éther/éther de pétrole 2/1 comme €luant. Le produit obtenu est une
huile incolore (C3gHssNOsSi;, M= 662,02 g.mol'l, m= 1,07 g, Rdt: 71 %).

Rf (I’éther/éther de pétrole 2/1) = 0,50.

'HNMR (300 MHz, CDCl3): 0,16 (s,6H, (CH3),Si), 0,22 (s,6H,(CH3),Si), 0,88 (t, 3H, CH;
de I’Et), 0,92 (s, 9H, CHj3 de t-Bu), 0,96 (s, 9H, CHs de t-Bu), 2,43 (q, 2H, J = 7,2 Hz, CH, de
I’Et), 3,23 (s,3H, CHs de N-CH3), 3,7 (s, 3H, OCHs), 4,67 (s, 2H, CH,de OCH,), 6,58 et 6,72
(d, d, 2H, 2H, J = 8,7 Hz, C¢Ha), 6,64 et 6,94 (d, d, 2H, 2H, J = 8.7 Hz, C¢Hy), 6,79 et 7,06 (d,
d, 2H, 2H, J = 8,7 Hz, C¢H.).

C NMR (75,5 MHz, CDCl3): (18 - 4,4 (Si(CH3),), 13,6 (CH3), 18,1 and 18,2 (C, de t-Bu),
25,7 (CHj3 de t-Bu), 28,9 (CHy), 32,4 (NMe), 61,6 (NOMe), 65,6 (OCH,), 113,5, 119,5, 119,6,
130,6, 130,7 et 131,9 (CHaom), 135.,5, 136,8, 136,9, 137,2, 140,8, 153,7, 154,2 et 156,0 (C, de
3 CeHy et C=C), 167,0 (C=0).

IR (CH,Cl): 1692,4 (CO), 1603,7 cm™ (C=C).

MS(EI, C3sHssNOsSiy) : 661 [M]™.

Analyse: Calcul C3gHssNOsSi, C,68 ,94; H, 8,37 ; N, 2.12. trouvé: C,68,35; H, 8,47 ; N, 2,04.
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Synthése du comopsé Z-6 a partir de Z-13: La réaction se déroule sous argon, on dissout
CpMn (CO)s (735 mg, 3,6 mmol) dans 10 ml du THF anhydre. On refroidit la solution a —
70°C. Ensuite le nBuLi (1,68 ml, 2,7 mmol d’une solution 1,6 M dans I’hexane ) est ajouté (2
min). La solution est agité a — 70°C pendant 1h 30 min. La température remonte a — 30°C.
Puis une solution de Z-13 (597 mg, 0,9 mmol) dissout dans Sml de THF est ajoutée (2 min).
Le mélange est agité pendant 10 min a — 30°C. On ajoute 30 ml d’une solution HCL 1/10 N et
on enleve le bain froid. Aprés 5 min, on ajoute 30 ml d’une solution HCL 1/10 N et le
mélange est extrait avec éther 3 x 50 ml. La phase organique est lavée avec 2 x 40 ml d’eau.
La phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporé. Le mélange est purifié sur
colonne on utilisant éther de pétrole/diéthyl éther 1/2 comme éluant. Le CpMn (CO); non
réagit est élué le premier (510 mg). La seconde fraction correspond au produit attendu, solide
jaune citron (C44H53MnO+Si,, M= 804 g.mol'l, m= 160 mg, Rdt: 22%).

Rf ((éther/pentane 1:2) = 0,78.

'H NMR (300 MHz, CD;COCDs): § 0,13 (s, 6H, (CH;),Si), 0,18 (s, 6H, (CH3),Si), 0,92 (t,
3H, J = 5,6 Hz, CHj3), 0,94 (s, 9H, t-Bu), 0,97 (s, 9H, t-Bu), 2,45 (q, 2H, J = 5,6 Hz, CH,),
5,12 (s, 2H, OCHy), 5,21 (t, 2H, J = 1,7 Hz, CsHa), 5,88 (t, 2H, J = 1,7 Hz, CsH,), 6,53 et 6,73
(d, d, 2H, 2H, J = 6,4 Hz, C¢Ha), 6,68 et 6,99 (d, d, 2H, 2H, J = 6,4 Hz, C¢Hy), 6,99 et 7,17 (d,
d, 2H, 2H, J = 6,4 Hz, CcH.).

C NMR (75,5 MHz, CD3COCD3): & - 4,4 (Si(CH3),), 13,8 (CH3), 18,6 et 18,7 (Cq4 of t-Bu),
25,9 (CH;3 of t-Bu), 29,3 (CHy), 71,5 (OCH»), 85,5 et 88,3 (CH, CsHs), 90,0 (Cjp, CsHy),
115,1, 119,7, 120,3, 1313, 131,6 et 132,6 (CHyom), 136,3, 137,6, 137,8, 138,5, 141,7, 154,4,
154,8 et 157,8 (C4 de 3 CsHy et C=C), 193,3 (C=0).

IR (CH,Cly): 2033 et 1952 (Mn(CO), 1702 et 1679 cm™ (CO).

MS(CI) : m/z = 805 [MH]".

Analyse : calculé C44H53MnO;Siy: C, 65, 65; H, 6,64. Trouvé: C, 65,78; H, 6,60.

Pf =122°C.

Synthese du composé (Z+E)-1-[2-(cyclopentadiényltricarbonylmanganése)(p-
hydroxyphényl)but-1-éne, (Z)-8: Le composé Z-6 est dissout dans 10 ml d’éthanol (130 mg,
0,16 mmol). 0,2 mL de HClconc est ensuite ajouté a la solution. Le mélange est agité a 80 °C
pendant 15 min. On enléve le bain chaud, on ajoute 50 ml d’éther éthylique. La solution est
lavée avec 3 x 10 ml d’eau, puis séchée sur MgSO,. Apres filtration est évaporation, le brut
obtenu est purifié sur colonne de gel de silice avec comme éluant éther/pentane 4/1. Le
composé E-8 est obtenu sous forme de solide jaune (48 mg, Rdt = 48%).
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Rf: 0,50 (diéthyl éther/pentane 4/1).

'H NMR (300 MHz, CD;COCD3): § 0,92 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CH3), 2,45 (q, 2H, J = 7,4 Hz,
CH,), 5,10 (s, 2H, OCH»), 5,20 (t, 2H, J = 2,1 Hz, CsH.), 5,87 (t, 2H, J = 2,1 Hz, CsHy), 6,49
et 6,70 (d, d, 2H, 2H, J = 8,5 Hz, C¢Hy), 6,64 et 6,96 (d, d, 2H, 2H, J = 8,5 Hz, CcHy), 6,98 et
7,15 (d, d, 2H, 2H, J = 8,6 Hz, CsH.), 8,08 et 8,15 (s, s, OH, OH).

BC NMR (75,5 MHz, CD;COCD3): § 14,0 (CH3), = 29,8 (CH,, caché par CD;COCD3), 71,5
(OCH»), 85,5 et 88,3 (CH, CsHy), 90,0 (Ci,, CsHy), 114,2, 115,1, 115,6, 115,8, 131,3, 131,6 et
132,7 (CHaom), 134,3, 135,8, 138,2, 138,3, 141,3, 156,1, 156,5 et 157,7 (C4 des 3 C¢H, et
C=C), 193,3 (C=0), 223,0 (MnCO). En solution dans de 1’acétone, I’isomere E-8 s’isomérise
pour donner une proportion de E :Z = 58 :42.

Z-8: "H NMR (300 MHz, CDsCOCDs): & 0,87 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CH3), 2,41 (q, 2H, J = 7,4
Hz, CH»), 4,94 (s, 2H, OCH»), 5,16 (t, 2H, J = 2,1 Hz, CsHy), 5,81 (t, 2H, J = 2,1 Hz, CsH,),
6,65 et 6,81 (d, d, 2H, 2H, J = 8,8 Hz, C¢Hy), 6,65 and 6,95 (d, d, 2H, 2H, J = 8,8 Hz, CcH.),
6,82 et 7,03 (d, d, 2H, 2H, J = 8,4 Hz, C¢Ha), 8,17 et 8,31 (s, s, OH, OH).

BC NMR (75,5 MHz, CD;COCD3): § 14,0 (CH3), = 29,8 (CH,, caché par CD3;COCD3), 71,5
(OCH»), 85,5 et 88,3 (CH, CsHy), 90,0 (C;,, CsHy), 114,2, 115,1, 115,6, 115,8, 131,3, 131,6 et
132,77 (CHarom), 134,3, 136,0, 138,2, 138,3, 141,4, 156,1, 156,5 et 157,3 (Cq de 3 CsH,4 et
C=C), 193,3 (C=0), 223,0 (MnCO).

IR (CH,Cl,, v): 2033 et 1951 (MnCO), 1701 et 1682 (CO), 1608 cm™ (C=C).

Masse MS (ESI): 621 [M-H].

Pf = 120°C.

Analyse: C3;HsMnNOg.1/2 H,O calculé: C, 65,38; H, 4,25; N, 2,46. trouvé : C, 65,62; H,
4,56; N, 2,39.

Décomplexation du comopsé Z-6 par irradiation: Le composé Z-6 (45 mg, 0,05 mmol) est
dissout dans 1 mL d’éther technique et 1 mL de méthanol. Le tube contenant la solution est
placé a cdté d’une lampe UV (lampe a Hg haute pression Heraeus TQ 150 W). Apres 10 min
d’irradiation la solution devient rouge avec formation d’un précipité rouge. On filtre sur 3 mm
d’épaisseur de gel de silice contenu dans une petite colonne. On obtient une huile rouge, la

CCM révele plusieurs produits non identifiables.

Synthése du composé Z-14: La réaction se déroule sous argon, on dissout CpRe(CO); (100,6

mg, 0,3 mmol) dans 2 ml du THF anhydre. On refroidit la solution a — 70°C. Ensuite le nBuL.i
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(0,144 ml, 0,36 mmol) est ajouté (1 min). La solution est agité a — 70°C pendant 1 h. Puis une
solution de Z-13 (132 mg, 0,2 mmol) dissoute dans 3ml de THF est ajoutée (1 min). Le
mélange est agité pendant 2 h a —=70°C. On ajoute 2 ml d’une solution HCL 1/10 N et on
enleve le bain froid. Apres 5 min, on ajoute 10 ml d’une solution HCL 1/10 N et le mélange
est extrait avec diéthyl éther 3 x 15 ml. La phase organique est lavée avec 20 ml d’eau. La
phase organique est séchée sur MgSOy, filtrée et évaporé. Le mélange est purifié sur colonne
on utilisant éther/pentane 3/5 comme éluant. Le CpRe(CO); est €lué le premier. Le produit
obtenu est cristalisé dans le pentane (Cs4Hs3ReO7Si,, M= 935,26 g.mol'l, m= 46 mg, Rdt: 25
%) identifié comme isomere Z (Nguyen., 2007 a).

Rf (diéthyl ether/pentanel/2) = 0,39.

'"H NMR (300 MHz, CDCls): isomere majoritaire & 0,10 et 0,15 (s, s, 6 H, 6 H, 4 CHj3), 0,91
et 0,97 (s, s, 9H, 9H, 6 CH3), 0,93 (t, 3H CHs), 2,43 (q, 2H, CH, de I’Et), 4,8 (s, 2H, CH,CO),
5,43 (t, 2H, CsHy), 6,25(t,2H, CsHy), 6,46, 6,62, 6,68, 6,9, 6,92 et 7,16 (6d, 12H, 3 CsH,).

BC NMR (75 MHz, CDCl): isomére moritiare 8 -4,4 ( 4 CHs), 13,6 (CH3), 18,2 (C(CHs)3),
25,6 (C(CHa)3), 28,7 (CH»), 71,9 (CH,CO), 85,2, 88,9 et 92,2 (CsHy), 114,1 , 1189, 1194,
130,6, 130,9 et 131,9 (CH de C¢H,), 135,3, 136,4, 137,0, 137,9, 141,0, 153,4, 153,8 et 156,1
(C=C et C de C¢Ha), 191,3 (COCH; et CORe).

IR (CH,Cly): 2033 et 1939 (Re(CO)), 1704 et 1683 (CO), 1604 (C=C).

Masse(APCI) : m/z = 937 [M+H]".

Pf = 100°C.

Synthése du composé 9: La réaction se déroule a température ambiante sous argon. On
dissout 3, 4-diméthylphenol (2 g, 16,3 mmol) dans de I’acétone sec (40 ml) puis on ajoute le
Cs,CO;5 (7,43 g, 22.82 mmol). On ajoute ensuite le BrCH,CO,C,Hs (3,81 g, 22.82 mmol)
goutte-a-goutte. On agite pendant 1 h .Il y a formation d’un précipité blanc au cours de la
réaction. On filtre le mélange réactionnel et on I’évapore. Le produit obtenu est une huile
incolore (Ci2H;603 M= 208,25 g.mol'l, m= 3,4 g, Rdt: 100 %). Rf ((éther/éther de pétrole
1/3) =0,44.

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 1,28 (t, 3H, CH; (Et)), 2,22 et 2,18 (s, s, 3H, 3H, 2 CH3 ), 4,26
(q, 2H, CH,), 4,57 (s, 2H, OCH,), 6,63 (dd, 1H, Ce¢H3), 6,73 (d, 1H, CsH3), 7,02(d,1H, C¢H3).
C NMR (75,5 MHz, CDCLy): § 14,1 (CH; (Et), 18,8 et 20,0 (2 Me), 61,2 (OCH,), 65,6
(CH»>de I’Et), 11,5, 116.4 et 130,3 (3 CH, Ar), 129,7, 137,8 et 156,0 (3C, Ar), 196,2 (CO).

IR (CH,CL): 1745,7 cm™ (CO).
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Synthese du composé 10: La réaction se déroule a — 5° C sous argon. On dissout le composé
9 (418 mg, 2 mmol) dans Sml de dichlorométhane distillé, on refroidit a —=5° C puis on ajoute
le HNMe(OMe),HCI (390 mg, 4 mmol) puis on ajoute le Mes;Al (2 ml, 4 mmol de solution
2M dans toluene), goutte-a-goutte (5 min). On agite pendant 1h .On ajoute au mélange
réactionnel 30 ml de CH,Cl, La phase organique est lavée avec (2 x 30 ml) d’eau. La phase
organique est séchée sur MgSQOys, filtrée et évaporé, Le produit obtenu est cristallisé dans un
mélange éther/pentane pour donner des cristaux blancs (Ci,H7;NO;, M= 223,27g.m01'1, m=
426 mg, Rdt: 95%). Rf ((éther) = 0,6.

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 2,18 et 2,23 (2Me), 3,23 (s, 3H, N-CH3), 3,75 (s, 3H, OMe),
4,77 (s, 2H, OCH,), 6,66 (dd,1 H, C¢H3),6,69 (d,1 H,J= 2,4 Hz, C¢H3), 6,94 (d,1 H, J= 8,1 Hz,
CsH3).

BC NMR (75 MHz, CDCl3): § 19,0 et 20,3 (2 Me), 32,7 (CH; de N-CH3), 61,9 (CH, de
OCH3), 66,1 (CH; de NOCHj3), 111,9, 116,8, 130,5 (3CHurom), 129,7, 138,0, 156,6 (3Cyrom),
196,9 (CO).

IR (CH2Cl,): 1684 (CO).

Pf =70°C.

Synthése du composé 11: La réaction se déroule sous argon, on dissout CpMn(CO); (206
mg, 1 mmol) dans 2 ml du THF anhydre. On refroidit la solution a — 70°C. Ensuite le nBuLi (
0,170 ml, 1,2 mmol de solution 2,5 M dans 1’hexane) est ajouté (1 min). La solution est agité
a — 70°C pendant 1 h. Puis une solution de composé 10 (125 mg, 0,55 mmol) dissout dans 2
ml de THF est ajoutée (1 min). Le mélange est agité pendant 1 h 30 min a — 70°C. On ajoute 2
ml d’une solution HCL 1\10 N et on enleve le bain froid. Apres 5 min, on ajoute 10 ml d’une
solution HCL 1\10 N et le mélange est extrait avec du diéthyl éther 3 x 15 ml. La phase
organique est lavée avec 20 ml d’eau. La phase organique est séchée sur MgSQ., filtrée et
évaporé. Le produit obtenu est purifié par CCM (plaques de gel de silice) en utilisant le
diéthyl éther: éther de pétrole 1/1 comme éluant. Le CpMn(CO); est élué le premier. Le
produit obtenu est cristallisé dans le pentane pour donner des cristaux filamenteux jaunatre
(CisH16MnOs M=372 g.mol'l, m= 88 mg, Rdt: 42 %).

Rf ((éther/éther de pétrol 1/1) = 0,5.

'H NMR (300 MHz, CDCl3):7] § 2,20 et 2,24 (2Me), 4,64 (s,2H, OCH,), 4,78 (s, 2H, Cp),
5,65 (s, 2H, Cp), 6,68 (m,1H, CsHs3), 6,75 (s, 1H, C¢H3), 7,05 (d, 1H, C¢H3).
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IR (CH,Cl,): 1950,5 et 2032 Mn(CO), 1676,9 cm'l(CO).
Pf =142 °C.
Analyse: C;sH;sMnOs calculé: C, 59,03; H, 4,13. trouvé : C, 58,93; H, 3,91.

Synthése des composés 18 et 19: La réaction se déroule sous argon. On dissout CsHsH
(0,185 mL, 2,5 mmol) dans 3 ml du Et,0 sec refroidis a 0°C. Puis on ajoute goutte-a-goutte le
nBuLi (Iml d’une solution 2,5M/hexane, 2,5 mmol) (4 a Smin). La solution est agitée pendant
30 min, il se forme un précipité blanc, on arréte I’agitation et on laisse le précipité se décanter.
Apres décantation, on élimine I’éther a 1’aide d’une seringue, on redissout le précipité dans du
THF (2ml). Cette premiere solution est ajoutée goutte-a-goutte (4 a Smin) a une solution de
10 (111,5 mg, 0,5 mmol) dissout dans 2 ml de THF refroidi a 0°C. On enléve le bain froid et
on chauffe pendant 10 min a 40 °C. Puis on refroidit de nouveau a 0°C, on ajoute 5 ml d’ether
acidifié par HCL concentré. Le mélange est séché sur MgSQy, filtré et évaporé. Le brut
obtenu est purifié sur colonne de gel de silice en utilisant éther/éther de pétrolel/1 comme
éluant. On isole trois fractions. Deux fractions ont été identifiées:

La deuxieme fraction est le composé 13 (C3oH3,04, M= 456,32 g.mol’l).

Masse : (ESI) : m/z = 479,5 [MNa]", 935,9 [2MNa]".

Pf =105°C.

La troisieéme fraction est le composé 18 (C;;H;sNO,, M= 193,24 g.mol'l).

Masse: (ESI) : m/z = 211,3[MNH4]", 216,4[MNa]*,404,4 [2MNH,]", 409,7[2MNa]".

Pt =76°C.

Synthése du composé 16: La réaction se déroule sous argon. On dissout CsHsH (0,074 ml, 1
mmol) dans 2 ml du Et,O sec refroidis a 0°C. Puis on ajoute goutte-a-goutte le nBuLi (0.4 ml
d’une solution 2,5 M/hexane, 1 mmol) (4 & 5 min). La solution est agité pendant 30 min, il se
forme un précipité blanc, on arréte 1’agitation et on laisse le précipité se décanter. Apres
décantation, on élimine 1’éther a I’aide d’une seringue, on redissout le précipité dans du THF
(3 ml) et on refroidit 1¢ mélange a -50°C. Cette premiere solution est ajoutée goutte-a-goutte
(4 2 Smin) a une solution de Z-13 (132 mg, 0,2 mmol) dans du THF (2 ml, 1 min) refroidi a -
50°C. Apres 30 min d’agitation, la solution passe du jaune clair au rouge foncé. On enleve le
bain froid, on continue I’agitation pendant une heure. On verse le mélange dans I’eau (40 ml).
On ajoute une solution de HCL 1/10 N jusqu'a pH 1. Le mélange est extrait avec le diéthyl
éther (2 x 50 ml). La phase organique est séchée sur MgSOys, filtrée et évaporé. Le mélange

est purifié sur colonne de gel de silice en utilisant éther/pentane 3/2 comme €luant. Le produit
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obtenu est cristallisé dans éther /pentane pour fournir des cristaux de couleur beige de 17
(C3sH5sNOsSi, M= 662,02 g.mol”', m= 400mg, Rdt 60%).

Rf (I’éther/éther de pétrole 1/1) = 0,21.

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 0,1 (s, 6H, (CH3),Si), 0,15 (s,6H,(CH3),Si), 0,88 (s, 9H, CH; du
t-Bu), 0,92 (t, 3H, CHs de I’Et), 0,96 (s, 9H, CH3 du t-Bu), 2,42 (q, 2H, CH, de I’Et), 2,93
(d,3H, J =5,1Hz, CH; de N-CHs), 3,46 (s, H, NH), 4,52 (s, 2H, CH, du OCH,), 6,57, 6,63,
6,68, 6,88, 6,93 et 7,17 (6d, 6x2H, Cc¢Hy).

C NMR (75,5 MHz, CDCl3): & -4,5 (Si(CH3),), 13,6 (CH3 de I’Et), 18,1 (Cq du t-Bu), 25,6
(CH3 du t-Bu), 25,7 (CHs du NCH3), 28,7 (CH; de I’Et), 67,4 (OCH), 114,2, 118,8, 130,6,
130,9 et 131,8 (CHarom), 135,3, 136,4, 137,9, 141,1, 153,5, 153,8 et 156,0 (C=C et Cyom), 167
(C=0).

MS(ESI): m/z = 654 [MNa]", 649 [MNH,]".

Analyse Calcul C37Hs3NO4Si, C,70,32; H, 8,45; N, 2,22. trouvé : C, 67,55; H, 8,42; N,2,15.
Pf =94°C.

4.1.3. Syntheése du (Z+E) TPEDiOHCO**"T¢

Synthese du (Z+E) TPEDiOHCO*"Te¢: Dans un petit flacon étanche de 3 ml, on dissout 1
mg du (Z+E) TPEDiOHCOFc, 1 mg de Mn(COs)Br dans 150 pl de DMF, par la suite 150 pl
de la solution saline de pertechnétate est ajouté au mélange. Le flacon est fermé sous
atmosphere d’azote puis placé dans un bain d’huile a 150° C pendant une heure et demie. Le

mélange est purifié par CCM en utilisant acétate d’éthyle/éther de pétrole 8/2 comme éluant

pour donner (Z+E)-(1-[2-(cyclopentadiényltricarbonyl-[99“‘Tc]-technétium)(p-
hydroxyphényl)but-1-éne (TPEDiOHCO *™Tc).
Rdt : 86 %.

Rf (acétate d’éthyle/éther de pétrole 8/2)=0,8.
4.2. Etude biologique

4.2.1. Détermination de la répartition sanguine et de la stabilité in vitro du (Z+E)-

TPEDiOHCO *"T¢

La répartition sanguine de (Z+E)-TPEDiOHCO #MTe a été étudiée dans le sang de rat
héparinisé (rat Wistar femelle mature). Le sang entier (Sml) a été€ incubé avec 100 pCi de
(Z+E)-TPEDiOHCO 9mpe dans 100 pl d’éthanol pendant 30 minute, 1 h, 2 h, 3het24 ha

37 °C. 1 mL de sang est prélevé et centrifugé a 5000 trs/min pendant 5 min, puis le culot
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cellulaire et le surnageant sont séparés, comptés au compteur gamma a puits. L’acétonitrile est
ajouté au plasma pour précipiter les protéines plasmatiques (Parent et al., 2006). Ensuite une
centrifugation a 5000 trs/min a été effectuée pendant 5 min, Le sérum est alors séparé du culot
protéique et les fractions ont été de nouveau comptées. Le sérum est filtré et analysé par
CLHP.

4.2.2. Etude de la stabilité de (Z+E) TPEDIOHCO **™Tc dans le tampon phosphate

On incube (Z+E) TPEDiOHCO Pmre (100 pl, 60 uCi) purifié dans 900 pl de tampon
phosphate frais (0,1M, pH 7,4) dans un bain marie a 37°C. On préleve des aliquotes du
mélange a 30 min, 1 h, 2 h, 3 h et 24 h. Ces aliquotes sont analysés par CLHP.

4.2.3. Etude de la biodistribution in vivo

Les études de biodistribution ont été effectuées selon le réglement du conseil d’éthique
national utilisant des rats Wistar femelles matures (agés de 5-6 semaines) pesant entre 180 et
200 g. Le (Z+E) TPEDiOHCO”™Tc purifié est reconstitué dans une solution saline a 15 %
d’éthanol et injecté par la veine caudale sous une légere anesthésie par I’éther. La doses
employé pour chaque groupe d’animaux (n= 3) est 100 uCi dans un volume de 300 pl et un
seul groupe d’animaux est coinjecté avec le radiotraceur un inhibiteur cestradiol (15 pg) .A 15
min, 1h, 2 h, 3, h, 6h, 18 h et 24 h postinjection du (Z+E) TPEDiOHCOgngc, les animaux
sont sacrifiés par ponction cardiaque. Les tissus ont été prélevés, pesés et leur radioactivité a
été mesurée. Le pourcentage de dose injectée par organe (%DI) est calculé selon la
formule suivante : % DI = activité détectée par organe x100/ Activité totale injectée.
Ensuite le %DI/g de tissu est calculé comme suit: % DI/g= % dose injectée par
organe/masse de 1’organe(g). Pour chaque groupe d’animaux, les résultats sont mis sous
forme de moyenne et 1I’écart type est calculé. Les données ont été traitées par analyse de la
variance multifactorielle (ANOVA, SPSS 12.0 pour Windows) et Les différences

significatives ont été considérées en utilisant le test de student au p < 0,05.
4.2.4. Mesure du coefficient de partage

Apres avoir purifié le complexe (Z+E) TPEDIOHCO”™Tc, nous avons étudié sa
lipophilie par mesure de son coefficient de partage entre une solution aqueuse (tampon Tris-

HCI) de pH= 7,4 et une solution de n-octanol.

Le complexe pur est reconstitué avec 100 ul d’éthanol absolu. La solution est placé dans
un tube a essai. 2 ml d’une solution de n-octanol et 2 ml d’un tampon Tris-HCI (0,05 M) de

pH 7.4 sont ajoutés. Le mélange est vortexé pendant 1 min et centrifugé pendant 5 min a 5000
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rpm. Le surnageant est transvasé dans un autre tube puis vortexé avec 2 ml de tampon frais.
L’opération entiere est refaite 3 fois de suite. Apres la derniere centrifugation, les deux phases
sont pesées séparément. L’activité de chaque phase est mesurée a I’aide d’un activimetre. Le
coefficient de partage correspond au rapport entre 1’activité massique contenue dans la phase

n-octanol et celle contenue dans la phase aqueuse:

Activité dans la phase n-octanol/g

P =
Activité dans la phase tampon pH 7,4/g
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CHAPIIRE 3

Syntheése et biodistribution de (Z+E)-1-(p-
(tricarbonylcyclopentadiényl-[**"Ic[-technétium
carboxy-amino-phényl)-1,2-di(p-hydroxyphényl)-but-
1-éne (TPEDIOHNCO*™Ic)
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1. Introduction

A cause de phénomenes de résistance diis a I'utilisation prolongée du tamoxiféne, mais
aussi a ses limites thérapeutiques, il devient urgent de trouver de nouvelles molécules actives
susceptibles de le remplacer. Pour réaliser cet objectif, le groupe Chimie Médicinale et
Organométallique du Laboratoire Charles Friedel a choisi d’explorer la voie des
organométalliques pour leurs propriétés intrinseques originales. Certains organométalliques
sont susceptibles d’étre exploités en médecine, en raison par exemple de leur capacité
cytotoxique ou de I’existence d’isotopes radioactifs utilisables pour I’imagerie ou la thérapie.
Les études ont été d'abord orientées vers les analogues organométalliques de
I'hydroxytamoxiféne et les premiers composés synthétisés, sont les hydroxyferrocifenes (Top
et al., 2003; Vessicres et al., 2005).

Le résultat le plus intéressant a été obtenu sur le composé hydroxyferrocifene
FcOHTAM3 contenant la chaine aminée O(CH,);NMe,. 1l s'est montré particulierement actif
dans le cas du test avec la lignée cellulaire MDA-MB231, laquelle est connue comme une
lignée ne possédant que le récepteur B des oestrogénes. Le test a montré que FCOHTAM3 a

une activité marquante (IC50 = 0,5 uM) alors que le tamoxiféne ne présente qu’un tres faible

effet sur cette lignée (ICso = 30 uM). Ce résultat tres encourageant a amené les chercheurs du
laboratoire a examiner la possibilité d'utilisation d'autres groupes organométalliques comme
les dérivés de rhénium (Jaouen et al., 2001; Top et al., 2004), de platine (Top et al., 2003) ou
de titane (Top et al., 2002a). Ces travaux ont montré que les derivés ferrocéniques ont une
meilleure activité par rapport aux complexes des autres métaux de transition. Ces résultats
montrent clairement I'intérét potentiel des dérivés ferrrocéniques dans le traitement des
cancers du sein. Par conséquent, d’autres complexes doivent étre préparés, d’une part, pour
trouver les composés les plus actifs, et d’autre part, pour €élucider leur mécanisme d’action.
Nous avons synthétisé des nouveaux complexes organométalliques caractérisés par la

présence de la fonction amide (figure 3-1).
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Figure 3-1: Exemples des complexes organométalliques synthétisés dans le chapitre 3.

Le dérivé ferrocénique TPEdiOHNCOFc pourrait avoir une activité antiproliférative
contre le cancer du sein alors que le dérivé de technétium TPEdiOHNCO”™Tc pourrait €tre
utilisé comme agent d’imagerie. Le présent chapitre est essentiellement consacré & la synthese
et a I’étude in vivo de biodistribution de ce dernier composé. Le composé¢ TPEAiOHNCOMn

a été également synthétisé, il permet de repérer le composé TPEdiOHNCO”™Tc par HPLC.
2. Résultats et discussion

2.1. Synthese chimique
2.1.1. Synthese de Z-TPEDiOHNCOFc et de E-TPEDiOHNCOFc

Le schéma 3-1 représente la voie de syntheése des dérivés ferrocéniques Z- et E-
TPEDiOHNCOFc. Comme dans le cas du chapitre 2, la réaction de couplage de McMurry a
été utilisée pour préparer le premier précurseur. La réaction entre le 4-t-butyldimethylsiloxy-
4’ -nitro-benzophenone et le 4-(t-butyldiméthylsilyloxy)-propiophénone donne directement le
dérivé aminé TPEdiOSiNH, sous forme de mélange de deux isomeres Z et E sans traces de
dérivé nitro.

Le TPEdiOSiNH; aurait da étre préparé a partir d’aminobenzophénone mais il a été démontré
que la fonction amine de cette cétone inactive la réaction de couplage de McMurry (Pigeon et
al., 2009). Cet inconvénient a pu €tre évité en utilisant le dérivé nitro a la place. La réduction
de la fonction nitro en amine s’est faite in situ lors de la réaction de McMurry. Les deux
isomeres ont été purifiés et séparés par chromatographie sur colonne de gel de silice. Ils sont
obtenus avec des rendements de 26% pour l'isomere E et 12% pour I'isomere Z
(Iidentification Z ou E pour les deux isomeres sera explicitée plus loin). La réaction entre le
chlorure d’acide FcCOCI avec, séparément, les amines Z et E-TPEdiOSiNH; dans du CH,Cl,
en présence de la pyridine fournit 64% de I’amide Z-TPEdiOSiNCOFc et 51% de 1I’amide E-
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TPEdiOSiNCOFc. Finalement la déprotection des fonctions phénoliques a 1’aide de fluorure
de tétrabutylammonium nBusNF donne 1’amide Z-TPEdiOHNCOFc¢ avec un rendement de
80% et I'amide E-TPEdiOHNCOFc avec un rendement de 84%. Ces deux isomeres
géométriques sont sensibles & une réaction d’interconversion. L’isomere Z s’isomérise
beaucoup plus vite que I'isomere E; alors qu’il est possible d’isoler I’isomere E sous forme
pure, I’'isomere Z commence a s’isomériser des qu’il est en solution dans, par exemple, le

chloroforme. A 1’équilibre, on obtient a la fin une proportion de I’ordre de Z /E = 60/40.
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Schéma 3-1: Schéma de la synthese de Z-TPEDIOHNCOFc¢ et de E-
TPEDiOHNCOFec.

Identification de I’isomére E par analyse structurale aux rayons X
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La distinction entre les isomeres Z et E a pu étre obtenue grace a la détermination structurale
aux rayons X de I'amide E-TPEdiOSiNCOFc. La figure 3-2 montre clairement la

configuration E de cet isomere.

Figure 3-2: Présentation ORTEP de E-TPEDiOSiNCOFc¢

2.1.2. Synthese de E-TPEDiOHNCOMn

La synthese du dérivé correspondant de manganese a été effectuée seulement sur
I’isomere E. Comme dans le cas du dérivé ferrocénique, la réaction entre le chlorure d’acide
(CsH4COCHMN(CO); avec I'amines E-TPEdiOSiNH, dans CH,Cl, en présence de la
pyridine fournit I’amide E-TPEdiOSiNCOMn avec un rendement de 46% (schéma 3-2).
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Schéma 3-2: Syntheése de E-TPEdiOHNCOMn

La déprotection des fonctions phénoliques s’est fait dans ce cas dans I’éthanol avec

HClconc car T'utilisation du réactif nBuuNF n’a pas donné le bon produit. L’amide E-

TPEdiOHNCOMNn a été obtenu avec un rendement de 62%.

2.2. Synthése de ( Z+E)-TPEDIOHNCO*™T¢

Le (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc est obtenue 2 partir de son homologue férrocénique
(Z+E)-TPEDiOHNCOFc par une réaction de double transfert de ligands entre le fer et le

technétium en présence du réducteur MnCOsBr (schéma 3-3).

(Z+E)-TPEdiOHNCOFc¢

PMTcO,, 150°C, 1 h

HN—C

|
[ e

DMF, Mn(CO)<Br

HO OH

(Z+E)-TPEdiOHNCO”°™T¢
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Schéma 3-3: Synthése du (Z+E)-TPEDiOHNCO**™T¢

Dans un premier temps, nous avons utilisé le DMSO comme solvant pour la réaction

de marquage. Le rendement du marquage obtenu n’a pas dépassé les 58 % (figure 3-3).
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0.0 100.0 200.0

Figure 3-3: Radiochromatogramme du mélange réactionnel du (Z+E)-TPEDiOHNCOFc
avec *"TcO, apres 60 min de chauffage a 150° C en présence de DMSO, effectué sur gel de
silice avec de I’acétate d’éthyle et d’éther de pétrole 95/5.

Afin d’optimiser ce rendement, le solvant de départ (DMSO) a été remplacé par le

DMEF. Une amélioration du rendement de 58 % a 75 % a été observée (Tableau 3.I).

Tableau 3.I : Rendement des réactions de radiomarquage du (Z+E)-TPEDiOHNCO*™Tc en

fonction du type de solvant.

Solvant Rendement en %
Eau 0

DMSO/Eau (1/1) 50

DMF/Eau (1/1) 75
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Pour la suite du travail, le protocole de marquage avec le DMF a été adopté afin d’avoir
le meilleur rendement. Une étude sur I’effet du temps de réaction a montré que le maximum
du rendement a été obtenu apres 60 min de chauffage. Lorsque le temps de réaction dépasse
60 min, on observe I’apparition de produits secondaires.

La qualit¢é des réactions de marquage a été évaluée principalement par
radiochromatographie sur plaques de gel de silice sur lesquelles on fait migrer le mélange
réactionnel dans une phase mobile composée de 1’éther. On obtient le profil suivant apres

balayage a I’aide d’un détecteur gamma mobile (figure 3-4).

400.0

300.0]

Cnts

200.0]

100.0]

0.0 HH\HH\HHHH\‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘\HHHH‘HH\HH‘\HHHH

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0 110.0 120.0
mm

Figure 3-4: Radiochromatogramme du mélange réactionnel du (Z+E)-TPEDiOHNCOFc¢
avec 99mTcO4'aprés 60 min de chauffage a 150°C en présence de DMF, effectuée sur gel de
silice avec de I’éther comme éluant.

Le radiochromatogramme montre un pic de Ry =0,69 révélant une activité tres élevée
indiquant la formation d’un composé radioactif. Ce pic semble correspondre au (Z+E)-

TPEDiOHNCOFc marqué par le *™Tc.
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La bande, correspondant au produit marqué, a été grattée et le produit a été purifié sur
micro-colonne puis analysé par CLHP. La présence d’un seul pic intense a un temps de
rétention égal a 24,36 min témoigne d’une haute pureté radiochimique. Afin d’identifier le
produit marqué obtenu nous avons comparé son profil CLHP a celui de son analogue avec le
manganese E-TPEDiIOHNCOMNn (figure 3-5). La molécule marquée posséde un Rf proche

que celle de son analogue de manganese.
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Figure 3-5: (a) Profil CLHP du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc¢ purifié Détecteur Gamma (Gabi).
(b) Profil CLHP du E-TPEDiOHNCOMNn purifi€. Détecteur UV (A 250nm). Analyse sur colonne

C18 Shim-pack VP-ODS. Gradient d’élution (A = 0,1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min:

100% Aj; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A; 9-20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25 -30 min: 100% A.
Débit: 1 ml/min;). Température: 40°C. Temps de rétention 23,21 min.

On remarque que le composé de Tc, qui est normalement un mélange de deux isomere Z

et E, présente un signal tres fin. Il est difficile a ce stade de savoir avec certitude si ce

composé contient un seul ou deux isomeres. Etant donné la facilité du dérivé ferrocénique a

s’isomériser, il est probable que son homologue Tc existe aussi sous forme de mélange.
2.3. Etude de la stabilité de (Z+E)-TPEDiIOHNCO™™Tc dans les solvants

La stabilité de (Z+E)-TPEDiOHNC099mTc a été déterminée dans différents milieux:
eau purifiée, NaCl 0,9 % et éthanol. La pureté radiochimique est définie par CCM ou CLHP
sur des échantillons conservés a 4°C a 30 min, 1h, et 24 h apres marquage.

Apres 30 min d’incubation dans les différents milieux, le radiochromatogramme
montre le dédoublement du pic. Ce dédoublement est dii surtout a une meilleure séparation
entre les deux isomeres Z et E (figure 3-6). Que se soit dans 1’eau purifiée, dans la solution
NaCl 0,9 % ou dans I’éthanol, on observe seulement les deux pics du (Z+E)-

TPEDiOHNCO*™Tc. 1l est clair que TPEDIOHNCO’*™T¢ posséde une grande stabilité.
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Figure 3-6: Radiochromatogramme du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™T¢ apres 24 heures

d'incubation dans NaCl 0,9 % a 4°C. Analyse par CLHP sur colonne C18 Shim-pack VP-ODS. Gradient
d’élution (A = 0,1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A,;
9-20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min; Détecteur Gamma
(Gabi).Température: 40°C.

2.4. Propriétés physicochimiques du (Z+E)-TPEDIOHNCO”™Tc : Analyse in vitro

Nous avons notamment étudié la lipophilie du (Z+E)-TPEDIOHNCO”™Tc¢ par
mesure de son coefficient de partage en milieu n-octanol/Tris HCl1 pH 7,4, ainsi que sa

répartition sanguine
2.4.1. Etude du coefficient de partage
Le coefficient de partage de (Z+E)-TPEDiOHN CO”™Tc¢ n-octanol/ Tampon Tris HCI1

(0,05 M) a pH 7,4 est de 10,57 (Tableau 3.1I). Ce qui correspond & un produit lipophile

Tableau 3.II: Coefficient du partage du (Z+E)-TPEDiIOHNCO”™Tc

Traceur (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc
P= ([n-octanol]/[Tris HCI, pH 7.,4]) 10,57
Log Po/w 1.02
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2.4.2. Détermination de la répartition sanguine du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™T¢
2.4.2.1. Mesure de la fixation cellulaire

Le (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc est incubé 2 37°C sous agitation en présence du sang
total. Apres 30 min, 1 heure, 2 heures, 3 heures, 6 heures et 22 heures d’incubation, 1 ml de
sang est prélevé et centrifugé a 10000 rpm pendant 10 minutes, puis le culot cellulaire et le
surnageant sont comptés au compteur gamma. Le taux de captation cellulaire varie légérement

au cours de 22 heures d’incubation (Tableau 3.11I et figure 3-7).
2.4.2.2. Mesure de la fixation non spécifique aux protéines plasmatiques

L’acétonitrile est ajouté au plasma, on observe un précipité blanc constitué des
protéines plasmatiques auxquelles s’est potentiellement fixé (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc.
Le culot est séparé du surnageant et chaque milieu est compté au compteur gamma. Le (Z+E)-
TPEDiOHNCO*™T¢ est présent majoritairement dans le sérum et ce quelle que soit la durée
d’incubation (Tableau 3.III et figure 3-7). La fixation non spécifique aux protéines varie

légerement au cours du temps.

Tableau 3.IIT: Propriétés physico-chimiques du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc.

Temps d'incubation (heures)

0,5 1 2 3 6 22
Cellules 46,22 % 37,16 % 36,124 % 46,47 % 33,87 % 36,12 %
Plasma 53,77 % 62,83 % 63,87 % 53,52 % 66,12 % 63,87 %
Sérum 83,07 % 93,77 % 95,1 % 92,48 % 94,18 % 93,99 %
Fixation protéique 16,92 % 6,22 % 4,89 % 7,51 % 5,81 % 6,01 %
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Figure 3-7: Biodistribution sanguine in vitro de (Z+E)-TPEDIOHNCO”™Tc. Pourcentage
de liaison de (Z+E)-TPEDIOHNCO”™Tc aux cellules sanguines et aux protéines
plasmatiques en fonction de la durée d’incubation. Mesure de I’activité au compteur gamma
(Cobra).

2.5. Etude de la stabilité in vitro
2.5.1. Etude de la stabilité de (Z+E)-TPEDIOHNCO**"T¢ dans le tampon phosphate

On incube (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc¢ purifié dans 1 ml de tampon frais dans un
bain-marie a 37°C. On préleve des aliquotes du mélange a 30 min, 1 h, 2 h, 3 h et 22 h. Ces
aliquotes sont analysés par CLHP. L’analyse du radiochromatogramme aprés 30 min
d’incubation montre le dédoublement du pic du (Z+E)-TPEDiOHNC099mTc dans le tampon
phosphate (figure 3-8), le dédoublement du pic témoigne la présence des deux isomeres Z et £
du composé. Apres 24 h d’incubation a 37°C, le pourcentage de 99m Te- 1ibéré dans le milieu

reste inférieur a 5% (PRC 90%) (figure 3-9).
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Figure 3-8: Radiochromatogramme de (Z+E)-TPEDiOHNCO”™T¢ apres 30 min

d'incubation dans le tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4). Analyse par CLHP sur colonne C18 Shim-
pack VP-ODS. Gradient d’élution (A = 0.1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9
min: 75% A; 9 min: 66% A; 9-20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min;

Détecteur Gamma (Gabi). Température: 40°C.
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Figure 3-9: Radiochromatogramme de (Z+E)-TPEDiOHNCO”™T¢ apres 24 hreures

d'incubation dans le tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4). Analyse par CLHP sur colonne C18 Shim-
pack VP-ODS. Gradient d’élution (A = 0,1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9
min: 75% A; 9 min: 66% A; 9-20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min;
Détecteur Gamma (Gabi). Température: 40°C.

2.5.2. Etude de la stabilité sanguine de (Z+E)-TPEDiOHNCO*™T¢

Le (Z+E)-TPEDiOHNCO**™Tc est incubé 2 37°C sous agitation en présence du sang
total. Aprés 30 min, 1 heure, 2 heures, 3 heures, 6 heures et 22 heures d’incubation, 1 ml de
sang est prélevé et centrifugé, puis le culot cellulaire et le surnageant sont séparés.
L’acétonitrile est ajouté au plasma pour précipiter les protéines plasmatiques. Le surnageant
est séparé du culot et analysé par CLHP (figure 3-10). De facon identique a ce qu’on a
observé durant I’incubation du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc¢ avec le tampon phosphate, apres

30 min d’incubation, on observe le dédoublement du pic correspondant aux isomeres Z et E-
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TPEDiOHNCO*"Tc. Apres 24 h d’incubation & 37°C, on note la présence d’un pic qui

correspond au Tc libre mais il est minoritaire.
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Figure 3-10: Stabilité de (Z+E)-TPEDIOHNCO”™Tc dans le sang. Analyse du serum par CLHP

sur colonne C18 Shim-pack VP-ODS. Gradient d’élution (A = 0.1% CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3
min: 100% A; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A; 9 -20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A.
Débit: 1 ml/min; Détecteur Gamma (Gabi).Température: 40°C. (a) radiochromatogramme du serum apres 1
heure d’incubation (b) radiochromatogramme du serum apres 2 heures d’incubation (¢) radiochromatogramme
du serum de mammifere apres 3 heures d’incubation (d) radiochromatogramme du serum de mammifere apres

22 heures d’incubation.
2.6. Evaluation pharmacologiques: Etudes précliniques

Les expérimentations animales ont été réalisées chez des rats femelles matures
provenant de I’élevage de l'institut pasteur de Tunis en conformité avec les lois sur

I’expérimentation animale et apres validation d’un conseil d’éthique.
2.6.1. Etude de la cinétique sanguine de (Z+E)-TPEDiOHNCO”™T¢

La figure 3-11 représente la cinétique de la biotransformation de (Z+E)-
TPEDiOHNCO”™Tc. On observe une augmentation considérable de 1’activité apres 15 min
post injection puis une diminution rapide du I’activité allant de 1 heure a 3 heure. L’activité

devient faible a partir de 6h jusqu'a 22 heures.
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Figure 3-11: Cinétique sanguine de (Z+E)-TPEDiOHNCO”*™Tc. Biodistribution de la
radioactivité en % DI/g du sang chez des rats femelles a différents temps aprés injection
intraveineuse IV de (Z+E)-TPEDiOHNC099mTc; n=3 ; Dose injectée: 80 puCi.
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En se basant sur D'activit¢ du (Z+E)-T PEDiOHNCO”"Tc¢ contenue dans les
échantillons de sang murin prélevés a différents temps post-injection, la demi-vie biologique
du traceur a été estimée. La figure 3-12 représente un aspect linéaire de la décroissance des
concentrations plasmatiques de (Z+E)-TPEDIOHNCO”™Tc.

La biotransformation de (Z+E)-TPEDiOHNCO®™Tc¢ dans le sang présente une
premiere phase de métabolisme assez rapide (T a =0,58 h, T,a=0,64 h) et une phase assez
lente (Terb =5,52 h, Tyb= 71,92 h). La premiere demi-vie correspond a I'absorption cellulaire

et a I’élimination rapide. La seconde demi-vie correspond au métabolisme cellulaire.
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Figure 3-12: Représentation semi logarithmique de la variation de l’activité de (Z+E)-
TPEDiOHNCO’™Tc dans I’échantillon sanguin in vivo au cours du temps.

2.6.2. Etude de la biodistribution

Pour étudier la biodistribution de (Z+E)-TPEDiOHNC099mTc, trois rats ont été
utilisés pour chaque temps. Les concentrations de la radioactivité sont exprimées en
pourcentage de la dose injectée par organe (% DI) et par gramme de tissu (% DI/g du tissu).

La biodistribution et la variation de la rétention du (Z+E)-TPEDiOHNCO*™T¢ dans
les organes au cours du temps sont représentées par le graphique correspondant aux % DI/g

du tissu d’organe en fonction des temps de post injection (p.i.), (Tableau 3.1V, figure 3-13).
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A 15 min post injection, le taux de fixation du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™T¢ par les
ovaires est significatif (1,76+0,1 % DI/g). La fixation hépatique et la fixation pulmonaire sont
plus élevées par rapport aux autres organes (17,47 £1,8 %, 13,89+1,2 respectivement). Cette
captation pulmonaire entraine une diminution de la redistribution du radiotraceur et par

conséquent une diminution de la radioactivité dans les autres organes.
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Tableau 3.IV: Biodistribution de la radioactivité en %DI/g de tissu chez des rats femelles a différents temps apres injection intraveineuse
du (Z+E)-TPEDiOHNCO*™Tc; n=3 ; Dose injectée : 80 uCi. Les valeurs sont représentées avec €cart type.

15 min 1 heure 2 heures 3 heures 6 heures 18 heures 22 heures
Sang 1,42 +0,28 0,45 #0,09 0,20 0,14 0,05 0,001 0,04 0,02 0,02 0,00 0,004 0,001
Foie 17,47 £1,80 4,54 +0,31 27,03 1,21 12,70 0,86 5,32 +0,44 3,54 +0,30 1,00 0,119
Os 0,51 0,06 0,24 =+0,08 0,21 0,04 0,10 0,02 0,03 0,001 0,05 0,005 0,01 0,003
Muscle 0,45 0,05 0,22 0,02 0,18 +0,10 0,07 0,02 0,06 0,01 0,04 0,003 0,01 0,001
Poumons 13,89 #1,20 2,34 0,70 15,72 #1,11 4,01 0,64 0,23 +0,04 0,25 +0,03 0,07 0,006
Utérus 0,44 0,15 0,20 0,05 0,20 0,02 0,07 0,02 0,04 0,01 0,04 0,01 0,01 0,000
Ovaire 1,76 +0,10 0,42 0,03 0,45 0,08 0,13 0,01 0,12 0,02 0,06 0,01 0,02 0,002
Rein 4,32 0,15 1,48 0,31 1,44 0,22 0,41 0,02 0,47 0,03 0,26 0,02 0,11 0,011
Rate 243 #0,31 0,70 #0,13 1,23 0,14 1,51 +0,36 0,17 +0,04 0,09 +0,00 0,03 +0,005
Caeur 2,44 0,38 0,55 0,05 0,62 +0,06 0,25 0,02 0,22 0,03 0,06 0,01 0,03 0,005
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Figure 3-13 : Biodistribution de la radioactivité en %DI/g du tissu chez des rats femelles

(Z+E)-TPEDiOHNCO”™T¢; n=3 ; Dose injectée : 80 pCi.
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A 1 h post injection, la fixation du (Z+E)-TPEDIOHNCO™™Tc par les ovaires
diminue (0,42 + 0,03)%. On observe une diminution de taux de captation de (Z+E)-
TPEDiOHNCO®*™Tc¢ des différents organes étudiés. A 2 h post injection, on remarque une
nette élévation de taux de fixation de (Z+E)-TPEDIOHNCO*™Tc au niveau des poumons et
du foie (27,03 + 1,21% DI/g; 15,72+1,11 DI/g%; respectivement).

A 22 h post injection, I’activité de tous les organes est réduite, mais 1’activité au
niveau du foie reste élévée. Le (Z+E)-TPEDiIOHNCO**™Tc est éliminé par voie hépatique
vu que I’activité retrouvée au niveau du foie est la plus importante. La captation rénale n’est
pas trés importante, probablement due a la captation pulmonaire. La vessie se vide au déces
de I’animal et I’activité réelle éliminée ne peut pas étre déterminée.

Afin de vérifier si la rétention de (Z+E)-TPEDIOHNCO™™"Tc se fait via les
récepteurs d’cestrogenes (ER) nous avons utilisé 1’cestradiol pour bloquer ces derniers.

15 pg d’cestradiol ont été co-injectés avec le (Z+E)-TPEDiIOHNCO**™Tc¢ aux rats
femelles et la biodistribution a 15 min post injection a été étudiée vue que 1I’accumulation de
notre radiotraceur est maximale & ce temps. Les résultats sont illustrés dans la figure 3-14 et le

tableau 3.V.
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Figure 3-14: Comparaison de la radioactivité exprimée en % DI/g de tissu des organes des
rats femelles 15 min aprés injection intraveineuse du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc et co-
injection de 15 pg d’oestradiol. n=3; Dose injectée: 80uCi.
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Tableau 3.V: Biodistribution de la radioactivité en %DI/g de tissu chez des rats femelles a 15
min apres injection intraveineuse du (Z+E)-TPEDIOHNCO*™Tc; n=3 ; Dose injectée: 80
uCi. Les valeurs sont représentées avec écart type.

Organes 15 min 15 min inhibée*
Sang 1,42 +£0,28 1,28 0,02
Foie 17,47 1,80 17,15 0,97
Os 0,51 0,06 0,34 0,09
Muscle 0,45 0,05 0,24 0,07
Poumons 13,89 *1,20 14,00 +0,79
Utérus 0,44 0,15 0,13 0,05
Ovaire 1,76 0,10 0,25 +0,04
Rein 4,32 +0,15 1,73 0,24
Rate 2,43 0,31 2,73 0,68
Ceeur 2,44 +0,38 1,17 0,10
Ovaire\Sang 1,27 +0,32 0,19 0,03
Ovaire\Muscle 3,89 0,35 1,11 047
Utérus\Sang 0,30 +0,05 0,1 0,04
Utérus\Muscle 0,99 0,40 0,61 0,06

*2 h inhibée: co-injection de 15 pug d’oestradiol.

La fixation du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™T¢ par les organes riches en ER (utérus et
ovaires) est nettement réduite, elle passe de %DIl/g = 0,44+0,15 a 0,1320,05 pour ’utérus et
de %Dl/g = 1,760,10 a 0,25+0,04 pour les ovaires. Ceci prouve que la fixation au niveau
des ovaires et de 1'utérus se fait via les ER. Le rapport ovaires/ sang diminue de 1,27+ 0, 32 a
0,19 £0,03 alors que celui de utérus/sang diminue de 3,89 £0,35 a 1,11 +0,47. La diminution
significative d’activité a été également observée dans les os, le muscle, le rein et le cceur ou le
récepteur des oestrogenes est présent. Par contre 1’activité reste stable dans le sang, le foie, le

poumon et la rate.
3. Conclusion

Nous avons synthétisé le composé (Z+E)-TPEDIOHNCO”™Tc¢ 2 partir de son
analogue férrocénique (Z+E)-TPEDiOHNFc avec un rendement de 75 %. La biodistribution
de ce radiotraceur chez des rats femelles matures montre un maximum de fixation sélective a

15 min post injection au niveau des ovaires. Suite au blocage des ER par un exces
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d’oestradiol, le rapport ovaires/muscle diminue considérablement ce qui signifie que la

fixation de (Z+E)-TPEDiOHNCO®*™Tc¢ se fait via les RE.
4. Partie expérimentale

4.1.  Syntheses

Toutes les réactions ont été effectuées sous atmosphere d’argon. L’éther, le THF et le
toluene ont été distillés avec un mélange sodium/benzophénone. Le dichlorométhane a été
distillé avec P,Os. Les autres réactifs et solvants utilisés, tels que le DMF anhydre, sont des
produits commerciaux. Les chromatographies sur colonne ont été réalisées sur gel de silice
Merck 60 (40-63 um). Les points de fusion des produits ont été mesurés a I’aide d’un banc
Kofler. Les spectres infra-rouges ont été enregistrés sur un spectrometre IR-FT BOMEM
Michelson-100. Les analyses RMN 'H et "°C ont été effectuées sur un appareil Bruker 300
MHz. Les solvants RMN utilisés sont le chloroforme deutéré CDCl; et ’acétone-ds. Les
déplacements chimiques (8) sont mesurés en parties par millions (ppm) et les constantes de
couplage (J) sont calculées en Hertz (Hz). Les analyses élémentaires des nouveaux produits
ont été effectuées au Service de Microanalyse de I'.C.S.N. a Gif sur Yvette. La spectrométrie
de masse a été faite avec Nermag R 10-10C. Le [™TcO4]” est élué d’un générateur
Mallinckrodt Med. Inc. Inc. La purté radiochimique des composés est déterminée par CLHP
en phase inverse (C18 column, 4.6 umx250 mm, Gradient d’élution (A = 0,1% CF;COOH
/eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A; 9 -20 min:
66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25-30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min; Température: 40°C.
L’appareil est équipé d’une sonde radioactive Nal et couplée a un détecteur UV (A=254nm).
Dans ce travail, nous avons eu recourt a une instrumentation spécifique de mesure de la
radioactivité. Les plaques de chromatographie couche mince (CCM) sont lues au
radiochromatographe de type mini-GITA de Ray Test. La mesure des échantillons liquides et
solides est réalisée soit sur 1’activimetre de type CAPINTEC, INC. CRC_ 35R (pour la
mesure des grandes valeurs de radioactivité de 1’ordre de MBq). Pour le comptage des faibles
valeurs de radioactivité (dans les tissus et les organes), nous avons utilisé un compteur gamma
a puits de type CANBERRA (U.S.A.). Tout au long de ce travail, des substances radioactives
ont ét€ manipulées. Cette utilisation des éléments radioactifs a été soumise a des restrictions et
des regles particulieres du fait de leurs effets néfastes sur la santé des personnes exposées aux
radiations émises. Le matériel de radioprotection permet la manipulation de la radioactivité

tout en assurant la sécurité des individus des rayonnements ionisants. Pour simuler la dose de
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radioactivité recue lors des manipulations, il est requis d’utiliser des dosimetres personnels.

Le dosimetre utilisé est un dosimetre thermo luminescent fluoré lithium (TLD F Li).
4.1.1. Synthese de Z-TPEDiOHNCOFc et de E-TPEDIOHNCOFc¢

4-(ter-butyldiméthylsilyloxy)-propiophénone: La synthese de 4-(ter-butyl-
diméthylsilyloxy)-propiophénone a été déja décrite dans le chapitre 2.
4-t-Butyldiméthylsiloxy-4’-nitro-benzophénone: On dissout 4-hydroxy-4’-nitro-
benzophénone (2,43 g, 10 mmol) et imidazole (1,36 g) dans le DMF (15 ml). Puis on ajoute le
chloro-t-butyldiméthylsilane (1,80 g, 12 mmol) et le mélange est agité pendant 15 h. Le
mélange est versé dans 1’eau (100 ml). Le produit est extrait avec du dichlorométhane (3 x 60
ml) et la phase organique est lavée avec de I’eau (2 x 50 ml). La phase organique est séchée
sur MgSOQy, filtré et évaporé. Le produit obtenu (5,20 g) est purifié sur colonne de gel de silice
donnant 4-t-butyldiméthylsiloxy-4’-nitro-benzophénone sous forme de solide blanc (2,72 g,
Rdt: 76 %).

Rf (ether/pentane 1/4): 0,44.

'HNMR (300 MHz, CDCls): § 0,26 (s, 6H, (CH3),Si); 1,00 (s, 9H, (CH3);CSi); 6,92 et 7,75
(d, d, 2H, 2H, J = 8,6 Hz, CsH.); 7,89 et 8,33 (d, d, 2H, 2H, J = 8,8 Hz, CsH.).

BC NMR (75,5 MHz, CDCls): 8 -4,3 ((CH3),Si); 18,2 ((CH3)3CSi); 25,5 ((CH3)3CSi); 120,1
(CH, CgHy); 123,4 (CH, CsHa); 129.4 (Cy, CsHa); 130,3 (CH, CgHa); 132,4 (CH, CgHy); 143,7
(Cq, CeHa); 149,5 (Cq, CsHa); 160,9 (Cy, CsHy); 193,5 (CO).

IR (CH,Cl,, em™): 1659,5 (CO).

MS (CI) : 358.21 [M+H]*"

Pf =72°C.

Z et E-1-(p-aminophényl)-1,2-di(p-t-butyldiméthylsiloxy-phényl)-but-1-¢ne ( E- et Z-
TPEdiOSiNH2): La poudre de zinc (3,90 g, 60 mmol) est mis en suspension dans du THF
distillé (80 ml) a 0°C, le tétrachlorure de titane (TiCly )(3,30 ml, 30 mmol) est ajouté goutte a
goutte au mélange. Le mélange est chauffé a reflux pendant 2 h puis le bain chaud est retiré
pendant 10 min. On dissout la 4-t-butyldiméthylsilyl-propiophénone (1,59 g, 6 mmol) et la 4-
amino-4’-t-butyldiméthylsiloxy-benzophénone (2,14 g, 6 mmol) dans 30 ml de THF. On
ajoute ce dernier mélange dans la premiere solution contenant le réactif de McMurry. Le
mélange est port¢ de nouveau a reflux pendant 12 h. Aprés refroidissemnt a températue
ambiante, le mélange est versé dans 1’eau (200 ml). La solution est neutralisée par une
solution de K,CO3s 20% et on extrait les produits a I’éther (3 x 200 ml). La phase organique

est lavée avec de I’eau, séchée sur du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée. Le produit
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brut obtenu est purifié sur une colonne de gel de silice (éluant : éther/éther de pétrole 1/2). On
obtient deux fractions:

La premiere fraction correspond a I’isomere E-1-(p-amino-phényl)-1,2-di(p-t-
butyldiméthylsiloxy-phényl)-but-1-ene, huile jaune, 0,870 g (Rdt :26%).

Rf: 0,75 (éther/pentane 1/1).

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 8 0,14 et 0,22 (s, s, 6H, 6H, 2 (CH3),Si); 0,91 (t, 3 H, , J = 7.4
Hz, CH3); 0,96 et 1,00 (s, s, 6H, 6H, 2 (CH3)3S1); 2,42 (q, 2H, J = 7,4 Hz, CH,); 3,30 (broad
s, 2H, NH,); 6,32 et 6,64 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,6 Hz, C¢H.); 6,63 et 6,96 (d, d, 2H, 2 H, / = 8,6
Hz, CsHa); 6,78 et 7,06 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,6 Hz, C¢H.).

C NMR (75,47 MHz, CDCl3): § -4,4 (CH3Si); 13,7 (CH3); 18,2 et 18,3 (t-BuC); 25,7 (t-Bu);
28,9 ( CHy); 114,1, 119.4, 119,5, 130,5, 130,6, 130,7, 131,9 (6 CH, 3 C¢Ha); 134,0, 1359,
137,3, 137,6, 139,7, 143,9, 153,6, 153,1, (8 Cy, 3 CsHs + C=C).

IR (CH,Cl,, cm™): 3380 (NH,).

MS (EI) : 559.34 [M]", 544.36 [M-Me]".

La deuxieme fraction correspond a l’isomere Z-1-(p-amino-phényl)-1,2-di(p-t-
butyldiméthylsiloxy-phényl)-but-1-ene, huile jaune, 0,396 g (Rdt: 12%).

Rf: 0,58 (éther/pentane 1/1).

'HNMR (300 MHz, CDCl3): § 0,10 et 0,16 (s, s, 6H, 6H, 2 (CH3),Si); 0,95 (t, 3 H, , J = 7.4
Hz, CH3); 0,94 et 0,96 (s, s, 6H, 6H, 2 (CH3)3S1); 2,47 (q, 2H, J = 7,4 Hz, CHa); 3,80 (broad
s, 2H, NH,); 6,46 et 6,70 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,6 Hz, CcH.); 6,62 et 6,92 (d, d, 2H, 2 H, / = 8,6
Hz, CsHa); 6,65 et 7,01 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,5 Hz, C¢H.).

C NMR (75,47 MHz, CDCl3): § -4,4 (CH;Si); 13,7 (CH3); 18,1 et 18,2 (t-BuC); 25,7 (t-Bu);
28,8 (CHy); 114,7, 118,7, 119,4, 130,5, 130,7, 131,9 (6 CH, 3 Ce¢Ha); 134,4, 135,7, 136,9,
137,8, 140,1, 144,7, 153,3, 153,6, (8 Cy, 3 CsHy + C=C).

IR (CHoCly, cm™): 3384 (NH,).

MS (EI) : 559.43 [M]" 544.59 [M-Me]".
E-1-(p-(ferrocénylcarbonylamino-phényl)-1,2-di(p-tert-butyldiméthylsiloxyphényl)-but-
1-ene  E-TPEDiOSiNCOFc: Le chlorure d’oxalyle (2 ml) est ajouté a I’acide
ferrocénylcarboxylique FcCOOH (230 mg, 1 mmol) refroidi par un bain glacé. 5 min apres le
bain glacé est enlevé et la solution est agitée pendant 3 h a temperature ambiante. L’exces du
chlorure d’oxalyle est éliminé par aspiration sous vide. Le chlorure d’acide formé est
redissout dans du dichlorométhane (4 ml) et le mélange obtenu est ajouté a une solution de 1-

(p-amino-phenyl)-1,2-di(p-t-butyldimethylsiloxy-phenyl)-but-1-ene ( 130 mg, 0,3 mmol) et
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de pyridine (79 mg, 1 mmol) dans du dichlorométhane (4 ml). Le mélange est agité pendant
1.30 h puis versé dans I’eau (40 ml). Le mélange est extrait avec du dichlorométhane (2 x 40
ml). La phase organique est lavée a I’eau (40 ml), sechée sur du sulfate de magnesium, filtrée
et évaporée. Le produit est purifié sur colonne de gel de silice en utilisant comme éluant
CH,Cly/éther de pétrole  3/1.  1-(p-(ferrocénylcarbonylamino-phényl)-1,2-di(p-tert-
butyldiméthylsiloxyphényl)-but-1-¢ne E-TPEDiOSiNCOFc est obtenu sous forme de solide
orange (90 mg, Rdt: 51%).

Rf: 0,66 (ether/pentane 1/1).

'"HNMR (300 MHz, CDCl3): § 0,16 et 0,22 (s, s, 6H, 6H, 2 (CH3),Si); 0,93 (t, 3 H, J = 7,4
Hz, CH3); 0,95 et 1,00 (s, s, 6H, 6H, 2 (CH3)3Si1); 2,46 (q, 2H, J = 7,4 Hz, CH»); 4,23 (s, 5H,
Cp), 4,39 et 4,73 (broad s, broad s, 2H, 2H, CsH,); 6,66 et 6,83 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,5 Hz,
CeHa); 6,81 et 6,97 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,5 Hz, C¢Ha); 7,08 et 7,23 (d, d, 2H, 2H, J = 8,5 Hz,
CeHuN).

C NMR (75,47 MHz, CDCls): § -4,4 (CH3Si); 13,6 (CH3); 18,2 et 18,3 (t-BuC); 25,7 (t-Bu);
29,0 ( CHy); 68,5 (2 CH, CsHy); 70,2 (Cp); 71,2 (2 CH, CsHy); 118,6, 119,6, 119,7, 130,6,
130,7, 131,6 (6 CH, 3 CsH,4); 135,4, 135,35 136,7, 137,3, 139,4, 141,3, 153,8, 154,3 (8 Cy, 3
CesHs + C=C), 168,2 (CO).

IR (CH,Cl, em™): 1671 (CO).

MS (EI) : 771,24 [M]", 714,26 [M-tBu]".

Analyse: C4sHs7FeNO;Si, calculé: C, 70,01; H, 7,44; N, 1,81. trouvé : C, 70,05; H, 7,39; N,
1,72.

Pf = 148°C (éther/hexane).

La configuration E de cet isomere a été déterminée par analyse structurale aux rayons X.
Z-1-(p-(ferrocenylcarbonylamino-phenyl)-1,2-di(p-tert-butyldimethylsiloxyphenyl)-but-
1-ene Z-TPEDiOSiNCOFc: Le chlorure d’oxalyle (3 ml) est ajouté a 1’acide
ferrocénylcarboxylique FcCOOH (460 mg, 2 mmol) refroidi par un bain glacé. 5 min apres le
bain glacé est enlevé et la solution est agité pendant 3 h a température ambiante. L’exces du
chlorure d’oxalyle est enlevé par aspiration sous vide. Le chlorure d’acide formé est redissout
dans du dichloromethane (8 ml) et le mélange obtenu est ajouté a une solution de 1-(p-amino-
phényl)-1,2-di(p-t-butyldiméthylsiloxy-phényl)-but-1-éne (423 mg, 0,75 mmol) et de pyridine
(158 mg, 2 mmol) dans du dichlorométhane (8 ml). Le mélange est agité pendant 1,30 h puis
versé dans 50 ml de dichlorométhane. La solution est lavée a 1’eau (2 x 30 ml), sechée sur du
sulfate de magnesium, filtrée et évaporée. Le produit est purifié sur colonne de gel de silice en
utilisant comme éluant CH,Cl,/éther de pétrole 2/1. 1-(p-(ferrocénylcarbonylamino-phényl)-
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1,2-di(p-tert-butyldiméthylsiloxyphényl)-but-1-¢ne ~ Z-TPEDiOSiNCOFc¢ est obtenu sous
forme d’un solide orange (372 mg, Rdt: 64%).

Rf: 0,53 (éther/pentane 1/1).

IR (CH,Clp, em™): 1671 (CO).

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 0,11et 0,17 (s, s, 6H, 6H, 2 (CH3),Si); 0,92 et 0,96 (s, s, 6H,
6H, 2 (CHj3)3S1); 0,95 (caché par le signal du (CHs3);Si), CHas); 2,51 (q, 2 H, J = 7,5 Hz, CH,);
4,31 (s, SH, Cp), 4,45 et 4,81 (s largee, s large, 2H, 2H, CsHy); 6,47 et 6,70 (d, d, 2H, 2 H, J =
8,6 Hz, C¢Ha); 6,63 et 6,94 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,6 Hz, CsH.); 7,21 et 7,56 (d, d, 2H, 2H, J =
8,3 Hz, CcHuN).

BC NMR (75,47 MHz, CDCls): & -4,4 (CH;3Si); 13,7 (CH3); 18,1 et18,2 (t-BuC); 25,7 (t-Bu);
28,8 ( CH»); 68,3 (2 CH, CsHy); 70,0 (Cp); 70,9 (2 CH, CsHy); 76,3 (Cip, CsHy); 118,9, 119,5,
130,2, 130,7, 131,9 (6 CH, 3 C¢Hy); 135,3, 136,3, 136,5, 137,2, 139,9, 141,1, 153,5, 153,8, (8
Cq, 3 CgHs + C=C), 168,7 (CO).

MS (CI) : 772,47 [M+H]"

Analyse: C45Hs7FeNO;Si, calculé: C, 70,01; H, 7,44; N, 1,81. trouvé : C, 70,05; H, 7,39; N,
1,72.

Pf = 182°C.
E-1-(p-(ferrocénylcarbonylamino-phényl)-1,2-di(p-hydroxyphényl)-but-1-ene E-
TPEDiOHNCOFc: On dissout le E-1-(p-(ferrocénylcarbonylamino-phényl)-1,2-di(p-tert-
butyldiméthylsiloxyphényl)-but-1-éne (90 mg, 0,12 mmol) dans du THF (3 ml). 0,15 ml (0,15
mmol) de nBuwNF (solution 1M dans THF) est ajouté. Apres 15 min d’agitation, le mélange
est évaporé. Le produit est redissout dans 1 ml de méthanol et 2 ml de dichlorométhane et
purifié sur colonne de gel de silice en utilisant comme éluant dichlorométhane/éther 3/1. E-1-
(p-(ferrocénylcarbonylamino-phényl)-1,2-di(p-hydroxyphényl)-but-1-eéne ~ est obtenu sous
forme de solide orange (55 mg, Rdt:84%).

Rf : 0,67 (CH,Cly/ether 2/1).

'HNMR (300 MHz, CD;COCDs): § 0,93 (s, 3H, J = 7,4 Hz, CH3); 2,46 (q, 2H, J = 7,4 Hz,
CH,); 4,19 (s, 5H, Cp), 4,37 et 4,90 (t, t, 2H, 2H, J = 1,9 Hz, CsHa,); 6,67 et 6,84 (d, d, 2H, 2
H, J = 8,7 Hz, C¢Hy); 6,82 et 6,99 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,6 Hz, CcHa); 7,06 et 7,40 (d, d, 2H,
2H, J = 8,6 Hz, C¢H4N); 8,70 (s, 1H, NH).

C NMR (75,47 MHz, CD;COCD3): § 15,6 (CH3); 29,5 ( CHy); 69,3 (2 CH, CsHy); 70,4
(Cp); 71,4 (2 CH, CsHy); 77,8 (Cip, CsHa); 115,6, 115,8, 119,7, 131,4, 131,6, 131,8 (6 CH, 3
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CeHy); 134,3, 136,0, 137,8, 138,5, 139,9, 141,7, 156,6, 157,0, (8 C4, 3 CsHy + C=C), 168,8
(CO).

L’isomere E s’isomérise progressivement dans I’acétone pour donner a la fin une proportion
de E/Z = 60/40.

IR (CH,Cl,, cm™): 1671 (CO).

MS (EI) : 543,18 [MH]"".

CLHP: Tr = 3,80 (Kromasil C18, 10 microns, 4,6x250 mm, CH3;CN/H,O = 80/20, 1ml/min)

Z-1-(p-(ferrocénylcarbonylamino-phényl)-1,2-di(p-hydroxyphényl)-but-1-éne Z-
TPEDIiOHNCOFc: On dissout le Z-1-(p-(ferrocénylcarbonylamino-phényl)-1,2-di(p-tert-
butyldiméthylsiloxyphényl)-but-1-¢ne (175 mg, 0,23 mmol) dans du THF (6 ml). 0,50 ml
(0,50 mmol) de nBuyNF (solution 1M dans THF) est ajouté. Apres 15 min d’agitation, 30 ml
de méthanol et 130 ml d’acétate d’éthyle sont ajoutés. La solution est lavée avec de I’eau (2 x
30 ml), séchée sur MgSOy, filtrée et évaporée. On obtient une huile orange qui abandonne des
cristaux orange apres une nuit a température ambiante. Apres élimination de 1’huile restante
par lavage avec un mélange éther/pentane, on obtient le Z-1-(p-(ferrocénylcarbonylamino-
phényl)-1,2-di(p-hydroxyphényl)-but-1-e¢ne pratiquement pur sous forme de cristaux orange
(100 mg, Rdt: 80%).

Rf : 0,53 (CH,Cly/ether 2/1).

'HNMR (300 MHz, CDsCOCD3): § 0,92 (s, 3H, J = 7,4 Hz, CH3); 2,46 (q, 2H, J = 7,4 Hz,
CH,); 4,24 (s, 5H, Cp), 4,42 and 4,96 (t, t, 2H, 2H, J = 1,9 Hz, CsHy); 6,52 et 6,73 (d, d, 2H, 2
H, J = 8,7 Hz, C¢Hy); 6,65 et 6,98 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,7 Hz, C¢Hy); 7,16 et 7,74 (d, d, 2H,
2H, J = 8,6 Hz, CcH4N); 8,88 (s, 1H, NH).

BC NMR (75,47 MHz, CD;COCDs): § 13,3 (CH3); 29,5 ( CHy); 68,7 (2 CH, CsHy); 69,8
(Cp); 70,7 (2 CH, CsHa); 77,1 (Cjp, CsHy); 114,4, 114,9, 119,8, 129,7, 130,9, 132,1 (6 CH, 3
CeHy); 133,6, 135,1, 137,8, 138,1, 139,5, 140,6, 155,5, 155.8, (8 Cy, 3 Ce¢Hy + C=C), 168,5
(CO).

IR (CH,Cly, em™): 1670 (CO).

MS (CI) : 544,25 [M+H] "

Analyse: C33HoFeNO3.1/2H,0 calculé: C, 71,75; H, 5,47; N, 2,39. trouvé : C, 72,03; H,
5,51; N, 2,45.

CLHP: Tr= 4,36 min (Kromasil C18, 10 microns, 4,6x250 mm, CH3;CN/H,O = 80/20,

1ml/min).
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4.1.2. Synthése du E-1-(p-(tricarbonylcyclopentadiénylmanganése carboxy-amino-

phényl)-1,2-di(p-hydroxyphényl)-but-1-¢ne (E-TPEDiOHNCOMn)

E-1-(p-(tricarbonylcyclopentadiénylmanganése carboxy-amino-phényl)-1,2-di(p-tert-
butyldiméthylsiloxyphényl)-but-1-éne E-TPEDiOSiNCOMn : Le chlorure d’oxalyle (2 m)
est ajouté a I’acide tricarbonylcyclopentadiénylmanganese carboxylique
(CsH4,COOH)Mn(CO);3 (400 mg, 1,61 mmol). Le mélange est chauffé & 40°C pendant 2 h.
L’exces du chlorure d’oxalyle est enlevé par aspiration sous vide. Le chlorure d’acide formé
est redissout dans du dichloromethane (5 ml) et le mélange obtenu est ajouté a une solution de
E-1-(p-amino-phenyl)-1,2-di(p-t-butyldimethylsiloxy-phenyl)-but-1-ene ( 190 mg, 0,34
mmol) et de pyridine (79 mg, 1 mmol) dans du dichlorométhane (5 ml). Le mélange est agité
pendant 2 h puis versé dans I’eau (50 ml). Le mélange est extrait avec du dichlorométhane (3
x 40 ml). La phase organique est lavée a 1’eau (40 ml), sechée sur sulfate de magnesium,
filtrée et évaporée. Le produit est purifié sur colonne de gel de silice en utilisant comme
€luant éther/éther de pétrole 1/1. E-1-(p-(tricarbonylcyclopentadiénylmanganese carboxy-
amino-phényl)-1,2-di(p-tert-butyldiméthylsiloxyphényl)-but-1-ene E-TPEDiOSiNCOMn est
obtenu sous forme d’huile jaune (123 mg, Rdt: 46%).

IR (CH,Cl,, cm™): 2030 (MnCO), 1948 (MnCO), 1682 (NHCO).

Le produit est utilisé tel quel pour la prochaine étape.
E-1-(p-(tricarbonylcyclopentadiénylmanganése carboxy-amino-phényl)-1,2-di(p-
hydroxyphényl)-but-1-ene  (E-TPEDiOHNCOMn): On  dissout le  E-1-(p-
tricarbonylcyclopentadiénylmanganése carboxy-amino-phényl)-1,2-di(p-tert-
butyldimeéthylsiloxyphényl)-but-1-éne (110 mg, 0,14 mmol) dans 5 ml d’ éthanol. 0,1 ml de
HClconc est ajouté dans la solution. La solution est chauffée a 70 °C pendant 20 min. On
enleve le bain chaud et on ajoute 50 ml d’éther. Le mélange est lavé avec de I’eau, séché sous
MgSO,, filtré et évaporé. Le produit brut est purifié sur colonne de gel de silice en utilisant
comme  éluant  éther/éther de  pétrole  4/1. On obtient le  E-1-(p-
tricarbonylcyclopentadiénylmanganése carboxy-amino-phényl)-1,2-di(p-hydroxyphényl)-but-
1-éne sous forme de solide jaune (80 mg, Rdt: 62%).

pf= 142°C (éther/hexane).

Rf: 0,71 (éther).

'HNMR (400 MHz, CD;COCD3): § 0,92 (s, 3H, J = 5,5 Hz, CH3); 2,46 (q, 2H, J = 5,5 Hz,
CH>); 5,06 (s, 2H, CsHa), 5,74 (s, 2H, CsHy), 6,65 et 6,83 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,7 Hz, C¢Hy);
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6,83 et 6,97 (d, d, 2H, 2 H, J = 8,7 Hz, CcHa); 7,05 et 7,35 (d, d, 2H, 2H, J = 8,6 Hz, CsHaN);
8,18 et 8,34 (s, s, 1H, 1H, 2 OH); 9,01 (s, 1H, NH).

C NMR (100 MHz, CD3COCD3): § 13,8 (CHs); 29,9 ( CH,); 84,4 (2 CH, CsHy); 86,4 (2
CH, CsHy); 92.7 (C;p, CsHy); 115,5, 115,7, 119,8, 131,2, 131,5, 131,7 (6 CH, 3 C¢H,); 1341,
135,7, 136,8, 138,2, 140,6, 141,9, 156,5, 1569, (8 Cy, 3 C¢Hs + C=C), 162,1 (CO).

IR (CH,Cl) : 2030 et 1938 (Mn(CO)), 1732 et 1682 (CO).

MS (EI): 561,12 [MH]"™ 477,22 [M-3COJ".

Analyse: C31H24MnNOg.1/2H,0 calculé: C, 65,38; H, 4,25; N, 2,46. trouvé: C, 65,62; H,
4,56; N, 2,39.

CLHP: Tr = 3,90 (colonne Kromasil C18, 10 microns, 4,6x250 mm, CH3CN/H,O = 80/20,
1ml/min).

CLHP: Tr =23,21 min [colonne C18 Shim-pack VP-ODS; gradient d’élution (A = 0,1%
CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A; 9-
20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25 -30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min) ; température:
40°C].

4.1.3. Syntheése de (Z+E-TPEDiOHNCO *"T¢)

Dans un petit flacon étanche de 3 ml, on dissout 1 mg de Z -1-(p-
(ferrocénylcarbonylamino-phényl)-1,2-di(p-hydroxyphényl)-but-1-¢ne (Z+E-
TPEDiOHNCOF¢c¢), 1 mg de Mn(COs)Br dans 150 pl de DMF. Puis, 150 pL de la solution
saline de pertechnétate de sodium est ajouté au mélange. Le flacon est fermé sous atmosphere
d’azote puis placé dans un bain d’huile a 150° C pendant une heure. Le mélange est purifié
par CCM en utilisant [I’éther comme éluant pour donner le (Z+E)-1-(p-
(tricarbonylcyclopentadiényl- [*™Tc]-technétium carboxy-amino-phényl)-1,2-di(p-
hydroxyphenyl)-but-1-gne (Z+E-TPEDiOHNCO **"T¢) (Rdt:70-75 %).

Rf = 0,69 (éther).

CLHP: Tr=24,36 min [colonne C18 Shim-pack VP-ODS; gradient d’élution (A = 0,1%
CF;COOH /eau ultra pure, B = MeOH): 0-3 min: 100% A; 3-9 min: 75% A; 9 min: 66% A; 9-
20 min: 66%—0% A; 20-25 min: 0% A; 25 -30 min: 100% A. Débit: 1 ml/min) ; température:
40°C].

4.2. Etude biologique

4.2.1. Détermination de la répartition sanguine et de la stabilité in vitro du (Z+E)-

TPEDIiOHNCO *™T¢
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La répartition sanguine de (Z+E)-TPEDiOHNCO PmTe a été étudiée dans le sang de
rat héparinisé (rat Wistar femelle mature). Le sang entier (5ml) a été incubé avec 70 uCi de
(Z+E)-TPEDiOHNCO **™Tc¢ dans 100 pl d’éthanol pendant 30 minutes, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h et
22 h a37°C. 1 ml de sang est prélevé et centrifugé a 5000 trs/min pendant 5 min, puis le culot
cellulaire et le surnagent sont séparés, comptés au compteur gamma a puits. L’acétonitrile est
ajouté au plasma pour précipiter les protéines plasmatiques (Parent et al., 2006). Ensuite une
centrifugation a 5000 trs/min a été effectuée pendant 5 min, Le sérum est alors séparé du culot
protéique et les fractions ont été de nouveau comptées. Le sérum est filtré et analysé par

CLHP.
4.2.2. Etude de la stabilité de (Z+E)-TPEDIOHNCO *™Tc dans le tampon phosphate

On incube (Z+E)-TPEDiOHNCO *™Tc (100 pl, 50 pCi) purifié dans 900 pl de tampon
phosphate frais (0,1M, pH 7,4) dans un bain marie a 37°C. On préleve des aliquotes du
mélange a 30 minutes, 1 h, 2 h, 3 h et 24 h. Ces aliquotes sont analysés par CLHP.

4.2.3. Etude de la biodistribution in vivo

Les études de biodistribution ont été effectuées selon le réglement du conseil d’éthique
national utilisant des rats Wistar femelles matures (agés de 5-6 semaines) pesant entre 180 et
200 g. Le (Z+E)-TPEDiOHN CO”™T¢ purifié est reconstitué dans une solution saline a 15 %
d’éthanol et injecté par la veine caudale sous une 1égere anesthésie par 1’éther diéthylique. La
dose employée pour chaque groupe d’animaux (n= 3) est de 80 uCi dans un volume de 300 ul
et un seul groupe d’animaux est coinjecté avec le radiotraceur, un inhibiteur d’cestradiol (15
pg). A 15 minutes, 1h, 2 h, 3, h, 6h, 18 h et 22 h postinjection du (Z+E)-
TPEDiOHNCO”™T¢, les animaux sont sacrifiés par ponction cardiaque. Les tissus ont été
prélevés, pesés et leur radioactivité a été mesurée. Le pourcentage de dose injectée par
organe (%DI) est calculé selon la formule suivante : % DI = activité détectée par organe
x100/ Activité totale injectée. Ensuite le %DI/g de tissu est calculé comme suit : % DI/g=
% dose injectée par organe/masse de 1’organe(g). Pour chaque groupe d’animaux, les
résultats sont mis sous forme de moyenne et 1’écart type est calculé. Les données ont été
traitées par analyse de la variance multifactorielle (ANOVA, SPSS 12.0 pour Windows) et les

différences significatives ont été considérées utilisant le test de student au p < 0,05.

4.2.4. Mesure du coefficient de partage
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Apres avoir purifié le complexe (Z+E) TPEDIOHNCO”™Tc, nous avons étudié sa
lipophilie par mesure de son coefficient de partage entre une solution aqueuse (tampon Tris-
HCl) de pH= 7,4 et une solution de n-octanol. La méthode de mesure du coefficient de

partage a été déja décrite dans le chapitre 2.
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CHAPITRE 4

Synthese et biodistribution de \N-[4-nitro-3-
trifluorométhyl-phnyl]-[mIc|-
technétiumcyclopentadiényltricarbonyl-
carboxamide (NF*™Ic)
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1. Introduction

Le cancer de la prostate (CaP) est actuellement le cancer le plus commun chez les
hommes et le second en terme du nombre de déces chez I’homme devant le cancer du poumon
(Jemal et al., 2009). En 2009 aux USA, 27,360 décés étaient attendus. La probabilité de
développer un cancer de la prostate entre la naissance et le déces est de 1/6. Son incidence est
approximativement 85.000 en Europe (Bray et al., 2002) et 25.000 en France (Menegoz et
al.,1997). La testostérone est le principal androgene circulant. Cette hormone masculine
intervient, directement ou par I’intermédiaire de sa bioconversion en un androgene plus
puissant, la dihydrotestostérone (DHT), pour le développement et maintien des cellules de la
prostate normales Le mécanisme d’action des androgénes se fait via le récepteur des
androgeénes (AR) ( Ross et al., 1998; Rokhlin et al., 2005; Coffey et al., 2002). Chez les
hommes adultes, il a été clairement établi que les androgenes jouent un rdle majeur dans les
désordres prostatiques, tels que I’hypertrophie bénigne de la prostate (BPH) et le cancer de la
prostate (Sciarra et al., 1990). Le cancer de la prostate peut étre dépendant ou indépendant des
hormones méles, mais la plupart d’entre eux sont hormono-dépendants. Sa thérapie est plus
efficace lorsque le cancer est diagnostiqué a un stade précoce (Labrie et al., 2004). Le
dépistage du CaP repose sur des tests complémentaires incluant un test sanguin afin de doser
I’ Antigene Spécifique de la Prostate (PSA), un toucher rectal, et un diagnostic issu d’un
examen par imagerie révélant les anomalies de la glande prostatique. Que la maladie ait une
progression lente ou agressive, elle ne peut étre détectée de fagcon certaine qu’avec une
biopsie. Cependant ce carcinome est souvent asymptomatique, et une technique de
diagnostique fiable est requise. En effet, une évaluation précise de 1’étendue du cancer est
d’importance fondamentale pour choisir une option thérapeutique appropriée. Actuellement,
des nouvelles méthodes de diagnostique telles que 1’imagerie par résonance magnétique
(IRM), ultra sons et tomographie par émission des positrons (TEP) ont été développées pour
I’'imagerie du cancer de la prostate. La TEP, utilisant des radio-isotopes émetteurs ("), fut un
temps considéré comme prometteuse (DeGardo et al., 2006; Hara et al., 2002; Jacobson et al.,
2005; Parent et al., 2006; Parent et al., 2007; Reske et al., 2006). Cependant cette technique
d’imagerie a ses limites due a la difficulté de production des isotopes €émetteurs de position de
courte demi vie et la nécessité d’une instrumentation lourde. En effet, a la différence de la

grande majorité des autres tumeurs, il n’y a pas, a ce jour de méthode d’imagerie permettant
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une cartographie fiable du cancer dans la prostate. Ceci reste un défi pour 'imagerie. Le
développement des radiotraceurs marqués au PMTe et utilisés comme agents d’imagerie en
tomographie a émission monophotonique (TEMP) fournirait une alternative pour les hopitaux
équipés de TEMP caméra. A notre connaissance, peu de composés ont été marqués au 9mTe
pour leur éventuelle utilisation en imagerie du cancer de la prostate (Das et al., 2006; He et
al., 2009).

Dans ce chapitre, nous abordons le probleme de I’imagerie en synthétisant un nouveau
dérivé organométallique de la flutamide marquée au Tc-99m, NF*"Tc¢ (figure 4-1). La
flutamide est un anti-androgéne non stéroidien, médicament utilisé contre le cancer de la
prostate. L utilisation du **™Tc comme radioélément semble étre un choix judicieux. En effet,
le temps de sa demi-vie physique et ses propriétés physico-chimiques s’averent bien adaptés
aux exigences de nombreuses études de diagnostic. NF”*™Tc a été préparé selon la réaction
d’échange de ligands a partir son analogue ferrocénique NFFe. L’identification du NF**™Tc¢ a
été réalisée par comparaison avec son analogue rhénié NFRe. NFFe et NFRe ont été préparés

par S. Masi (Dallagi et al., 2010).

OZNQ 0 OZNQ 0 ON 0
F.,C N)H/ F.C N)k© Ij\ )K@
’ H 3 H ‘ FC N
Fe |
99MTe(CO
Flutamide NFFe @ €(CO)

NF¥"Te (M = P™Tc)
NFRe (M =Re)

Figure 4-1: Flutamide, NFFe, NF**"Tc et NFRe.

2. Résultats et discussion

2.1. Synthese Chimique
2.1.1. Syntheése du NFFe

Le N-[4-nitro-3-trifluorométhyl-phényl]-ferrocenecarboxamide (NFFe) est obtenu en
faisant réagir le 4-nitro-3-trifluorométhyl-aniline avec le chlorure d’acide du ferrocene
préparé a partir de I’acide ferrocénylcarboxylique par réaction avec le chlorure d’oxalyle

(Schéma 4-1).
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Schéma 4-1 : Synthese du NFFe.

Le NFFe purifié est un solide orange, le rendement de la synthese est de 75 %.
2.1.2 Syntheése du NFRe

N-[4-nitro-3-trifluorométhyl-phényl]-rhéniumcyclopentadiényltricarbonyl-
carboxamide (NFRe) peut étre préparé selon le méme schéma réactionnel de la syntheése du
NFFe mais la réaction d’échange entre NFFe et [Re(CO)g]"[BF,4] a été choisie (Top et al.,
2002) parce que, premicrement, cette réaction évite la synthese de l'acide
cyclopentadiényltricarbonylrhéniumcarboxylique et, deuxicmement, elle peut étre employée
comme modele pour la préparation des composés du technétium (Masi et al., 2004). Ainsi, on
chauffe le NFFe avec [Re(CO)s]"[BF,] dans du DMSO pendant 35 min a 160° C. NFRe est

obtenu avec un rendement de 20 % (Schéma 4-2).

OoN ON
j@ T Re(COIBF :@ i
F - k( ) " RC N
SC H . 3 H
Fe

DMSO, 160°C, 35 min

RG(CO)3
NFFe @ NFRe

Schéma 4-2: Syntheése du NFRe.

Il a été démontré que la premiere étape de la réaction est la substitution du 3 CO de
[Re(CO)s]"[BF4] par le DMSO pour produire fac-[Re(DMSO);(CO)s]* qui réagit plus tard
avec un dérivé ferrocénique ( Masi et al., 2004). 11 est évident que fac-[Re(DMSO);(CO);]*
est similaire au réactif d’Alberto fac—[gngc(H20)3(CO)3]+. Par conséquent, la réaction

d’échange entre fac-[*™T c(H,0)3(CO);]" et NFFe devrait fonctionner de la méme maniére.

2.2. Synthése du NF**"Tc

Le cyclopentadiényltricarbonyltechnétium N-[4-nitro-3-trifluorométhyl-phényl]
carboxamide (NF”*™Tc¢) a été préparé sous la forme de *™Tc a partir de son homologue
ferrocénique, le N-[4-nitro-3-trifluorométhyl-phényl]-ferrocénecarboxamide (NFFe) (schéma
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4-3) en utilisant le réactif d’Alberto [**"Tc(H,0)3(CO)3]* (Spradau et al., 1999; Spradau and.
Katzenellenbogen., 1998; Minutolo and Katzenellenbogen., 1999; Masi et al.,, 2004). Ce
réactif préparé par Alberto et al (Alberto et al., 2001; Alberto., 2007), est un précurseur
polyvalent pour la syntheése d’une nouvelle classe de radiopharmaceutiques (Alberto et al.,
2009; Alberto et al., 1999; Van Staveren et al, 2004.; Miiller et al, 2007; Biechlin et al.,
2008).

OzNI:L 0 [T e(H,0)5(CO)s]* O2NI> 0
F5C )k@ FsC )k@

Solvant, 150°C, pH N

|
@ Solvant: DMSO/H,0: 1/1 #NT(CO);3
NFFe DMF/H,0: 1/1 NF¥"mTc
pH=1-11

Schéma 4-3: Synthese du NF*™T¢

L’activité spécifique du 99MTe est tres élevée, la caractérisation du composé technétié
n’est possible que par CLHP et par comparaison avec le composé de rhénium utilisé comme

référence.
2.2.1. Optimisation de la réaction de radiomarquage

150 pl de solution aqueuse de [*™Tc(H,0)3(CO)s]*, préparé via la procédure
d’ Alberto (Alberto et al., 2001; Wald et al., 2001), sont ajoutés a une solution de NFFe dans
le DMSO (10 > mM) a pH 7. Le mélange est chauffé a 150°C pendant 1 heure (tableau 4.I).
La réaction est suivie par un radiochromatoghraphe équipé d’un y radiodétecteur. Dans ces
conditions, la réaction n’a pas eu lieu. Ceci est tres différent de la série d'éthynylcestradiol ou
la réaction de substitution s'est produite dans DMSO/eau en milieu alcalin donnant un
rendement tres élevé, supérieur a 90% (Masi et al., 2004). La réaction n’a pas fonctionnée
également en milieu alcalin (pH= 11) ou en milieu acide (pH= 1). Il a été démontré dans le
cas des composés de rhénium que le choix de solvant est crucial pour ce type de réaction.
DMSO et DMF ont été trouvés comme les meilleurs solvants, MeOH donne un rendement
plus faible alors que 1’acétonitrile et 1’éthanol ne produisent pas les complexes de rhénium (
Top et al.,, 2002). Par conséquent, le DMF a été choisi pour les réactions suivantes. La
réaction effectuée dans le milieu alcalin ou neutre n'a pas produit NF”"Tc. NF”"Tc¢ a
commencé a former seulement quand le milieu est devenu acide. Le rendement augment de

42% a 63% et puis a 82% quand le pH diminue de 3 a 2 et puis a 1. Ces résultats indiquent
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que la réaction exige un pH 1 afin d'obtenir NF”™Tc avec un bon rendement. L'augmentation
du temps de chauffage & plus d’une heure n'améliore pas le rendement, par contre il s’est
formé plus de sous-produits a la place du produit désiré. Par conséquent, les conditions
optimales pour la synthese du NF*™Te¢ sont I’utilisation du DMF comme solvant 2 pH1a

150° C pendant 1 heure.

Tableau 4.1: Réaction de NFFe avec [99m Tc (H,0)3(CO)3]" selon différentes conditions.

Solvants Temps de Température pH Rendement
réaction de la réaction de NF”°"Tc * (%)

1  DMSO\H,O (1:1) 1h 160°C 7 NP®
2 DMFH,0 (1:1) lh 150°C 7 NP’
3  DMSO\H,0O (1:1) 1h 160°C 11 NP®
4 DMFRH,0 (1:1) lh 150°C 11 NP®
5 DMFH,O(1:1) lh 150°C 5 21-27
6 DMFH,O(1:1) 2h 150°C 5 29
7  DMFH,O (1:1) lh 150°C 4 31
8 DMFH,O(1:1) 1h 150°C 3 42
9 DMFH,O (1 :2) 1h 150°C 3 11
10 DMFH,O0 (1:1) 1h 150°C 2 56-63
11 DMFRH,O0 (1 :2) lh 150°C 2 34
12 DMSO\H,O (1:1) lh 160°C 1 NP”
13  DMSO\H,O (1 :1) 2h 160°C 1 NP"
14 DMF\H,O (1:1) 1h 150°C 1 75-82

Le suivi et les rendements de la réaction sont analysés par radiochromatographie -

CCM(solvants d’élution : ether de pétrole /acetate d’éthyle = 6/4, vol/vol).

2.2.2. Contréle de qualité et purification

La qualit¢é des réactions de marquage a été évaluée préférentiellement par

radiochromatographie sur plaques de gel de silice sur lesquelles on fait migrer les mélanges
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réactionnels dans une phase mobile composée d’éther de pétrole et d’acétate d’éthyle (60:40).

La radioactivité est détectée par radiochromatographie. Voir figure ci-apres (figure 4-2):

7000.0
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1000.0

0.0

0.0 200.0

Figure 4-2: Radiochrommatogramme du mélange réactionnel du NFFe avec [°™ Tc
(H,0)3(CO)3]" apres 60 min de chauffage a 150°C dans du DMF\eau a pH=1, effectué sur gel
de silice avec du mélange éther de pétrole/ acétate d’éthyle 60/40.

Le radiochromatogramme montre deux pics radioactifs de Ry différents; celui de R¢ nul
correspond aux molécules trés polaires et c’est probablement celui du pertechnétate non
réduit, c'est-a-dire qui n’a pas réagi. En effet le pertechnétate présente la méme valeur Rf dans
les mémes conditions de migration.

Le deuxieme pic avec R¢ =0,87 révele une activité tres élevée indiquant la formation

d’un autre composé radioactif.

La bande, correspondant au produit marqué, a été gratté et le produit a été purifié sur

micro-colonne puis analysé par CLHP.

La présence d’un seul pic intense a un temps de rétention égal a 9,29 min témoigne
d’une haute pureté radiochimique. Afin d’identifier le produit marqué obtenu nous avons
comparé son profil CHPL a celui du composé de rhénium NFRe (figure 4-3). Les
chromatographes montrent que les valeurs Rf de ces deux composés sont proches indiquant

que le composé radioactif isolé correspond au NF”™Tc.
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Figure 4-3: (a) Profil CLHP de NFRe. Analyse sur colonne C18 Shim-pack VP-ODS. CH;CN\H,O
70\30 Débit: 1 ml/min; Détecteur UV (A 254nm). Température: 40°C. Temps de rétention 9,29 min. (b) Profil

CLHP de NF*™Tc purifié. Analyse sur colonne C18 Shim-pack VP-ODS.. Débit: 1 ml/min; Détecteur
Gamma (Gabi). Température: 40°C. Temps de retention 9,82 min.
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2.3. Propriétés physicochimiques du radiotraceur: Analyse in vitro

Apreés avoir optimisé la réaction du radiomarquage afin d’obtenir une molécule
marquée avec un bon rendement de marquage, une pureté radiochimique supérieure a 99% et
une activité spécifique suffisante, différentes analyses ont été effectuées afin de déterminer le
comportement in vitro de la molécule dans différents milieux et de prévoir la stabilité du
marquage in vivo. Nous avons notamment étudié la répartition sanguine des traceurs par

mesure de la fixation aux éléments figurés du sang et aux protéines plasmatiques.

2.3.1. Détermination de la répartition sanguine du NF”"T¢

Seul le radiotraceur libre dans le sérum peut étre biologiquement actif. La vocation de
ce traceur étant de reconnaitre un récepteur cellulaire cible. La détermination de la fixation
non spécifique par mesure du taux de liaison aux protéines plasmatiques et par mesure de la
répartition sanguine entre le sérum et les éléments figurés du sang permet d’évaluer
I’efficacité et la sensibilité du traceur. Ces deux facteurs vont jouer sur la clairance sanguine

des traceurs.
2.3.1.1. Mesure de la fixation cellulaire

L’étude de la fixation du radioligand aux cellules sanguines est réalisée, apres
centrifugation d’un échantillon de sang, par mesure de la répartition de la radioactivité entre le
culot cellulaire et le plasma. Elle détermine s’il existe une fixation non spécifique du traceur
soit a la surface des cellules soit dans les cellules (polynucléaires, plaquettes, hématies) apres
passage transmembranaires. Le radioligand est incubé a 37°C sous agitation en présence du
sang total. Apres 30 minutes, 1 heure, 2 heures, 3 heures et 24 heures d’incubation, 1 ml de
sang est prélevé et centrifugé a 10000 rpm pendant 10 minutes, puis le culot cellulaire et le
surnageant sont comptés au compteur gamma. Le taux de captation cellulaire varie 1égérement
de 30 min a 3 heures d’incubation puis il augmente considérablement de 30,44 % a 40,56 %

de 3 heures d’incubation a 22 heures d’incubation (Tableau 4.1I et figure 4-4).
2.3.1.2. Mesure de la fixation non spécifique aux protéines plasmatiques

La précipitation a I’acétonitrile (Parent et al., 2006) a permis d’explorer la fixation non
spécifique du traceur aux protéines plasmatiques. Apres centrifugation du sang, le culot
contenant les cellules sanguines est séparé du surnageant (plasma). L’acétonitrile est ajouté au

plasma, une apparition d’un précipité blanc constitué des protéines plasmatiques auxquelles
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s’est potentiellement fixée notre molécule marquée. Le culot est séparé du surnageant et

chaque milieu est compté au compteur gamma. A 30 min d’incubation, le NF”™Tc¢ est

présent majoritairement dans le sérum (76,54%), a 1 heure il est présent a des proportions

presque égales dans les deux fractions et puis il augmente considérablement dans le sérum de

51,1 % a 93,44 % de 1 heure a 22 heures d’incubation (Tableau 4.11 et figure 4-4). Par

conséquent la fixation non spécifique aux protéines diminue énormément au cours du temps

jusqu’a 6,56% a 22 h.

Tableau 4.I1:.Etude de la répartition sanguine du NF**™T¢ in vitro.

Temps d'incubation

30 min 1 heure 2 heures 3 heures 22 heures
Cellules 25,70% 34,47% 29,47% 30,44% 40,56%
Plasma 74,29% 65,53% 70,53% 69,66% 59,44%
Sérum 76,54% 51,10% 87,95% 86,10% 93,44%

23,57% 48,90% 14,04% 13,90% 6,56%

Fixation protéique

60

50 |
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% de laison
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Figure 4-4 : Biodistribution sanguine in vitro de NF”"Tc. Pourcentage de liaison de
NF”*™T¢ aux cellules sanguines et aux protéines plasmatiques en fonction de la durée
d’incubation. Mesure de I’activité au compteur gamma (Cobra).

2. 4. Etude de la stabilité in vitro

La mesure de la pureté radiochimique du radadioligand, aprés incubation dans un
échantillon sanguin ou dans des conditions proches des conditions physiologiques (37°C, pH
neutre), permet d’apprécier la décomplextaion du radiotraceur en fonction du temps et

d’évaluer si, in vivo, la radioactivité détectée correspond au traceur ou a I’isotope libre.
2.4.1. Etude de la stabilité de NF**"Te dans le tampon phosphate

Le marquage de la molécule par le ™ Tc se fait dans des conditions chimiques
précises, et a une tres haute température.

Le changement des conditions environnementales peut conduire a [’instabilité du
produit et a la production d’impuretés et de colloides. Le produit marqué étant destiné a étre
injecté dans 1’organisme, subit d’abord une étude de stabilité dans une solution de tampon
phosphate (0,1M, pH 7,4) a 37°C. On incube le produit radiomarqué et purifié dans 1 ml de
tampon frais dans un bain marie & 37°C. On préleve des aliquotes du mélange a 30 minutes, 1
heure, 2 heures, 3 heures et 24 heures. Ces aliquotes sont analysés par CLHP. L’analyse des
radiochromatogrammes laisse présager une bonne stabilité du marquage du NF*™Tc dans le
tampon phosphate, car apres 24 heures d’incubation a 37°C, on note 1’absence de nouvelles

entités radioactives.
2.4.2. Etude de la stabilité sanguine de NF #MTe in vitro

La stabilité est déterminée apres incubation de la préparation en présence de sang total
sur une durée de 24 heures. Le radioligand est incubé a 37°C sous agitation en présence du
sang total. Apres 30 min, 1 heure, 2 heures, 3 heures et 22 heures d’incubation, 1 ml de sang
est prélevé et centrifugé a 10000 rpm pendant 10 minutes, puis le culot cellulaire et le
surnageant sont séparés. L’acétonitrile est ajouté au plasma pour provoquer une précipitation
des protéines plasmatiques. Le surnageant est séparé du culot et analysé par CLHP.

L’analyse chromatoghraphique des échantillons de sérum montre qu’aucune
décomplexation du radiotraceur n’est observée pendant 24 heures d’incubation, on note la
présence majoritaire de notre radiotraceur sous sa forme initiale et le technétium libre est

absent

2.5. Evaluation pharmacologiques: Etude de la biodistribution
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Les expérimentations animales ont été réalisées chez des rats males matures provenant
de I’élevage de 'institut Pasteur de Tunis en conformité avec les lois sur I’expérimentation
animale et apres validation d’un conseil d’éthique.

Pour étudier la biodistribution du produit marqué, trois souris ont été utilisées pour
chaque temps. Les concentrations de la radioactivité sont exprimées en pourcentage de la dose
injectée par organe (% DI) et par gramme de tissu (% DI/g du tissu).

La biodistribution et la variation de la rétention de NF*™ Te¢ dans les organes au cours
du temps sont représentées par le graphique correspondant aux % DI/g du tissu d’organe en

fonction des temps de post injection (p.i.), (Tableau 4.111, figure 4-5).

Tableau 4.III: Biodistribution de la radioactivité en %DI/g de tissu chez des rats males
matures a différents temps apres injection intraveineuse IV du NF”™T¢; n=3 ; Dose injectée:
70 uCi. Les valeurs sont représentées avec leur écart type.

1 heure 2 heures
Sang 0,11 + 0,03 0,18 + 0,15
Prostate 0,64 = 0,11 0,78 + 0,14
Vésicule séminale 0,08 + 0,03 0,28 * 0,33
Testicules 0,28 = 0,14 0,72 = 0,66
Glandes surrénales 1,10 = 0,79 0,97 =+ 048
Rein 0,54 = 031 1,32 + 1,36
Foie 548 + 1,29 6,44 + 1,58
Rate 1,97 + 0,59 4,15 = 1,81
Poumons 123 + 0,71 11,14 + 046
Ceeur 0,29 + 0,08 0,49 =+ 042
Muscle 023 = 0,12 0,21 =+ 0,21
Os 026 = 0,09 046 + 0,17
Prostate/Muscle 354 = 2,02 6,15 + 392
Prostate/Sang 587 + 090 6,46 =+ 374
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Figure 4-5: Comparaison de la radioactivité exprimée en % DI/g de tissu des organes des rats males matures 1 heure et 2 heures apres
injection intraveineuse du NF”*™Te¢. n=3; Dose injectée: 70 uCi.
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A 1 h post injection, la fixation de NF”™T¢ au niveau de la prostate est significative
(0,64 £ 0,11 % ID/g). La rétention du NF”™T¢ au niveau du foie est la plus élevée de tous les
organes. Les rapports prostate/muscle et prostate/ sang sont de 3,54 et 5.86, respectivement.
Le rapport prostate/ muscle est du méme ordre que celui du dérivé de flutamide marqué au
Br (= 2,5) (Parent et al., 2006) and 4-["°Br]bromobicalutamide (2,9) (Parent et al., 2007)
tandis que le rapport prostate/sang (5,86+ 0,90% ID/g) est plus haut que celui de ces deux
composés, ~ 1.6 et 1.8, respectivement.
A 2 h post injection, le taux de fixation au niveau de la prostate augmente légerement
(0,784£0.14 % ID/g), tandis que I’activité au niveau du foie, muscle et sang est la méme que
celle a une 1 h post injection. Cependant, nous avons observé une augmentation du taux de
fixation au niveau des poumons (11,14+ 0,46 % ID/g contre 1,23 +0,71 % ID/g). La raison de
cette fixation n'est pas claire pour le moment. Il est également a noter que, récemment, les
microspheres poly(L-lactide) marquées avec le méme noyau #MT¢(CO); ont montré aussi une
fixation élevée au niveau du tissu pulmonaire (Saatchi and Héfeli., 2009). Le role du fragment

lipophile Tc(CO); peut étre suspecté.

Afin de vérifier si la rétention de NF”™Tc se fait via les récepteurs des androgenes
(AR) nous avons utilisé la testostérone acétate pour bloquer ces derniers.

0,14 pg/g d’acétate de testostérone a €té co-injecté avec le NF”™T¢ aux rats males
matures pour occuper tout les AR et la biodistribution 1 heure post injection a été étudié

comme précédemment. Les résultats sont illustrés dans le tableau4.1V et la figure 4-6.
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Tableau 4.IV: Biodistribution de la radioactivité en %DI/g de tissu chez les rats males
matures a 1 heure apres injection intraveineuse IV du NF**™T¢; n=3 ; Dose injectée : 70 pCi.
Les valeurs sont représentées avec écart type.

Tissue % Injectée Dose/g
1 h control 1 h inhibé

Sang 0,112 + 0,034 0,127 + 0,038
Prostate 0,637 = 0,106 0,674 = 0,094
Vésicule séminale 0,082 + 0,031 0,143 + 0,033
Testicules 0,278 £ 0,143 0,407 = 0,136
Glande surénale 1,100 £ 0,788 1,133 £ 0,470
Rein 0,540 = 0,305 0,663 + 0,188
Foie 5477 £ 1,288 6,843 + 1,836
Rate 1,970 £ 0,591 3,137 £ 1,023
Poumons 1,227 + 0,710 3,867 £ 1,966
Coeur 0,290 = 0,080 0,335 + 0,067
Muscle 0,227 + 0,122 0,160 = 0,017
Os 0,257 + 0,086 0,663 = 0,166
Prostate/muscle 3,540 £ 2,017 3,303 £ 1,841
Prostate/sang 5,867 = 0,902 5,637 + 1,907

*1 h inhibée : co-injection de 0,14 png/g d’acétate de testostérone.
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Figure 4-6: Comparaison de la radioactivité exprimée en % DI/g de tissu des organes des rats
males matures 1 heure apres injection intraveineuse du NF”™Tc¢ (controle) et co-injection de
0,14pg \g d’acétate de testostérone. n=3; Dose injectée: 70 uCi.
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A 1h post injection, le taux de fixation de NF**™T¢ au niveau de la prostate demeure
semblable a celui de l'injection sans acétate de testostérone. Ceci indique que la fixation du
NF”™Tc¢ au niveau de la prostate ne se fait pas via AR. Ce résultat n’est étonnant car
I’affinit¢ du NFFe pour le récepteur AR a été trouvée tres faible (RBA= 0,007%) (Payen.,
2007). L’affinité du NF*™Tc devrait étre du méme ordre de grandeur. Aucune différence
dans les taux de fixation au niveau des autres organes tels que le sang, le rein, le foie et les
testicules. NF*™Tc utilise une autre cible protéique que AR au niveau de la prostate. Cette

cible existe aussi dans la prostate cancéreuse.
3. Conclusion

Nous avons trouvé des conditions appropriées pour la synthese de [*™Tc] N-[4-nitro-3-
trifluorométhyl-phenyl] cyclopentadiényltricarbonyltechnetium carboxamide derivé d’anti-
androgene non stéroidien flutamide. NF”™Tc est synthétisé avec un rendement supérieur a
82%.). L’étude de la biodistribution a montré une rétention sélective et significative de
NF”"T¢ par la prostate et une activité faible au niveau du sang et muscle. Cependant, le
rapport prostate/ muscle n'a pas révélé une diminution significative quand le récepteur a été
bloqué par la co-injection du l'acétate de testostérone en exces, ce qui signifie que la fixation
du NF”™T¢ au niveau de la prostate ne se fait pas via AR. NF”™T¢ a montré l'excellente
stabilité a 37°C dans le pH physiologique et dans en sérum murins. L’étude de la distribution
sanguine du NF”*™ Tc¢ a montré I’existence d’une fixation cellulaire qui n’est pas négligeable,
par contre la fixation protéique est faible, a 3 h d’incubation plus de 87 % du produit étant
retrouvé sous forme libre dans le sérum. Cette molécule est donc un bon candidat pour des

études ultérieures.

4. Partie expérimentale
4.1. Syntheses

Toutes les réactions ont été effectuées sous atmosphere d’argon. L’éther, le THF et le
toluene ont été distillés avec un mélange sodium/benzophénone. Le dichloromethane a été
distillé avec P,Os. Les autres réactifs et solvants utilisés, tels que le DMF anhydre, sont des
produits commerciaux. Les chromatographies sur colonne ont été réalisées sur gel de silice
Merck 60 (40-63 um). Les points de fusion des produits ont été mesurés a I’aide d’un banc
Kofler. Les spectres infra-rouges ont été enregistrés sur un spectrometre IR-FT BOMEM
Michelson-100. Les analyses RMN 'H et °C ont été effectuées sur un appareil Bruker 300

MHz. Les solvants RMN utilisés sont le chloroforme deutéré CDCl; et ’acétone-de. Les
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déplacements chimiques (8) sont mesurés en parties par millions (ppm) et les constantes de
couplage (J) sont calculées en Hertz (Hz). Les analyses élémentaires des nouveaux produits
ont été effectuées au Service de Microanalyse de I'.C.S.N. a Gif sur Yvette. La Spectrométrie
de masse a été faite avec Nermag R 10-10C. Le [*™TcO,] est élué d’un générateur
Mallinckrodt Med. Inc. Le Kit Isolink utilise est un don de Mallinckrodt Med. Inc. La purté
radiochimique des composés est déterminée par CLHP en phase inverse (C18 column, 4,6
pumx250 mm, CH3;CN\H,O : 70\30, débit: 1 ml\min) équipée d’une sonde radioactive Nal et
couplée a un détecteur UV (A=254nm). Dans ce travail, nous avons eu recourt a une
instrumentation spécifique de mesure de la radioactivité. Les plaques de chromatographie sur
couche mince (CCM) sont lues au radiochromatographe de type mini-GITA de Ray Test. La
mesure de la radioactivité des échantillons liquides et solides est réalisée soit sur 1’activimetre
de type CAPINTEC, INC. CRC_ 35R (pour la mesure des grandes valeurs de radioactivité de
I’ordre de MBq). Pour le comptage des faibles valeurs de radioactivité (dans les tissus et les
organes), nous avons utilisé un compteur gamma a puits de type CANBERRA (U.S.A.). Tout
au long de ce travail, des substances radioactives ont été manipulées. Cette utilisation des
éléments radioactifs a été soumise a des restrictions et des regles particulieres du fait de leurs
effets néfastes sur la santé des personnes exposées aux radiations émises. Le matériel de
radioprotection permet la manipulation de la radioactivité tout en assurant la sécurité des
individus des rayonnements ionisants. Pour simuler la dose de radioactivité regue lors des
manipulations, il est requis d’utiliser des dosimetres personnels. Le dosimetre utilisé est un
dosimetre thermo luminescent fluoré lithium (TLD F Li). La synthése du NFFe et du NFRe a
été réalisée par Stéphane Masi (Dallegi et al., 2010). Dans le souci de fournir un résultat

complet, nous décrivons de nouveau la synthese de ces deux composés.
4.1.1. Synthese du N-[4-nitro-3-trifluorométhyl-phényl]-ferrocenecarboxamide (NFFe)

Un tube de schlenk préalablement séché est surmonté d’un réfrigérant. On place
I’acide férrocénylcarboxylique (1,000 g, 4,34 mmol) dans le tube de schlenk. On refroidit
avec un bain alcool-glace, puis on ajoute le chlorure d’oxalyle (14,5 g, 114 mmol). On laisse
I’agitation pendant 3 heures a température ambiante. L’exces du chlorure d’oxalyle est
éliminé a la pompe a vide. Le chlorure d’acyle obtenue est dilué dans 10 ml de toluéne, on
ajoute ensuite 4-nitro-3-trifluorométhyl-aniline (0,813 g, 3,94 mmol). Le mélange est chauffé
pendant 3 h a 80°C. Le produit est extrait par le dichlorométhane. La phase organique est

séchée sur du MgSO, et évaporée sous pression réduite. Le produit est purifié par
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chromatoghraphie flash (dichlorométhane\ éther de pétrole). Le NFFe est obtenu sous forme
de solide orange (1,24 g, 75 %).

Pf= 226 °C.

Analyse: trouvé: C, 51.6; H, 3.13; N, 6.82. Calc. CgH3F;N,OsFe: C, 51.69; H, 3.11; N, 6.7.
'H RMN (200 MHz, (CD3),CO): 8y 4,28 (5H, s, CsHy), 4,52 (2H, dd, J 2.0, CsH,), 5,03 (dd,
2H, dd, J 2.0, H de CsHa), 8,15 (1H, d, J 8,0, Ar), 8,32 (1H, dd, J 0,2 et 8.0, Ar), 8.45 (1H, d,
J 2,0, Ar), 9,53 (1H, s, NH).

C RMN (50 MHz, (CD3),CO): 8¢ 69.7(Cy), 70,7, 72,2, 76,0 (Cy), 72,2, 118,5, 132,2 ,128,0,
145,0 (Cy), 162.3 (NHC=0), 170,4 (C=0).

Vimax(KBr)/em™ 3297m (vnn), 1646vs (vco). m/z (IC, DCI/NH3) 436 (M+NH,)*, 419 (M+H)",
177, 134.

4.1.2. N-[4-nitro-3-trifluorométhyl-phényl]-rheniumcyclopentadiényltricarbonylcarboxamide

(NFRe)

Dans un ballon de 5 ml équipé d’un bareau magnétique, on dissout le rhenium
hexacarbonyle [Re(CO)¢]BF,] (0,073 g, 0,166 mmol) dans 1 ml de DMSO. Le NFFe (0,073
g, 0,175 mmol) est ajouté, le mélange est chauffé pendant 35 min a 160°C. On Laisse le
mélange reroidir a temperature ambiante et on ajoute 10 ml d’eau. On extrait le produit avec
du dichlorométhane (50 mIx2). La phase organique est lavée, sechée sur du MgSOQy, filtrée et
concentrée. Le produit est purifié par chromatoghraphie  sur plaques préparatives
(dichlorométhane) pour donner NFRe (0,019 g, Rdt: 20%).

Pf=186 °C.

Analyse: trouvé: C, 31,60; H, 1,10; N, 4,83. Calc. C;¢HgF;N,OgRe: C, 33,87; H, 1,42; N,
4,94.

'H RMN (200 MHz, (CD3),CO): 84 5.79 (2H, t, J 2,3, 3,4-H de CsH,), 6,48 (2H, t, J 2.3, 2,5-
H de CsHy), 8,16 (1H, d, J 8.8, Ar), 8,25 (1H, dd, J 2,2 et 8,8, Ar), 8,34 (1H, d, J 2,2, Ar),
9,91 (1H, s, -NH-CO). °C RMN (50 MHz, (CD;),CO): 8¢ 87,0 (Ccp), 88,8 (Ccp), 94,1 (Ccp),
119,0 (q, Jcr 6), 123,0 (q, Jor 207.2 ), 123,7 (Car), 124,5 (q, Jcr 33.5), 128,0 (Car), 143.4
(Car), 143.8 (Cap), 162,3 (NHC=0), 193,6 (ReC=0).

IR Vinax(CH2CL)/em™ 2031 s, 1939 s (veo) cm ™.

Masse: m/z (EI) 568 (M)", 363 ((CO);Re(CsHsCO))".

4.1.3. Synthése du N-[4-nitro-3-trifluorométhyl-phnyl]-[*™Tc]

technétiumcyclopentadiényltricarbonyl-carboxamide (NF”™Tc)

165



1 ml d’une solution aqueuse de [99“‘TC(H20)3(CO)3]+ est preparé selon la littérature
(Alberto et al., 2001; Wald et al., 2001). Le flacon est chargé avec 4 mg boranocarbonate
(K;H3BCO,), 7 mg Na,B4O7, et 7 mg sodium tartrate, et sellé sous atmosphere d’azote. 1 ml
de la solution saline de pertechnétate [®™Tc0,]” de sodium est ajouté au mélange. Le flacon
est chauffé a 95°C pendant 30 min. On obtient [99mTc(H20)3(CO) 3]" avec un rendement
supérieur a 95% (CLHP). Le pH de cette solution est ajusté a pH 1 avec 100 ul de HCI 1 N.
150 pl de cette solution est ajouée A une solution de NFFe (10 mol. L") dans du DMF. Le
flacon est flashé par I’azote pendant 10 min, sellé et chauffé a 150°C au bain d’huile pendant
1 h. Le mélange est purifié par chromatoghraphie sur plaques préparatives (CCM) (éther de
pétrole/acétate d’éthyle, 4/6) pour donner le (N-[4-nitro-3-trifluoromethyl-phenyl]- [*™Tc]-
technetiumcyclopentadienyltricarbonyl-carboxamide (NF*™Tc¢). La radiochromatoghraphie
sur CCM (éther de pétrole/acétate d’éthyle, 4/6) a donné un pic d’un Rf = 0,87 (Rdt: 70-80
%).

4.2. Etude biologique
4.2.1. Détermination de la répartition sanguine et de la stabilité in vitro du NF mre

La répartition sanguine de NF*™Tc¢ a été étudiée dans le sang de rat héparinisé (rat
Wistar méle mature). Le sang entier (Sml) a été incubé avec 90 p Ci NF”™Tc¢ dans 100 ul
d’éthanol pendant 30 minutes, 1 h, 2 h, 3 h et 22 h a 37°C. 1 ml de sang est prélevé et
centrifugé a 5000 trs/min pendant 5 min, puis le culot cellulaire et le surnageant sont séparés,
comptés au compteur gamma a puits. L’acétonitrile est ajouté au plasma pour précipiter les
protéines plasmatiques (Parent et al., 2006). Ensuite une centrifugation a 5000 trs/min a été
effectuée pendant 5 min, Le sérum est alors séparé du culot protéique et les fractions ont été

de nouveau comptées. Le sérum est filtré et analysé par CLHP.
4.2.2. Etude de la stabilité de NF*™Tc dans le tampon phosphate

On incube NF*™T¢ purifié dans 1 ml de tampon phosphate frais (0,1M, pH 7,4) dans
un bain-marie & 37°C. On préleve des aliquotes du mélange a 30 min, 1 h, 2 h, 3 h et 24 h.

Ces aliquotes sont analysés par CLHP.
4.2.3. Etude de la biodistribution in vivo

Les études de biodistribution ont été effectuées selon le reglement du conseil
d’éthique national utilisant des rats Wistar males matures (4gés de 5-6 semaines) pesant entre
180 et 200 g. Le NF”™Tc¢ purifié est reconstitué¢ dans une solution saline & 15 % d’éthanol et

injecté par la veine caudale sous une légere anesthésie par 1’éther diéthylique. La dose
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employée pour chaque groupe d’animaux (n= 3) est de 70 pCi dans un volume de 300 pl. Un
seul groupe d’animaux est coinjecté avec un inhibiteur, acétate de testosterone (0,14 pug/g), et
le radiotraceur. A 1 et 2 heures postinjection du NF**™Te¢, les rats sont sacrifiés par ponction
cardiaque. Les tissus ont été prélevés, pesés et leur radioactivité a été mesurée. Le
pourcentage de dose injectée par organe (% DI) est calculé selon la formule suivante : %
DI = activité détectée par organe x100/ Activité totale injectée. Ensuite le %DI/g de tissu
est calculé comme suit : % DI/g= % dose injectée par organe/masse de 1’organe(g). Pour
chaque groupe d’animaux, les résultats sont mis sous forme de moyenne et I’écart type
est calculé. Les données ont été traitées par analyse de la variance multifactorielle (ANOVA,
SPSS 12.0 pour Windows) et les différences significatives ont été considérées utilisant le test

de student au p < 0,05.
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La médecine nucléaire est une technique d’imagerie moléculaire dont le principe
repose sur l’injection par voie intraveineuse de molécules radiomarquées, ou radiotraceurs,
spécifiques d’une cible ou d’un mécanisme biologique. La détection externe des émissions
radioactives a I’aide de caméras sensibles aux émissions gamma (Single Photon Emission
Tomographie, SPECT) ou aux positons (Tomographie par émission de positons, TEP) permet
de réaliser de l’imagerie scintigraphique. Premiere cause de mortalité chez I’homme et
deuxieme cause chez la femme en France en 2002, le cancer est un probleme majeur de santé
publique. Malgré des efforts de dépistage, il est encore parfois difficile d’établir un diagnostic
précoce. Au niveau thérapeutique, les traitements conventionnels entrainent de nombreux
effets secondaires et des mécanismes de résistance limitent parfois les possibilités de guérison
obligeant a recourir a des multi-thérapies avec des succes contestés. La recherche doit donc
apporter de nouvelles solutions diagnostiques et thérapeutiques afin de diminuer la mortalité
liée a cette maladie et d’améliorer le confort des patients. En cancérologie, la médecine
nucléaire cherche a caractériser les tumeurs afin d’obtenir les informations nécessaires a la
prise en charge adéquate des patients. Dans ce contexte, 1’objectif de ce travail était de mettre
au point des dérivés organométalliques potentiellement utilisables en thérapie dans le cas des
complexes férrocéniques, en radioimagerie et en radiothérapie dans le cas des complexes de
technétium et de rhénium.

La synthese de radiotraceus marqués par le technétium-99m comporte, dans sa
conception, des aspects chimiques concernant soit le ligand (choix du site de coordination,
nature de la cage, ligands bifonctionnels), soit le complexe (stabilité, taille, lipophilie,
sélectivité...) avec, en addition des aspects biologiques (distribution tissulaire, sélectivité pour
I’organe cible, toxicité,...). Nous avons choisi comme produits de départ des ligands a base
d’un noyau cyclopentadiényl car ils sont de petite taille, ont un caractére aromatique comme
un arene. De plus ils sont stables et se laissent substituer facilement.

L’étape de marquage est I’étape prépondérante de la préparation du
radiopharmaceutique. Le défi majeur est de synthétiser des molécules marquées
chimiquement et radiochimiquement pures, qui ne sont pas métabolisées in vivo avec une
fixation de I’isotope a la molécule jusqu'a son élimination ou jusqu'a sa décroissance dans la
cible, spécifiques d’un organe ou d’une fonction, qui se fixent avec une bonne affinité sur leur

cible, et qui sont rapidement éliminées de la circulation sanguine.
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La réaction de marquage ellee-méme est un autre défi pas seulement liée au solvant
aqueux du précurseur. Elle bien doit étre définie et contr6lée afin d’accéder a une molécule
doée d’une bonne activité spécifique. Elle doit présenter un bon rendement de marquage et la
pureté radiochimique de la molécule active doit étre supérieure, si possible, a 90% afin
d’éviter une étape supplémentaire de purification difficilement réalisable en routine dans un
laboratoire hospitalier de médecine nucléaire.

Apres avoir défini les conditions de marquage, il est nécessaire d’étudier la stabilité du
complexe. La question que 1’on doit se poser lors de I’imagerie nucléaire est de savoir a quoi
correspond la radioactivité détectée: au ligand radiomarqué, a ses métabolites ou a 1’isotope

seul.

Evaluation de nouveaux radiotraceurs pour le diagnostic et le traitement du cancer

du sein

Les traceurs évalués sont des dérivés organométalliques analogues en tamoxiféne,
médicament utilisé en hormonothérapie pour le traitement du cancer du sein. Ces dérivés ont
été radiomarqués au technétium par une méthode susceptible d’étre utilisée en routine, et qui
permet la formation de complexes stables et utilisables chez ’homme. Les traceurs doivent
présenter des propriétés pharmacocinétiques compatibles avec une utilisation in vivo
(clairance sanguine rapide, élimination urinaire, temps de diffusion vers la cible compatible

avec la demi-vie de I’isotope).

o Synthese radiochimique

Le (Z+E)-TPEDiOHCO”™Tc 1 et le (Z+E)-TPEDiOHNCO”*™Tc¢ sont complexés au
Tc-99m par marquage direct par substitution entre le fer et le technétium. Le marquage
nécessite une étape de chauffage indispensable. Avec un chauffage au bain d’huile (a 150°C)
pendant 1h30 pour (Z+E)-TPEDiOHCO™™Tc 1 et 1h pour (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc, en
présence de DMSO, le rendement n’a pas dépassé 50%. Les parametres de la réaction de
marquage: choix du solvant, température et durée de I’incubation ont été optimisés afin
d’obtenir une réaction compléte et une bonne pureté radiochimique.

Ainsi, le DMF a été choisi comme solvant car en sa présence le rendement réactionnel
augmente considérablement a 90 % pour (Z+E )-TPEDIOHCO”™Tc 1 et 2 75 % pour (Z+E)-
TPEDIOHNCO™™Te¢, contrairement au DMSO.

o Stabilité
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Le (Z+E)-TPEDIOHCO™"Tc 1 et (Z+E)-TPEDiIOHNCO™™"Tc sont solubles dans
de nombreux solvants: eau purifiée, chlorure de sodium 0,9%, le tampon phosphate PBS et
I’éthanol, tous compatibles avec une administration chez 1’animal et chez I’homme. De méme,
dans ces solvants, le (Z+E)-TPEDiOHNCO99mTc est stable pendant 24 heures, permettant
ainsi sa préparation sous forme de médicament prét a I’emploi ou de médicament multi doses.
Le (Z+E)-TPEDIOHCO”™Tc 1 semble étre stable dans 1’éthanol pur pendant 24 h.
Néanmoins sa pureté radiochimique ne devient inférieure a 70 % dans le chlorure de sodium
0,9% qu’apres 30 minutes d’incubation. Le temps nécessaire au mélange et a I’administration
au patient est usuellement plus court. La pureté radiochimique des deux radiotraceurs dans le
sérum a 30 min reste supérieure a 90%.

Le caractere hydrophile ou lipophile des radiotraceurs a été déterminé par mesure du
coefficient de partage octanol/ eau a pH 7,4. Les deux radiotraceurs sont lipophiles, (Z+E)-
TPEDIOHCO”™Tc 1 étant plus lipophile que (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc (P = 32,81, P =
10,57, respectivement). En effet, la présence de trois groupes carbonyles au sein de la
molécule marquée augmente la liposolubilité.

o (inétique sanguine

La cinétique sanguine du (Z+E)-TPEDiIOHCO”™Tc¢ 1 et du (Z+E)-
TPEDiOHNCO”™Tc¢ sont présentées sur la figure 1. L’activité sanguine du (Z+E)-
TPEDiIOHCO”™ Tc¢ 1 subit une décroissance exponentielle, avec un Ty, ¢ = 4,27 h. En
revanche la cinétique sanguine du (Z+E)-TPEDIOHNCO”™Tc¢ est de type bi-exponentielle,

avec une composante initiale rapide (Ty, o = 0, 58 h) suivie d’une composante lente (Ty, e =

5,25 h).
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Figure 1: Cinétiques sanguines du (Z+E)-TPEDiIOHCO”™Tc 1 et du (Z+E)-
TPEDiOHNCO*™Te.

L’activité  circulante de (Z+E)-TPEDIOHCO”™Tc¢ 1 et du (Z+E)-
TPEDiOHNCO”™Tc¢ 15 minutes aprés I’injection représente 0,462 +0,054 % et 1,42 +0,28
% de la dose injectée par gramme, respectivement. A 15 minutes, I’activité circulante du
(Z+E)-TPEDiOHNCO**™Tc¢ est 3 fois plus élevée que celle de (Z+E)-TPEDiOHCO”™Tc
1. Soixante minutes aprés l'injection des traceurs, les activités circulantes du (Z+E)-
TPEDiOHCO”™Tc¢ et du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc représentent 0,366 + 0,11% et 0,45

+0,09 % de la dose injectée par gramme, respectivement.

® Biodistribution

Les  biodistributions du  (Z+E)-TPEDiIOHCO”™Tc¢ et du (Z+E)-
TPEDiOHNCO”™Tc¢ au niveau des ovaires et l'utérus, réalisées apres I’injection des
traceurs chez les rates, sont représentées dans le tableau I. Au niveau des ovaires, a 15 min
apres l’injection la fixation du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc est 8,84 fois supérieure a la
fixation du (Z+E )-TPEDiOHCO99mTc. Le maximum de fixation du (Z+E)-
TPEDiOHCO”™Tc¢ au niveau des ovaires est atteint 2 2 heures post injection. Le maximum
de fixation du (Z+E)-TPEDIOHCO®”™Tc et du (Z+E)-TPEDiOHNCO®*™T¢ au niveau de
I’utérus est a 2 heures et 15 min post injection, respectivement.

Tableau I  Biodistributions du Z+E)-TPEDIOHCO”®™Tc¢ et du (Z+E)-
TPEDiOHNCO”™Tc¢ au niveau des ovaires et de 1’utérus apres I’injection des traceurs ( %
dose injectée (DI)\gramme).
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(Z+E)-TPEDiOHCO”"T¢

(Z+E)-TPEDiOHNCO”"T¢

Ovaires Utérus Ovaires Utérus
15 min 0,199 0,002 0,197 0,049 1,76 +0,10 0,44 #0,15
1 heure 0,269 0,060 0,236 0,143 0,42 0,03 0,2 +0,05
2 heures 0,611 0,078 0,283 0,057 0,45 0,08 0,2 +0,02
3 heures 0,558 0,139 0,156 0,015 0,13 0,01 0,07 0,02
6 heures 0,183 %0,015 0,096 0,010 0,12 +0,02 0,04 0,01
18 heures 0,021 0,000 0,045 0,046 0,06 +0,01 0,04 0,01

A 2 heures post injections, les rapports de fixations ovaire\ sang et utérus\ sang du

(Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc¢ sont respectivement 3 fois et 2,7 fois plus élevés que ceux du

Z+E)-TPEDiOHCO”™Tc. Les rapports de fixations ovaires\ muscle et utérus\ muscle du

(Z+E)-TPEDiOHCO”™T¢ sont respectivement 2 fois et 2,3 fois plus élevés que ceux du
Z+E)-TPEDIOHNCO”™Tc¢ (figure 2).
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Figure 2: Rapports de fixations du Z+E )-TPEDiOHCO”mTc et du (Z+E)-TPEDiOHNC099mTc entre les organes cibles (ovaires et utérus) et

tissus avoisinants (sang et muscle).
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Figure 3: Biodistributions du Z+E)-TPEDiOHCO*™T¢ et du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc
au niveau des poumons (% dose injectée (DI)\ gramme).

Dans ces études préliminaires, la fixation pulmonaire du (Z+E )-TPEDIOHCO*™T¢
et du (Z+E)-TPEDiOHNCO*™Tc persiste pendant au moins 3 heures et 6 heures
respectivement (figure 3). A deux heures post injection, la fixation pulmonaire du (Z+E)-
TPEDiOHCO”™Tc est 1,39 fois supérieur que celle du (Z+E)-TPEDiOHNCO**™Tc. Cette
captation pulmonaire tres élevée est probablement responsable de la faible activité circulante
du (Z+E)-TPEDiOHCO”™Tc, qui est 1,63 fois plus faible que celle du (Z+E)-
TPEDiOHNCO”™Tc. Elle est due probablement aux propriétés lipophiles de ces deux
radiotraceurs. Les études de biodistributions se révelent en accord avec la lipophilie de ces
deux traceurs, ils sont excrétés principalement par le systeme hépatobiliaires et

minoritairement éliminés par les reins (figure 4 et 5).
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Figure 4: Biodistributions du Z+E)-TPEDiOHCO*™T¢ et du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc
au niveau du foie (% dose injectée (DI)\gramme).
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Figure 5: Biodistributions du Z+E)-TPEDiOHCO**™Tc¢ et du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™T¢
au niveau des reins (% dose injectée (DI)\gramme).
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Parmi les deux traceurs évalués sur 24 heures, le Z+E)-TPEDIOHCO”*™T¢ présente
le meilleur rapport de fixation ovaire\ muscle, cependant le (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc
présente le meilleur rapport de fixation ovaire\ sang, a deux heures post injection. Le (Z+E)-
TPEDIiOHNCO”™Tc¢ présente la meilleure cinétique d’élimination sanguine. D’aprés les
études de compétition, Z+E)-TPEDIOHCO**™Tc¢ et du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc sont
probablement spécifiques du récepteur d’cestrogene (ER) puisqu’ils entrent en compétition
avec I’oestradiol, son ligand naturel et leurs rapports de fixation au niveau des organes cibles
par rapport au tissu avoisinants in vivo diminuent en présence de ce dernier. Ces deux traceurs
sont donc prometteurs pour une éventuelle utilisation en scintigraphie.

e Comparaison avec les autres radiotraceurs proposés

De nombreux radiotraceurs émetteurs de photons gamma ont été ou sont actuellement
évalués. Plusieurs stéroides radiomarqués au fluor-18 tels que 16a-['*F]fluoroestradiol (FES)
(Mortimer et al., 1996; Jonson et al., 1999; Seo et al; 2007), au brome, a I’iode (Senderoff et
al., 1982; Katzenellenbogen et al., 1982; Katzenellenbogen et al., 1981; Landvatter et al.,
1982; McElvany et al., 1982; Pomper et al., 1990; Seimbille et al., 2002; VanBrocklin et al.,
1993; Zhou et al., 2008) et au technétium-94m ( Luyt et al., 2003), ont été étudiés, mais leur
utilisation pour I’imagerie in vivo en scintigraphie chez I’homme est limitée par mauvaise
spécificité. Un nombre restreint des études ont été consacrées aux composés non-stéroidiens
et aux anti-cestrogenes (SERMs) (VanBrocklin et al., 1993).

Parmi les radiotraceurs cités dans la littérature, on trouve C4- [18F] fluorocyclofénil
(["*F] ECF) et C4- ['*F] fluoroethylcyclofenil (['*F] FECF) (Seo et al., 2007) qui sont des
ligands non stéroidiens. Les études de biodistribution ont montré une fixation non- sélective
de ["®*F] FCF au niveau des organes cibles (le rapport utérus/sang est 0,44+ 0,14) et une
captation sélective de ['®F] FECF par I'utérus (les rapports utérus/ sang et utérus / muscle sont
respectivement de 2,7+ 0,24 et de 5,76+1,33). La fixation du [18F] FECF au niveau de ’utérus
est bloquée en présence d’un exces d’cestradiol. Aussi, I’cestrogéne substituée en position 7 o
etl7 a par un chélate tridentate de métal tricarbonyle a été marqué au technétium-94m (Luyt
et al., 2003). La fixation sélective de ce radiotraceur au niveau des organes cibles n’est pas
évidente vu que I’'imagerie par microPET montre une localisation importante de 1’activité au
niveau de l’estomac (les rapports utérus\ sang.et utérus\ muscle sont respectivement
0,41£0,09 et 3,1+0,41; les rapports ovaire\ sang et ovaire\ muscle sont respectivement de

1,19+ 0,14 et 9,14+0,45).
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Dans la présente étude, les rapports de fixation entre les organes cibles (utérus et
ovaires) et les tissus avoisinants du Z+E)-TPEDiOHCO®*™Tc¢ et du (Z+E)-
TPEDiOHNCO”™T¢ sont donc comparable voir légerement supérieurs a ceux obtenue par
Seo et al et Leonard et al avec [18F] FCF, [18F] FECF et avec I’cestrogene radiomarqué au

technétium-94m chez des rats femelles au méme temps (2 heures post injection). .
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CONCLUSION GENERALE
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Conclusion Génerale

Ce mémoire de these décrit la syntheése de plusieurs analogues du tamoxifene et d’anti-
androgenes non stéroidiens. Ces composés contiennent un groupement organométallique, soit
le ferrocene, soit CpRe(CO);, soit CpMn (CO); , soit Cpgngc (CO); . Ces composés ont fait

I’objet d’études biologiques afin d’évaluer leur comportement.

Le premier chapitre de ce rapport rappelle quelques notions de base pour préciser la
situation de ce travail. Il rappelle, d’une part, ce que sont les stéroides, et tout particulierement
les androgenes et les oetrogenes, et leurs roles joués dans les cancers de la prostate et du sein.
D’autre part, il introduit le concept d’anti-androgeénes et d’anti-cestrogenes et en présente les
différents types existants. Il rappelle ce que sont les récepteurs a androgeénes AR et les
récepteurs a cestrogenes ER; et enfin, un bref descriptif sur les radiopharmaceutiques et le
technétium afin d’expliciter les problemes liés a la conception de tels composés et a
I’imagerie nucléaire. Les autres chapitres ont été consacrés aux syntheses et aux expériences
de marquage, c'est-a-dire a I’étude des réactions de complexation avec le technétium, aux
études de stabilité in vitro et in vivo, puis a I’évaluation biologique par mesure de la cinétique

sanguine et de la biodistribution des molécules radiomarquées.

Dans le second chapitre, la synthese de (Z+E)-TPEDiOHCO”™Tc¢ 2 partir de son
analogue ferrocénique (Z+E)-TPEDiOHFe a été réalisé. La biodistribution du (Z+E)-
TPEDiOHCO”™Tc chez des rats femelles matures montre un maximum de fixation a 2 h
post injection au niveau des ovaires (0,611+0,078 DI/g). Le taux de fixation au niveau du
sang est tres faible (0,095+ 0,005% DI/g). On a montré aussi que probablement la fixation de
(Z+E)-TPEDiOHC099mTc au niveau des organes cibles (ovaires et utérus) se fait via les RE.
La molécule est hydrophophe. C’est un facteur qui peut expliquer 1’absence de fixation non
spécifique in vivo au niveau pulmonaire. Elle est faiblement liée aux protéines plasmatiques
et surtout présente une pharmacocinétique compatible avec son utilisation comme

radiopharmaceutique, avec une élimination hépatique prépondérante.

Le troisieme chapitre présente la synthese de (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc 2 partir de
son analogue férrocénique (Z+E)-TPEDIOHNCO**™T¢ avec un rendement de 75 %. A 15
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min post injection, le taux de fixation du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™T¢ par les ovaires est
significatif (1,76+0,1 % DI/g). Sa fixation aux cellules sanguines est un peu élevée et
constante au cours du temps par contre sa fixation aux protéines plasmatique est faible et en
outre reste presque constante au cours du temps. Le pourcentage de molécules susceptibles
d’atteindre le site récepteur est donc important ce qui peut augmenter 1’intensité du signal. Les
résultats de cinétiques sanguines montrent une décroissance exponentielle de la radioactivité
avec une phase de distribution suivie d’une phase d’élimination rapide responsable de la
métabolisation de la quasi-totalité du (Z+E)-TPEDiOHNCO”™Tc et d’une autre phase
d’élimination lente. Le groupe (CO);”’™Tc est un groupe trés hydrophile, ceci va favoriser
I’élimination rénale et urinaire. Par contre le poids de la molécule est un peu élevée ce qui
concourt a une élimination par voie hépato-billiaire. La clairance sanguine est augmentée, ce
qui améliore le rapport signal/bruit de fond au niveau du tissu cible et par conséquent la

stabilité du traceur.

Dans le chapitre 4, nous avons abordé le probleme d’imagerie et du traitement du
cancer de la prostate en synthétisant NF”"Tc. Le marquage au technétium est réalisé a 1’aide
d’un petit synthon tricarbonyle commercialisé par la société Mallinckrod et sous forme de
kit : L’isolink®. Ce kit permet la formation d’un petit synthon tricarbonyle-technétium
stabilisé par trois ligands donneurs (eau). La réaction entre le réactif [99mTc(CO)3(H20)3]+ et
le dérivé ferrocénique NFFe produit NF**™Tc¢ avec un trés bon rendement. L’étude de sa
biodistribution a montré une rétention sélective et significative de NF”™T¢ par la prostate et
une activité faible au niveau du sang et muscle. On a montré que la fixation du NF”™Tc¢ au
niveau de la prostate ne se fait pas via AR. NF”™T¢ a montré une excellente stabilité a 37°C
au pH physiologique et dans un sérum murin. Ce parametre permet leur utilisation sous forme
de préparations multidoses. L’étude de la distribution sanguine du NF”®™ Tc¢ a montré
I’existence d’une fixation cellulaire qui n’est pas négligeable, par contre la fixation protéique
est faible, a 3 h d’incubation plus de 86 % du produit étant retrouvé sous forme libre dans le

sérum.

Nous avons atteint ainsi 1’objectif initial visant de nouvelles molécules cibles pouvant

étre utilisés comme radiopharmaceutique.
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Crystal structure information:

Formula C45H57FeNO3Si2

Crystal Class monoclinic

a 10.0614(9)

b 24.941(2)

c 18.9865(15)
Volume 4604.1(7)
Radiation type Mo Ka

[¢) 1.11

n 0.415

Size 0.08x 0.10x 0.24
Colour orange

Cell from 120 Reflections

Diffractometer type KAPPACCD
Absorption type multi-scan

Reflections measured 51495
Hmin, Hmax -12
Kmin, Kmax -32
Lmin, Lmax -24
Refinement on Fsqd

R[I>20(I)] 0.164
Delta Rho min -3.88
Reflections used 10141
Number of parameters 393

13
32
24

Space Group P 21/a

alpha 90
beta 104.916(7)
gamma 90
Z 4
Wavelength 0.710730
Mr 771.97
Temperature (K) 200 (2)
Shape plate
Theta range 4 to 19
Scan type PHIOMEGA
Transmission range 0.94 0.96

Independent reflections 10145
Theta max 27.50
WR2 (all) 0.487
Max shift/su 0.0092
Delta Rho max 5.85
Goodness of fit 0.948
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C(17)
C(18)
C(19)
C(20)
C(21)
C(22)
C(23)
C(24)
C(25)
C(26)
C(27)
C(28)
C(29)
C(30)
C(31)
C(32)
C(33)
C(34)
C(35)
C(36)
C(37)
C(38)
C(39)
C(40)
C(41)
Cc(42)
C(43)
C(44)
C(45)

Table II

[eNeNeNoNoNoNoNoNoNoNoNoNeNeNelNeNeNeNeNeoNeoNo No No No No No No No No No No No No No No No No No No No No No No No No No Ne Mo Neo Ne Ne)

x/a

.30026(13)
.3765(3)
.0737 (4)
.4279 (5)
.2692(7)
.1863(9)
.2210(6)
.2512(8)
.1308(9)
.1244(11)
.2359(16)
.3162(12)
.4250(18)
.3105(17)
.3141(15)
.4254 (17)
.4955(13)
.3085(8)
.2400(7)
.1423(8)
.1484(9)
.2465(9)
.3459(9)
.3443(9)
.2471(9)
.2610(9)
.2821(11)
.1715(14)
.2612(9)
.3619(9)
.3671(10)
.2673(9)
.1614(9)
.1579(9)
.5513(12)
.3582(18)
.3125(12)
.1621(12)
.3270(16)
.3981(14)
.2315(10)
.3131(11)
.2972(12)
.1965(11)
.1126(11)
.1309(11)
.1021(14)
.103(2)
.1308(14)
.2770(19)
.108(2)
.0384(18)

[eNeNolNeoNoNeoNeNolNeNolNeNolNeNolNeNolNeNoNoNeoNoNoleNoleNoNolNoNolNeNoNeoNolNeNolNeNolNeNo oo Ne oo No oo NeolNoNeo o No

y/b

.14697(5)
.53534(12)
.35082(13)
.2725(2)
.5484 (3)
.3356(3)
.2674(3)
.2233(3)
.1916 (4)
.1700(4)
.1880(5)
.2208 (4)
.1167(5)
.0822(5)
.0660(4)
.0873(6)
.1210(6)
.2556 (3)
.3037(3)
.3025(3)
.3409(3)
.3809(3)
.3795(3)
.3418(3)
.4231 (4)
.4750(3)
.5174 (4)
.5589(4)
.4969 (3)
.5321(3)
.5492 (4)
.5323(4)
.4994 (4)
.4819 (4)
.5325(5)
.5928(7)
.4767 (5)
.4854 (5)
.4284(7)
.4720(5)
.4006 (4)
.3596 (4)
.3379(4)
.3580(4)
.3992 (4)
.4205 (4)
.4199(5)
.3352(10)
.3040(6)
.3159(7)
.2453(9)
.3114(7)

z/c

.16571(7)
.17110(17)
.82768(17)
.2639(3)
.2210(3)
.7782 (4)
.2898(3)
.1835 (4)
.1646(5)
.0938(6)
.0702 (6)
.1259(5)
.2582(9)
.2312(8)
.1629(8)
.1476(10)
.2065 (12)
.2486 (4)
.3492 (4)
.3900 (4)
.4437 (4)
.4577 (4)
.4190 (4)
.3645 (4)
.5135 (4)
.5018 (4)
.5620 (5)
.5502 (5)
.4289 (4)
.4191 (4)
.3501(5)
.2900 (4)
.2982 (4)
.3673(4)
.2234 (6)
.1015(10)
.1139(6)
.0700 (6)
.1674(9)
.0552(7)
.5845 (4)
.6184 (5)
.6837(5)
.7146 (5)
.6809(5)
.6161 (5)
.8610(7)
.7729(13)
.9072(8)
.9455 (10)
.8731(12)
.9586(9)

[eNeNolNeNoNeoNeNolNeNolNeNolNeNolNeNolNeNoNoNeNoNoleNolNeNoNolNoNolNeNoNeoNolNeNolNeNo e No oo Ne oo Neo oo NeoNoNo o No

: Fractional atomic coordinates for C45H57FeNO3Si2

U (eqv)

.0362
.0517
.0578
.0353
.0450
.0628
.0284
.0328
.0422
.0529
.0638
.0492
.0901
.0798
.0720
.0906
.0890
.0269
.0258
.0326
.0330
.0336
.0360
.0335
.0352
.0355
.0434
.0558
.0342
.0356
.0420
.0348
.0377
.0364
.0548
.1008
.0578
.0558
.0861
.0661
.0372
.0449
.0499
.0464
.0480
.0440
.0673
L1291
.0698
.0935
.1138
.0883
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Fe (1)
Fe (1)
Fe (1)
Fe (1)
Fe (1)
Si(1)
Si(1)
Si(2)
Si(2)
o(1)

0(3)

N(1)

C(1)

C(2)

C(4)

C(6)

C(8)

Cc(12)
C(13)
C(15)
C(1l6)
C(18)
C(19)
c(22)
C(23)
C(25)
C(30)
C(30)
C(34)
C(36)
C(38)
Cc(42)

Table IITI :

c(1)
c(3)
c(5)
c(7)
c(9)
0(2)
c(29)
0(3)
C(41)
c(11)
c(37)
c(12)
c(5)
c(3)
c(5)
c(10)
c(9)
c(13)
c(14)
c(16)
c(17)
c(34)
c(22)
c(23)
c(24)
c(26)
c(31)
c(33)
c(39)
c(37)
c(39)
C (44)

RRERRRPHEHRPRRPREBRPRRERBRERHERPEBREPHERBREPERPEBREEBRERNONNDNN

Interatomic distances (ﬁ) for

.017(8)
.021(9)
.013(10)
.025(12)
.034(12)
.642(7)
.926(14)
.690(9)
.86(3)

.235(9)
.357(11)
.421(9)
.413(12)
.435(13)
.414(15)
.36(2)

.34 (2)

.399(10)
.388(11)
.385(11)
.395(11)
.506(11)
.489(11)
.390(12)
.391(12)
.385(12)
.543(16)
.578(16)
.393(13)
.389(15)
.395(13)
.59(3)

Fe (1)
Fe (1)
Fe (1)
Fe (1)
Fe (1)
Si(1)
Si(1)
Si(2)
Si(2)
0(2)

N(1)

C(1)

C(1)

C(3)

C(6)

C(7)

C(9)

Cc(12)
Cc(14)
C(15)
Cc(18)
C(19)
C(20)
Cc(22)
Cc(24)
C(26)
C(30)
C(34)
C(35)
C(37)
Cc(42)
Cc(42)

c(2)

C(4)

c(6)

c(8)

C(10)
C(28)
C(30)
C(40)
C(42)
C(25)
C(11)
C(2)

C(11)
C(4)

c(7)

c(8)

C(10)
c(17)
C(15)
C(18)
C(19)
C(20)
C(21)
C(27)
C(25)
C(27)
C(32)
C(35)
C(36)
C(38)
C(43)
C(45)

RFRRRERRPRREBRERRPRERRERREPHEBBEBRPRBHERPEBERERREPBEREBENONNNDN

C45H57FeNO3Si2

.032(9)
.038(12)
.023(12)
.026(10)
.024(13)
.785(12)
.836(13)
.833(14)
.878(14)
.375(10)
.351(9)
.413(13)
.465(10)
.385(18)
.42(2)
.37(2)
.43(2)
.389(11)
.382(11)
.493(11)
.326(12)
.531(10)
.493(16)
.401(12)
.378(13)
.393(12)
.560(17)
.365(14)
.398(13)
.379(15)
.49(2)
.52(2)
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Table IV :Bond angles (°) for C45H57FeNO03Si2

C(l) - Fe(l) - C(2) 40.8(4) C(l) - Fe(l) - C(3) 68.6(3)
C(2) - Fe(l) - C(3) 41.5(4) C(l) - Fe(l) - C(4) 68.9(4)
C(2) - Fe(l) - C(4) 69.0(5) C(3) - Fe(l) - C(4) 39.9(5)
C(l) - Fe(l) - C(5) 41.1(4) C(2) - Fe(l) - C(5) 69.1(4)
C(3) - Fe(l) - C(5) 68.1(5) C(4) - Fe(l) - C(5) 40.9(4)
C(l) - Fe(l) - C(6) 109.3(5) C(2) - Fe(l) - C(6) 123.0(7)
C(3) - Fe(l) - C(6) 158.8(8) C(4) - Fe(l) - C(6) 160.7(7)
C(5) - Fe(l) - C(6) 125.1(5) C(1l) - Fe(l) - C(7) 128.8(5)
C(2) - Fe(l) - C(7) 110.7(6) C(3) - Fe(l) - C(7) 122.7(6)
C(4) - Fe(l) - C(7) 154.4(5) C(5) - Fe(l) - C(7) 164.6(5)
C(l) - Fe(l) - C(8) 165.2(6) C(2) - Fe(l) - C(8) 127.6(5)
C(3) - Fe(l) - C(8) 108.7(5) C(4) - Fe(l) - C(8) 119.1(5)
C(5) - Fe(l) - C(8) 152.8(6) C(l) - Fe(l) - C(9) 155.1(6)
C(2) - Fe(l) - C(9) 162.4(5) C(3) - Fe(l) - C(9) 124.5(5)
C(4) - Fe(l) - C(9) 106.6(7) C(5) - Fe(l) - C(9) 119.5(7)
C(l) - Fe(l) - C(10) 119.5(5) C(2) - Fe(l) - C(10) 155.3(6)
C(3) - Fe(l) - C(10) 160.8(7) C(4) - Fe(l) - C(10) 123.8(8)
C(5) - Fe(l) - C(10) 105.8(6) C(6) - Fe(l) - C(7) 41.2(6)
C(6) - Fe(l) - C(8) 67.6(5) C(7) - Fe(l) - C(8) 39.5(6)
C(6) - Fe(l) - C(9) 66.5(7) C(7) - Fe(l) - C(9) 65.5(8)
C(8) - Fe(l) - C(9) 38.5(6) C(6) - Fe(l) - C(10) 39.2(7)
C(7) - Fe(l) - C(10) 67.6(7) C(8) - Fe(l) - C(10) 68.0(6)
C(9) - Fe(l) - C(10) 41.3(6) 0(2) - sSi(l) - C(28) 112.8(5)
0(2) - sSi(l) - C(29) 106.6(5) C(28) - si(1l) - C(29) 108.5(7)
0(2) - sSi(l) - C(30) 108.5(5) C(28) - si(1l) - C(30) 116.3(5)
C(29) - si(1l) - C(30) 103.3(8) 0(3) - si(2) - C(40) 109.6(6)
0(3) - si(2) - C(41) 109.0(7) C(40) - si(2) - C(41) 115.6(8)
0(3) - si(2) - C(42) 101.3(5) C(40) - si(2) - C(42) 108.6(6)
C(41) - si(2) - C(42) 111.7(8) Si(l) - 0(2) - C(25) 131.6(6)
Si(2) - O0(3) - C(37) 128.1(8) C(11) - N(1) - C(12) 128.6(6)
Fe(l) - C(1) - C(2) 70.2(5) Fe(l) - C(1) - C(5) 69.3(5)
C(2) - C(1) - c(5) 108.4(8) Fe(l) - C(1) - C(1l1) 126.9(5)
C(2) - C(1) - c(11) 130.4(8) Cc(5) -C(1) - cCc(11) 121.2(8)
Fe(l) - C(2) - C(1) 69.0(5) Fe(l) - C(2) - C(3) 68.8(5)
C(l) - C(2) - C(3) 106.1(9) Fe(l) - C(3) - C(2) 69.7(5)
Fe(l) - C(3) - C(4) 70.7(7) C(2) - C(3) - cC(4) 109.7(9)
Fe(l) - C(4) - C(3) 69.4(6) Fe(l) - C(4) - C(5) 68.6(6)
C(3) - C(4) - cC(5) 107.5(9) Fe(l) - C(5) - C(1) 69.6(5)
Fe(l) - C(5) - C(4) 70.5(6) C(1) - C(5) - cC(4) 108.3(9)
Fe(l) - C(6) - C(7) 69.5(7) Fe(l) - c(6) - C(10) 70.4(9)
C(7) - C(6) - C(10) 108.3(14) Fe(l) - C(7) - C(6) 69.3(8)
Fe(l) - C(7) - C(8) 70.3(7) C(6) - C(7) - cC(8) 107.6(16)
Fe(l) - C(8) - C(7) 70.3(7) Fe(l) - C(8) - C(9) 71.1(7)
C(7) - C(8) - C(9) 108.5(13) Fe(l) - C(9) - C(8) 70.4(7)
Fe(l) - C(9) - C(10) 69.0(7) cC(8) - C(9) - c(10) 109.6(16)
Fe(l) - C(10) - C(e) 70.4(8) Fe(l) - C(10) - C(9) 69.8(7)
C(6) - C(10) - C(9) 105.9(14) 0O(1) - C(1l1) - N(1) 122.0(7)
0(l) - C(11) - C(1) 122.2(7) N(1) - C(11) - C(1) 115.8(7)
N(1l) - C(12) - C(13) 117.1(6) N(1) - C(12) - C(17) 122.8(6)
C(13) - C(12) - c(17) 119.9(7) C(12) - C(13) - c(14) 119.1(7)
C(13) - C(14) - C(1ly) 122.3(7) C(14) - C(15) - C(1le) 117.2(7)
C(14) - C(15) - C(18) 121.3(7) C(16) - C(15) - C(18) 121.5(7)
C(15) - c(16) - C(17) 122.5(7) C(12) - C(17) - C(1le) 118.7(7)
C(15) - c(18) - C(19) 123.5(7) C(15) - C(18) - C(34) 113.0(7)
C(19) - C(18) - C(34) 123.6(7) C(18) - C(19) - C(20) 123.4(7)
C(18) - C(19) - C(22) 122.6(7) C(20) - C(19) - C(22) 114.1(7)
C(19) - C(20) - C(21) 114.3(8) C(19) - C(22) - C(23) 122.1(7)
C(19) - C(22) - C(27) 120.0(8) C(23) - C(22) - C(27) 117.9(8)
C(22) - C(23) - C(24) 121.6(8) C(23) - C(24) - C(25) 119.4(8)
0(2) - C(25) - C(24) 120.9(8) 0(2) - C(25) - C(26) 118.8(7)
C(24) - C(25) - C(26) 120.3(7) C(25) - C(26) - C(27) 120.0(8)
C(22) - C(27) - C(26) 120.6(8) Si(l) - C(30) - C(31) 110.7(8)
Si(l) - C(30) - C(32) 105.7(10) C(31) - C(30) - C(32) 112.0(11)
Si(1l) - C(30) - C(33) 107.7(9) C(31) - C(30) - C(33) 105.5(10)

Table IV (continued)
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C(32)
Cc(18)
C(34)
0(3)

C(36)
C(34)
Si(2)
Si(2)
C(44)

C(30)
C(34)
C(35)
C(37)
C(37)
C(39)
C(42)
C(42)
C(42)

C(33)
C(39)
C(36)
C(36)
C(38)
C(38)
C(44)
C(45)
C(45)

115.
120.
121.
117.
119.
121.
105.
109.
108.

2(10)
5(8)
1(9)
3(10)
8(8)
2(9)
2(10)
1(10)
8(13)

Cc(18)
C(35)
C(35)
0(3)

C(37)
Si(2)
C(43)
C(43)

C(34)
C(34)
C(36)
C(37)
C(38)
Cc(42)
Cc(42)
Cc(42)

C(35)
C(39)
C(37)
C(38)
C(39)
C(43)
C(44)
C(45)

120.
118.
119.
122.
119.
109.
113.
110.

9(8)
6(8)
9(10)
8(9)
4(9)
1(10)
9(13)
5(13)
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Atom

Fe (1)
Si(1l)
Si(2)
0o(1)

0(2)

0(3)

N(1)

Cc(1)

c(2)

C(3)

C(4)

C(5)

C(6)

C(7)

C(8)

C(9)

Cc(10)
Cc(11)
Cc(12)
C(13)
Cc(14)
C(15)
C(1le6)
C(17)
C(18)
C(19)
C(20)
C(21)
C(22)
C(23)
C(24)
C(25)
C(26)
C(27)
C(28)
C(29)
C(30)
C(31)
C(32)
C(33)
C(34)
C(35)
C(36)
C(37)
C(38)
C(39)
C(40)
C(41)
Cc(42)
C(43)
C(44)
C(45)

Table S1

[eNeNolNeNoNeoNeNolNeNolNeNoNeoNolNeNolNeNoNoNeoNoNoleNolNeNolNolNoNolNeNoNeoNolNeNolNeNolNeNo oo Ne o oo NolNeo oo No o No

u(ll)

.0352(7)
.0519(5)
.0741 (5)
.020(3)
.047 (4)
.087(6)
.022(3)
.035(4)
.034 (4)
.052(6)
.105(10)
.072(7)
.086(11)
.103(11)
.075(9)
.079(10)
.039(7)
.027(4)
.020(3)
.033(4)
.038(4)
.043(5)
.037(4)
.036(4)
.043(5)
.048(5)
.064(6)
.088(8)
.043(5)
.041(5)
.054 (6)
.039(4)
.040(5)
.042(5)
.0555(17)
.109(6)
.059(2)
.057(2)
.092(4)
.069(3)
.050(5)
.063(6)
.076(7)
.060(6)
.058(6)
.056(6)
.0668(17)
.137(6)
.071(2)
.095(2)
.118(4)
.090(3)

[eNeNolNeNeoNelNeNolNeNolNeNolNeoNolNeNolNeNoNoNeoNoNoleNoleNolNolNeoNolNeoNoNeoNolNeNolNeNoleNo oo Ne oo Neo oo NeolNoNo o NoJ

u(22)

.0325(6)
.0519(5)
.0533(5)
.040(3)
.061(4)
.067(5)
.032(3)
.035(4)
.053(5)
.050(5)
.057(6)
.048(5)
.053(7)
.043(6)
.031(5)
.067(9)
.056(7)
.025(3)
.031(4)
.036(4)
.037(4)
.037(4)
.040(4)
.038(4)
.040(4)
.040(4)
.040(5)
.047(5)
.035(4)
.037(4)
.038(4)
.045(5)
.048(5)
.040(4)
.0555(17)
.109(6)
.059(2)
.057(2)
.092(4)
.069(3)
.041 (4)
.043(5)
.041(5)
.052(5)
.056(6)
.044(5)
.0668(17)
.137(6)
.071(2)
.095(2)
.118(4)
.090(3)

[eNeNolNeNoNeNeNolNeNolNeNolNeNolNeNolNeNoNoNeoNoNoleNoleNeoNolNeoNolNeNolNeoNolNeNoNeNolNeNo oo Ne oo Neo oo NeolNoNolNeo Noj

u(33)

.0381(7)
.0519(5)
.0483(5)
.046(3)
.030(3)
.043 (4)
.032(3)
.024 (4)
.035(4)
.040(5)
.032(5)
.033(4)
.087(10)
.075(9)
.089(9)
.115(12)
.149(16)
.027(3)
.027(3)
.029 (4)
.029 (4)
.023(3)
.032(4)
.029 (4)
.023 (4)
.019(3)
.026(4)
.036(5)
.025 (4)
.028 (4)
.037(4)
.023 (4)
.025(4)
.029 (4)
.0555(17)
.109(6)
.059(2)
.057(2)
.092 (4)
.069(3)
.021 (4)
.034 (4)
.035(5)
.031(4)
.035(5)
.035(4)
.0668(17)
.137(6)
.071(2)
.095(2)
.118(4)
.090(3)

OO0OO0OO0O0O0O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOOOO

u(23)

.0083(5)
.0019(5)
.0032(5)
.010(3)
.002(3)
.015(3)
.010(3)
.008(3)
.017 (4)
.016(4)
.009 (4)
.001 (4)
.002(7)
.014(6)
.008(5)
.032(8)
.013(9)
.001(3)
.003(3)
.007(3)
.004(3)
.008(3)
.010(3)
.012(3)
.003(3)
.012(3)
.014(3)
.008(4)
.010(3)
.007(3)
.005(4)
.005(3)
.006(3)
.007(3)
.0055(17)
.059(6)
.009(2)
.007(2)
.042(4)
.019(3)
.006(3)
.004 (4)
.003(4)
.000(4)
.000(4)
.005 (4)
.0037(17)
.058(6)
.006(2)
.011(2)
.034(4)
.014(3)

[N eNeNeNeNoNoNoNeNoNoNeNeNeNeNeNeNeNeNeNeo No No No No No No No No No No No No No]

: Anisotropic thermal parameters for C45H57FeNO3Si2

u(13)

.0044(5)
.0148(5)
.0203(5)
.008(2)
.016(3)
.031(4)
.009(3)
.001(3)
.000(3)
.018(4)
.023(6)
.024(5)
.058(9)
.011(8)
.016(7)
.006(9)
.016(8)
.003(3)
.006(3)
.009(3)
.017(3)
.011(3)
.012(3)
.013(3)
.010(3)
.009(3)
.012(4)
.023(5)
.010(3)
.008(3)
.017(4)
.013(3)
.008(3)
.012(3)
.0184(17)
.072(6)
.022(2)
.020(2)
.055(4)
.031(3)
.011(3)
.022(4)
.018(5)
.019(4)
.020(4)
.017(4)
.0144(17)
.079(6)
.023(2)
.033(2)
.056(4)
.034(3)
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u(l2)

.0050(5)
.0019(5)
.0045(5)
.002(2)
.001(3)
.000(4)
.003(2)
.009(3)
.007(4)
.011(5)
.003(6)
.008(5)
.012(7)
.002(6)
.017(5)
.036(8)
.005(5)
.006(3)
.002(3)
.007(3)
.005(3)
.008(3)
.016(4)
.011(3)
.004 (4)
.005(4)
.014(4)
.001(5)
.004(3)
.010(3)
.010(4)
.002(4)
.003(4)
.006(4)
.0055(17)
.059(6)
.009(2)
.007(2)
.042(4)
.019(3)
.014(4)
.002(4)
.002(5)
.013(5)
.003(5)
.006(4)
-0.
.058(6)
.006(2)
.011(2)
.034(4)
.014(3)

0037 (17)



Table S2 : Hydrogen atoms fractional atomic coordinates for

C45H57FeNO3Si2
Atom x/a y/b z/c U(iso)
H(1) 0.1472 0.2474 0.2735 0.075(5)
H(21) 0.0674 0.1862 0.1936 0.075(5)
H(31) 0.0532 0.1471 0.0662 0.075(5)
H(41) 0.2562 0.1786 0.0251 0.075(5)
H(51) 0.4010 0.2384 0.1245 0.075(5)
H(61) 0.4490 0.1361 0.3035 0.075(5)
H(71) 0.2387 0.0713 0.2587 0.075(5)
H(81) 0.2491 0.0435 0.1302 0.075(5)
H(91) 0.4532 0.0837 0.1021 0.075(5)
H(101) 0.5776 0.1408 0.2099 0.075(5)
H(131) 0.0715 0.2757 0.3808 0.075(5)
H(141) 0.0795 0.3397 0.4702 0.075(5)
H(161) 0.4167 0.4057 0.4290 0.075(5)
H(171) 0.4146 0.3420 0.3391 0.075(5)
H(201) 0.3661 0.5361 0.5626 0.075(5)
H(202) 0.2884 0.5012 0.6067 0.075(5)
H(211) 0.1928 0.5842 0.5884 0.075(5)
H(212) 0.1644 0.5767 0.5047 0.075(5)
H(213) 0.0868 0.5418 0.5489 0.075(5)
H(231) 0.4308 0.5440 0.4608 0.075(5)
H(241) 0.4401 0.5711 0.3445 0.075(5)
H(261) 0.0874 0.4903 0.2565 0.075(5)
H(271) 0.0876 0.4582 0.3730 0.075(5)
H(281) 0.6132 0.5258 0.1936 0.075(5)
H(282) 0.5797 0.5662 0.2487 0.075(5)
H(283) 0.5647 0.5051 0.2599 0.075(5)
H(291) 0.2668 0.5995 0.0750 0.075(5)
H(292) 0.3829 0.6291 0.1312 0.075(5)
H(293) 0.4189 0.5922 0.0730 0.075(5)
H(311) 0.1303 0.4530 0.0411 0.075(5)
H(312) 0.1575 0.5141 0.0380 0.075(5)
H(313) 0.1046 0.4906 0.1014 0.075(5)
H(321) 0.2946 0.3954 0.1395 0.075(5)
H(322) 0.4214 0.4224 0.1915 0.075(5)
H(323) 0.2753 0.4329 0.2013 0.075(5)
H(331) 0.3717 0.4415 0.0248 0.075(5)
H(332) 0.3879 0.5034 0.0266 0.075(5)
H(333) 0.4952 0.4681 0.0799 0.075(5)
H(351) 0.3863 0.3465 0.5992 0.075(5)
H(361) 0.3510 0.3079 0.7043 0.075(5)
H(381) 0.0397 0.4120 0.7014 0.075(5)
H(391) 0.0730 0.4495 0.5924 0.075(5)
H(401) 0.0348 0.4292 0.8887 0.075(5)
H(402) 0.1895 0.4259 0.8902 0.075(5)
H(403) 0.0830 0.4449 0.8202 0.075(5)
H(411) -0.1678 0.3431 0.7994 0.075(5)
H(412) -0.1232 0.3552 0.7287 0.075(5)
H(413) -0.1086 0.2976 0.7607 0.075(5)
H(431) 0.3087 0.2922 0.9873 0.075(5)
H(432) 0.2873 0.3518 0.9637 0.075(5)
H(433) 0.3357 0.3107 0.9142 0.075(5)
H(441) 0.1330 0.2195 0.9096 0.075(5)
H(442) 0.0116 0.2418 0.8489 0.075(5)
H(443) 0.1593 0.2418 0.8382 0.075(5)
H(451) 0.0650 0.2888 1.0007 0.075(5)
H(452) 0.0436 0.3483 0.9765 0.075(5)
H(453) -0.0551 0.3045 0.9347 0.075(5)
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Produits discutés dans le chapitre 2
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Produits discutés dans le chapitre 3
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Produits discutés dans le chapitre 4
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Résumé

Notre laboratoire s’intéresse depuis de nombreuses années a 1’utilisation de composés
organométalliques dans le cadre de la recherche de nouvelles approches thérapeutiques. En
effet, leur potentiel cytotoxique ou radioactif, peut étre bénéfique dans la lutte contre de
nombreuses maladies. Notre objectif est la synthese des analogues de molécules d’intérét
biologique comportant un groupe organométallique cytotoxique tel que le ferroceéne, le
cymantreéne, le cyrhétréne, ou le cyclopentadiényltricarbonyltechnétium. Ces molécules
seraient susceptibles de traiter ou de détecter plusieurs formes de cancers hormono-
dépendants ou non. Dans ce travail de these, Nous avons développé aussi le radiomarquage au
technétium d’une série de ces molécules afin de permettre ’utilisation de ces traceurs pour
des études d’imagerie in vivo chez 1’animal puis chez I’homme. Les parameétres de réaction
ont été définis afin que la réaction de marquage présente un haut rendement de marquage, et
une forte activité spécifique. Les réactions sont rapides et reproductibles et la mise en forme
compatible avec une utilisation in vivo. Les différentes propriétés physicochimiques:
liposolubilité, stabilité du marquage, et les propriétés pharmacocinétiques: Pourcentage de
liaison non spécifique et biodistribution chez le petit animal ont étes réalisés. Les études ont
permis de sélectionner les radiotraceurs présentent les meilleurs critéres pour une utilisation in

vivo en imagerie.

The medicinal and organometallic chemistry group of the Charles Friedel Laboratory has
been developing therapeutic approaches based on organometallic compounds for many years.
It has been found that these compounds may be used as cytotoxic agents or as
radiopharmaceuticals for the treatment or diagnosis of diseases. The goal of the present work
is the synthesis of organometallic analogs of biological substances (such as drugs) bearing a
ferrocenyl, cymantrenyl, cerhetrenyl, or cyclopentadienyltricarbonyltechnetium group.
We have especially focused our research on the preparation of Tc-99m derivatives and their
purification. We have found suitable methods which are easy to handle and give high yields
and high specific activities. These technetium compounds have been used for the study of in

vivo biodistribution in animals.

216



