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La naissance de I'imagerie médicale remonte a la découverte des rayons X par Wilhelm
Rontgen a la fin du XIXeme siécle. Rapidement, d’autres découvertes ont permis de
développer ce domaine. En effet, au début du XXeme siecle, la découverte de la
radioactivité naturelle et plus tard de la radioactivité artificielle ont permis I'’émergence
de I'imagerie nucléaire dés les années 60. En 1946, Félix Bloch et Edward Mills Purcell
mettent en avant le phénoméne de résonance magnétique nucléaire qui a permis le
développement de I'IRM a partir des années 1970. Plus récemment, les techniques

optiques ont permis le développement de 'imagerie optique.

Ainsi, de nos jours, les médecins disposent de plusieurs modalités d'imagerie afin
d’étudier le fonctionnement de l'organisme et d’aider au diagnostic en clinique. Ces
techniques peuvent apporter des informations de type structurelles, fonctionnelles ou
moléculaires. Dans certains cas, I'injection d’'un agent de contraste peut étre nécessaire
afin de révéler ou d’améliorer la détection d'une structure ou d'un fonctionnement
anormal. En imagerie nucléaire en particulier, des traceurs spécifiques d’'un organe ou
d’'une fonction métabolique sont injectés. Ils portent des radioisotopes, émetteurs des
rayonnements détectés par les caméras. Pour d’autres modalités, comme I'IRM
morphologique, des agents de contraste peuvent étre injectés aux patients afin
d’améliorer le contraste entre tissu sain et tissu pathologique, sur les images. Ainsi en
IRM, des agents, le plus souvent des complexes de gadolinium sont injectés afin de
diminuer le temps de relaxation des protons de I'’eau. En radiographie, des agents iodés
peuvent également étre utilisés afin d’absorber les rayons X dans les tissus ou ils sont
distribués et ainsi d’augmenter le contraste.

Par ailleurs, chacune de ces modalités possede ses avantages et ses inconvénients en
termes de résolution, de sensibilité, de spécificité et de type de rayonnement utilisé.
Elles sont plus ou moins adaptées aux différentes pathologies et apportent souvent des
informations complémentaires. Ainsi, afin d’établir le diagnostic le plus précis et le plus
précoce possible, il est parfois nécessaire de confronter les informations obtenues par

différentes modalités.
C’'est pourquoi depuis quelques années, I'imagerie multimodale, associant plusieurs

modalités pour un méme patient, est souvent utilisée. Il s’agit alors d’acquérir des

images selon plusieurs modalités afin de bénéficier des informations complémentaires,
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obtenues par chacune d’elle. Parmi les acquisitions multimodales, dites imagerie
hybrides, la combinaison TDM/TEP permet de superposer des images anatomiques a
des images métaboliques de la distribution du radiotraceur. L'inconvénient de cette
bimodalité est 'exposition du patient a deux types de radiations ionisantes. Les
chercheurs se sont donc orientés vers une combinaison de I'IRM avec les méthodes
d’imagerie nucléaire ce qui limite I'exposition du patient aux radiations ionisantes, 'RM
n’étant pas irradiante et fournissant une meilleure résolution spatiale de l'image
structurelle.

Le développement de méthodes bi- ou multi-modales implique d’une part le

développement d’appareils permettant 'acquisition simultanée des données, mais aussi

de molécules traceuses pouvant étre efficace dans les 2 modalités, IRM et TEP.

L’objectif de ce travail de these a donc consisté a développer des traceurs bimodaux

utilisables a la fois en IRM et en TEP.

Apres une introduction sur les méthodes d'imagerie médicale ainsi que sur les traceurs

bimodaux développés, la synthese de ces traceurs sera présentée.
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PARTIE 1 :

INTRODUCTION
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1. TECHNIQUES D'IMAGERIE MEDICALE

Depuis son invention, 'imagerie médicale a pris une place importance dans le domaine
de la médecine. Elle a rendu en effet possible, la visualisation de l'intérieur de
'organisme facilitant ainsi son étude et celui de ses dysfonctionnements. Aujourd’hui, le
meédecin dispose de plusieurs méthodes d’'imagerie afin de lui permettre d’établir des
diagnostics plus précoces et plus précis. Parmi ces méthodes, on compte la radiographie,
I’échographie, I'IRM et I'imagerie nucléaire. Par ailleurs, I'imagerie optique, tres utilisé
dans le domaine in vitro connait un fort développement qui laisse a penser que son

utilisation sur ’homme va s’accroitre.

1.1 LA RADIOGRAPHIE

La radiographie utilise les rayons X découverts par Wilhelm Rontgen en 1895 et prix
Nobel de Physique en 1901. Les rayons X sont des ondes électromagnétiques de haute
énergie qui possedent la particularité d’étre absorbées par la matiere. Ainsi, quand un
corps humain est exposé aux rayons X, ils vont le traverser en étant plus ou moins
atténués selon la densité des tissus rencontrés. Le rayonnement transmis, pourra alors
imprimer une image sur une plaque photographique placée en sortie. Si le contraste de
I'image est insuffisant, un produit de contraste a base d’iode ou de baryum pourra alors
étre injecté. L'émergence de nouvelles techniques informatiques a permis de remplacer
l'utilisation des plaques photographiques et ainsi obtenir des images plus précises. Ces
différentes avancées technologiques ont également permis de pouvoir moduler
'intensité des rayons X. Cette nouvelle technique dérivée est appelée scanner CT ou
tomodensitométrie.

La radiographie aux rayons X permet d’obtenir des images structurelles avec un bon
contraste entre les tissus mous et les os de maniere rapide. Cependant, les rayons X sont
des rayonnements ionisants, nocifs pour la santé. Par ailleurs, le contraste entre les

différents tissus peut ne pas étre pas suffisant pour aider au diagnostic.
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Figure 1.1 : A, Premiére Radiographie de la main réalisée en 1895 ;

B, radiographie actuelle de la main

1.2. L’ECHOGRAPHIE

L’échographie repose sur l'utilisation d’ondes sonores: les ultrasons. Une sonde
émettant des ultrasons (en général un systéme piézo-électrique) est appliquée contre la
peau face a 'organe a analyser. Les ondes ultrasonores sont en partie réfléchies et c’est
ce contingent, renvoyé vers la source, qui est a I'origine de la reconstruction de 'image.
Avec les progrés de la technologie il est maintenant possible de réaliser des
échographies en 3D et 4D (le parametre temps est ajouté aux 3 dimensions spatiales et
constitue ainsi la 4¢me dimension). De faible résolution, cette modalité d’imagerie
présente l'avantage majeur de ne pas étre irradiante. C'est pourquoi elle est
majoritairement utilisée en obstétrique, mais elle peut également étre contributive au
diagnostic dans les pathologies de type cardiaque ou vasculaire mais aussi tumorales

(par exemple I’échographie hépatique pour détecter des métastases)
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Figure 1.2 : Echographies 2D et 3D prénatales

1.3. L’IMAGERIE PAR RESONANCE MAGNETIQUE

1.3.1. Principe

La découverte du concept de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) par Bloch et
Purcell en 1946, pour laquelle ils ont obtenu le prix Nobel en 1952, a permis le
développement d’'une nouvelle technique d’imagerie, l'Imagerie par Résonance
Magnétique ou IRM. Cette technique permet d’obtenir des images anatomiques en trois
dimensions avec une excellente résolution. Depuis sa premiére utilisation sur 'Homme
en 1979, cette technique est devenue incontournable dans le domaine de I'imagerie

médicale.

Figure 1.3 : Image IRM d’un cerveau sain

19



Elle utilise les propriétés magnétiques des protons de I’eau contenue dans I'organisme.

Soumis a un champ magnétique B, les spins des protons s’orientent selon deux états

d’énergie stable +1/2 et -1/2 (cf Figure 1.4).

af “ o ‘v.
¥ T
* o _ ¢, .
g iB ’

\
e ®

Etat initial Application d’'un champ de
radiofréquence B,

Figure 1.4 : Représentation des spins des protons de l'eau

L’application d'un champ magnétique B_l), perpendiculaire éB_O), fait entrer les spins en

résonance, ils passent alors a un état d’énergie supérieur. Le vecteur M représentant le

spin a alors deux composantes : une selon 'axe z et I'autre selon I'axe y. Quand le champ
B, est coupé, le spin tend a revenir a son état d’énergie précédent, M,,, c’est a dire
orientée selon I'axe z. Sa composante selon y diminue alors de fagon exponentielle et

engendre un courant sur une bobine située sur I'axe y (cf Figure 1.5).

N\

l' >  détecteur
/ !
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M

Figure 1.5 : Représentation du retour a I’équilibre des spins

Apres traitement du signal par transformée de Fourrier, des images peuvent étre
reconstruites. Deux phénomenes de relaxation ont lieu : la relaxation longitudinale, Tj,
représente une relaxation spin-réseau et la relaxation T, dite transversale, représente

une relaxation spin-spin.
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Outre son excellente résolution, cette technique offre I’avantage de pouvoir visualiser les
tissus mous. Cependant l'inconvénient majeur de cette technique reste sa mauvaise
sensibilité. Afin d’obtenir des images de qualité, il est nécessaire de réaliser de longues
acquisitions. L'injection au patient d’agent de contraste peut aussi étre nécessaire dans

certains cas afin d’apporter des informations supplémentaires.

1.3.2. Agents de contraste utilisés en IRM

Aujourd’hui environ 35% des examens IRM sont réalisés avec injection d’'un agent de
contraste non spécifique. Le Gd-DTPA, commercialisé sous le nom de Magnevist®, a été
le premier agent de contraste ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché
(AMM) en 1988, suivi par le Gd-DOTA, disponible sous le nom de Dotarem® des 1989.
Depuis, des recherches pour mettre au point des agents de contraste spécifiques ont été
mises en oeuvre et sont encore actuellement tres actives afin de permettre un diagnostic
plus précis de certaines pathologies. Leur objectif est d’augmenter le temps de

relaxation des protons de I'eau et ainsi d’obtenir un meilleur contraste.

e (lassification

Du point de vue de leurs mécanismes sur les propriétés magnétiques des protons de
'eau, les agents de contraste peuvent étre divisés en deux classes.

- Les agents « T1 » diminuent a la fois les temps de relaxation T1 et T2 mais ont
une plus forte influence sur le temps de relaxation longitudinale. Ils induisent
alors une augmentation du signal et un contraste dit « positif ».

- Les agents «T» diminuent de maniere plus importante le temps de
relaxation transversale. IlIs induisent alors une diminution de l'intensité du
signal et induisent un contraste dit « négatif ».1

Les agents Ti: sont composés d’atomes paramagnétiques, c’est-a-dire d’éléments
comportant un moment magnétique élevé du fait de leurs électrons non appariés. C’est
le cas entre autres du manganese, du fer et du dysprosium mais le gadolinium reste
I’élément le plus utilisé. En effet, de par ses 7 électrons non appariés (S = 7/2) il possede
un moment magnétique élevé mais son état électronique symétrique lui confere

également un temps de relaxation plus long que les autres lanthanides (10-8, 10-s).
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Les agents T, sont composés d’éléments superparamagnétiques comme les particules
d’oxyde de fer. Elles sont composées d’'un cceur cristallin d’oxydes de fer enrobés dans
une matrice de dextran ou de siloxane pour empécher 'agrégation. Contrairement aux
agents paramagnétiques, sous l'action d’'un champ magnétique extérieur le moment
magnétique entier du cristal est influencé et pas seulement celui de chacun de ses
atomes individuellement. La taille de la particule détermine ainsi sa relaxivité.
Il existe trois grandes familles de particules d’oxyde de fer, classées selon leur taille :
- les USPIO (Ultra Small Particle Iron Oxide) qui possédent un diametre
inférieur a 50 nm,
- les SPIO (Small Particle Iron Oxide) possédant un diametre compris entre 50
nm et 1 um,
- Les MION (Micron Iron Oxide Nanoparticle) dont le diametre est de 'ordre du
micrometre.
Les nanoparticules de fer représentent moins de 10% des injections d’agents de
contraste. Pour la suite de ce travail, nous nous sommes intéressés aux agents T et plus

particulierement aux complexes de gadolinium.

e Parametres importants

D’aprées la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan (SBM),2-¢ différents parametres
physico-chimiques gouvernent la relaxivité (cf Figure 1.6) :

- le nombre de molécules d’eau coordinnées dans la premiere sphere de
coordination, g. En général, une seule molécule d’eau est coordinée mais la
structure chimique de l'agent peut étre modifiée pour permettre la
coordination de deux molécules d’eau,

- le temps de résidence des molécules d’eau, tv, de I'ordre de 100 ns, sa valeur
optimale est de 10 ns,

- le temps de rotation de I'agent, tr, proche de 0,1 ns mais optimal pour 10 ns,

- les interactions du complexe avec la seconde spheére et les spheres extérieures
de coordination,

- des parametres électroniques.
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Sphére externe

Spheére secondaire

Figure 1.6 : Schéma des différents paramétres gouvernant la relaxivité

Certains de ces parametres peuvent étre affinés en modifiant la structure chimique de
I'agent de contraste.l” En effet, le nombre de molécules d’eau coordinées peut étre
augmenté en passant a 2 par exemple. Par ailleurs, I'augmentation du poids moléculaire
de I'agent de contraste permet une augmentation de son temps de rotation et donc une

meilleure relaxivité.

e Le gadolinium et ses ligands

L’'inconvénient majeur du gadolinium en imagerie médicale est sa toxicité sous sa forme
libre. Deux agents chélatants de premiere génération ont alors été développés afin de le
complexer : le DOTA ('acide 1,4,7,10-tétraaza cyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique)®?®
et le DTPA (penta(carboxyméthyl)diéthyléne triamine).l? En se basant sur ces deux
chélates, les premiers agents synthétisés ont été le Magnevist® commercialisé en 1988
par Schering et le Dotarem® commercialisé en 1989 par Guerbet. La modification
chimique des bras portés par ces molécules a donné naissance a une grande variété
d’agents de contraste (cf Schéma 1.1) tels que 'Omniscan®!! et I'OptiMark®12 (pour les

dérivés du DTPA) et le ProHance®13.14 et le Gadovist®1516 (pour les dérivés du DOTA).
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Schéma 1.1 : Structure de différents dérivés DOTA et DTPA commercialisés

Depuis de nombreux agents de contraste, composés de chélates de gadolinium ont été
développés.17-22

Différents facteurs sont a prendre en compte quant a la préparation de complexes de
gadolinium utilisables en IRM. Du fait de sa toxicité, le principal est de s’assurer qu'’il n’y
ait pas de relargage de Gd(III) libre. Il est a noter que le Gd(III) a un rayon ionique de
1,05 A similaire a celui du Ca(II) (1,12 A). Le Gd(III) libre peut étre un compétiteur du
calcium in vivo et inhiber les effets du calcium dans les systemes biologiques. Ce
phénomeéne a été mis en avant il y a 5 ans par la découverte d’'une pathologie appelée
NSF pour Fibrose Néphrogénique Systémique causée par la décomplexation du Gd(III)
en milieu acide chez certains patients, conduisant a des défaillances rénales.?? Cette
pathologie a été observée apres injections de complexes de Gd-DTPA non chargés tels
que 'Omniscan® et I'OptiMark®. Cependant, aucun cas n’a été recensé apres injection
d’'un complexe de Gd-DOTA. Ces derniers présentent une plus grande stabilité de par
leur aspect cyclique et sont donc plus largement utilisés (70% des examens avec
injection d’agents de contraste depuis les années 1980).21

Durant les 15 dernieres années, la recherche s’est orientée vers la synthese d’agents de
contraste fonctionnalisés permettant le ciblage d’'un récepteur. Ainsi, une ou des
biomolécules, permettant la reconnaissance de leur récepteur, sont attachées a un des

bras du macrocycle.242> Des pathologies spécifiques peuvent étre ainsi explorées. De
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nombreuses équipes travaillent également sur la synthese d’agents de contraste dits
« intelligents ». Ces derniers répondent par une modification de la relaxivité a un
processus biologique ou biochimique tel qu'un changement de pH,26-2° de concentration

en ion métallique3?31 ou encore a la présence d’'une enzyme.32-34

1.4. L’IMAGERIE NUCLEAIRE

L’'imagerie nucléaire désigne un ensemble de techniques d’imagerie reposant sur
I'injection au patient d’un traceur radiomarqué, appelé radiotraceur. Elles fournissent
des images de nature moléculaire et fonctionnelle donnant des informations sur des
processus biochimiques avec une haute sensibilité, grace a la quantification de
I'accumulation du traceur dans I'organisme.

Il existe principalement deux modalités d'imagerie nucléaire: la Tomographie par
Emission MonoPhotonique (TEMP ou SPECT en anglais) et la Tomographie par Emission

de Positons (TEP ou PET en anglais) différant selon le type de radioélément utilisé.

Figure 1.7 : Image TEP au 18FDG d’un cerveau sain

1.4.1. Description des techniques

e Tomographie par Emission Monophotonique (TEMP)

La TEMP utilise des isotopes émetteurs de rayonnements y. Une fois dans I'organisme, le

radioélément se désintegre en émettant un seul photon y qui est détecté par une caméra
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en rotation autour du patient. Apres reconstruction informatique, des images de la

biodistribution du traceur sont obtenues (cf Figure 1.8).

Caméra TEMP

Rotation de la caméra
autour du patient
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Figure 1.8 : Principe de fonctionnement d’'un examen TEMP

e Tomographie par Emission de Positons (TEP)

La TEP repose quant a elle sur l'injection au patient d'un radiotraceur émetteur de
positons (3*). Une fois dans I'organisme et apres avoir traversé quelques millimetres de
matiere, le positon (ou antiélectron) entre en collision avec un électron entrainant un
phénomeéne d’annihilation. Deux photons y, de 511 KeV, sont alors émis en coincidence
et détectés simultanément par des détecteurs disposés en couronne autour du patient.
De méme que pour la TEMP, un traitement informatique permet I'obtention d’images

sur la distribution du radiotraceur (cf Figure 1.9).
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Figure 1.9 : Principe de la TEP
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Ainsi, I'émission en coincidence des deux photons permet d’'injecter une concentration
plus faible en traceur tout en ayant une meilleure précision par rapport a la TEMP.
Cependant, la TEMP reste tres largement utilisé du fait de son coft plus faible, de sa

facilité de mise en place et du large choix de radioisotopes disponibles.

1.4.2. Radiotraceurs

Ces deux techniques nécessitent 'injection aux patients de radiotraceurs. Ces derniers
sont généralement constitués d’'un vecteur biologique permettant de cibler le processus
physiologique a visualiser et d'un isotope radioactif permettant la visualisation de la

fixation du traceur. Ces deux entités sont liées chimiquement (cf Figure 1.10).

Vecteur
Linker biologique
A -
Cible
Radioisotope Biologique

Figure 1.10 : Architecture des radiotraceurs TEP ou TEMP

Le choix du radioisotope est primordial dans la stratégie de synthése du radiotraceur et
plusieurs critéres sont alors a prendre en compte tels que :

- lamodalité d'imagerie, elle détermine si un émetteur * ou y est requis,

- la pharmacocinétique du processus biologique. Ainsi, pour des processus
biologiques rapides, des radioisotopes a faible demi-vie seront préférées afin
de limiter un maximum I’exposition du patient aux radiations alors que dans
le cas de processus présentant une pharmacocinétique plus longue, des
radioisotopes présentant une longue période seront nécessaires,

- ladisponibilité du radioélément et son cofit,

- la facilité de radiomarquage ainsi que le type de chimie nécessaire a son
introduction. En effet, selon le radioélément, le radiomarquage se fera soit par

chimie covalente soit par chimie de coordination.
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e Y 6 h Générateur Coordination
123] Y 13h Cyclotron Covalente
HIn Y (CE) 67 h Cyclotron Coordination
67Ga Y 78 h Cyclotron Coordination
1c B+ 20 min Cyclotron Covalente
18F B+ 109 min Cyclotron Covalente
68Ga B+ 68 min Générateur Coordination
64Cu B*/p 12,7h Cyclotron Coordination

Tableau 1.1 : Présentation des différents radioisotopes utilisés en imagerie médicale

e Radiotraceurs utilisés en TEMP

Le technétium 99m est le radioisotope le plus utilisé en TEMP. Il possede, en effet, une
demi-vie moyenne de 6 h et est produit facilement au moyen d’'un générateur par
désintrégration 3 du molybdeéne 99. Ainsi, parmi les radiotraceurs TEMP commercialisés
on peut citer le Cardiolite® (ou 99mTc-Sestamibi), qui est le premier agent contenant du
technétium 99m approuvé par la FDA. Il est utilisé pour détecter des maladies artérielles
par perfusion myocardique. Le Myoview® ou (99mTc-Tetrafosmin) est utilisé dans des
cas similaires mais également pour la réalisation de mammographies scintigraphiques.
Des dérivés phosphonates du technétium comme le °°mTc-MéthyleneDiPhosphonate
(MDP) et le °°mTc-HydroxyDiPhosphonate (HDP) sont quant a eux utilisés pour
I'imagerie de I'activité ostéoblastique.

D’autres radioisotopes sont également utilisés, tels que l'iode 123 et I'indium 111. En
effet, dans le domaine de I'oncologie, le méta-iodobenzylguanidine radiomarqué a 1'123]
(MIBG commercialisé sous le nom d’Adreview®) est utilisé pour la localisation de
tumeurs telles que des neuroblastomes ou des phéochromocytomes. L'Octreoscan®
(pentétréotide marqué a I'indium 111) est quant a lui utilisé pour la visualisation de

tumeurs neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques (cf Schéma 1.2).
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Schéma 1.2 : Principaux radiotraceurs utilisés en TEMP

e Radiotraceurs utilisés en TEP

Le premier radiotraceur TEP ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché est un
analogue du glucose marqué au fluor 18, le 18F-FDG (FluoroDéoxyGlucose). C’est un
traceur métabolique principalement utilisé en oncologie pour détecter des tumeurs mais
également en neurologie. Malgré son manque de spécificité, ce traceur reste

majoritairement utilisé aujourd’hui en clinique.

La recherche s’est donc orientée vers des traceurs plus spécifiques de phénomeénes
biologiques a étudier. Parmi ces traceurs, le 18F-DOPA (Déoxyphénylalanine),3>36
précurseur de la dopamine, a obtenu une AMM en France et est commercialisé sous le
nom de DOPACIS® et de lasodopa®. Il est ainsi recommandé, en neurologie, pour le

diagnostic de la maladie de Parkinson ainsi qu'en oncologie pour la détection entre
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autres de tumeurs cérébrales primitives. La 18F-Choline,3” traceur métabolique, a
également obtenu une AMM en France. Elle est ainsi commercialisée sous le nom de
IASOcholine® pour la détection des cancers prostatiques et des carcinomes
hépatocellulaires. Le 18F-Na (commercialisé sous les noms de CISNAF® ou IASOflu®) est
quant a lui utilisé pour 'imagerie osseuse, en particulier pour la détection de métastases

osseuses.

D’autres traceurs sont encore en cours d’évaluation tels que le 18F-MISO, traceur de
I'hypoxie cellulaire,3® la 18F-FLT (fluorothymidine), traceur métabolique,3® le 18F-FES
(Fluoroestradiol),*941 utilisé pour la détection de cancers du sein, ou le 18F-Annexin V,*2

traceur de I'apoptose (cf Schéma 1.3).
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Schéma 1.3 : Structures des principaux traceurs développés pour

l'imagerie TEP

1.5. L IMAGERIE OPTIQUE

L’'imagerie optique regroupe un ensemble de techniques reposant sur l'utilisation de
rayonnements non ionisants absorbant dans le domaine du visible et du proche
infrarouge (environ de 400 a 1500 nm). Différents mécanismes sont utilisables en

imagerie optique tels que I'absorption et la dispersion de la lumiere, la fluorescence et la
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bioluminescence.*3-4> ’'imagerie de fluorescence est la technique la plus développée.
Malgré des avantages certains tels qu'une excellente résolution, un moindre cofit et une
bonne sensibilité, elle reste peu utilisée en imagerie in vivo du fait d'un manque de
pénétrabilité dans les tissus. De plus, le phénomeéne d’autofluorescence des organes peut
rendre la localisation de la sonde difficile.
La synthese de nouvelles sondes optiques est un réel enjeu dans le domaine de la chimie
appliquée a l'imagerie. De nombreuses molécules ont ainsi été synthétisées et sont
détaillées dans diverses revues.#6-48 En ce qui concerne la fluorescence, différentes
catégories de fluorophores peuvent étre utilisés tels que :

- des fluorophores organiques, on peut ainsi citer lisothiocyanate de

fluorescéine (FITC) et les dérivés de la cyanine (Cy3, Cy5.5),
- des complexes métalliques, principalement de lanthanides,

- des quantum dots (cf Schéma 1.4).

Fluorescéine Cyvanine 3 Cyanine 5.5

COOH COOH

Complexe de lanthanide Quantum Dot

Schéma 1.4 : Exemples de fluorophores utilisés en imagerie optique

Ces fluorophores sont la plupart du temps couplés a une biomolécule, utilisée en tant

que vecteur, afin de visualiser un processus moléculaire spécifique.
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2. APPORTS DE LA BIMODALITE

Aucune technique d’imagerie ne peut permettre d’apporter toutes les informations
nécessaires a un diagnostic complet, c’est pourquoi les patients sont généralement
soumis a différents examens médicaux afin de déterminer la pathologie dont ils sont
atteints.

Une nouvelle approche, appelée imagerie bi(multi)modale, consiste a combiner
différentes modalités d’imagerie en un seul examen. Les avantages d’une technique
compensent alors les inconvénients d’une autre. Il est alors possible d’obtenir des
images avec a la fois une haute sensibilité et une haute résolution, et d’avoir des
informations de type structurelles et fonctionnelles. Les combinaisons bimodales
développées les plus utilisées sont IRM/imagerie optique, imagerie optique/imagerie
nucléaire et IRM/imagerie nucléaire (cf Tableau 1.2).

Afin d’utiliser ces nouvelles techniques, il est nécessaire d’injecter aux patients de
nouvelles sondes « multimodales » utilisables par chacune des modalités employées.#9-52
Idéalement, des agents bimodaux comporteraient sur la méme entité moléculaire des
sondes optimisées pour chacune des techniques tout en gardant un design simple et une

biodistribution identique.

IRM TEP/TEMP Imagerie optique
Résolution 40 um-1 mm 1-5 mm 0,3 um-10 mm
Sensibilité uM-mM fM-pM fM-nM
Pénétrabilité tissulaire Non limitée Non limitée 0,01lmm-50mm
Rayonnement Non Ionisant [onisant Non ionisant

Tableau 1.2 : Comparaison de différentes modalités d’'imagerie

2.1.IRM /IMAGERIE OPTIQUE

L’IRM couplée a I'imagerie optique constitue la méthode bimodale la plus développée en
recherche préclinique. Elle permet d’allier I'excellente résolution spatiale et temporelle
obtenue avec des images IRM avec la tres bonne sensibilité des sondes optiques. Elle
nécessite alors l'utilisation d’agents bimodaux permettant la réalisation simultanée des

deux examens. De nombreuses molécules traceuses ont alors été synthétisées et
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étudiées.*9-51.53 Elles peuvent étre classées en différentes catégories selon les types
d’agent de contraste et de fluorophores employés. L’amélioration de la relaxivité peut
étre apportée soit par un complexe de gadolinium soit par une nanoparticule d’oxyde de
fer et 'examen optique peut étre assuré par toute molécule ou particule fluorescente. Il
peut alors s’agir d'un fluorophore organique, d'un complexe métallique ou encore d’un
quantum dot. On citera ici quelques exemples afin d’illustrer les différentes classes de

traceurs IRM/Imagerie optique.

La stratégie la plus développée consiste a coupler un fluorophore organique sur un
complexe de gadolinium. Le premier agent bimodal a ainsi été synthétisé selon cette
méthode en 1998 par Hiiber et al>* Il s’agit d’'un complexe de Gd-DOTA-aminobenzyl
conjugué a un dérivé tétraméthylrhodamine (cf Schéma 1.5) utilisé afin d’étudier la
perméabilité membranaire. Le caractere hydrophobe de ce traceur entraine son
accumulation dans les tissus adipeux. Hélas, dans ce type de tissus, peu d’échanges de
molécules d’eau se produisent, ce qui résulte en une absence totale de signal IRM. Cette

équipe a alors développé d’autres agents de type polymérique moins hydrophobes.

Schéma 1.5 : Agent bimodal développé par Hiiber et al.>*

D’autres fluorophores organiques ont par la suite été introduits sur des chélates de
Gd(III) tels que l'isothiocyanate de fluoresceine,>> des spirobenzopyranes®? ou encore
des complexes de rhénium.>¢ Ces agents présentent des relaxivités comparables a celle
du Magnevist® et d’excellentes propriétés de fluorescence.

Depuis quelques années, la recherche s’oriente de plus en plus vers le couplage de
biomolécules fluorescentes permettant elles-méme un ciblage biologique afin de
diagnostiquer une pathologie. Ainsi, Vithanarachchi et al.>7 ont couplé la curcumine a un

complexe Gd-DTPA. La curcumine permet a la fois de cibler les plaques § amyloides
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pour un diagnostic de la maladie d’Alzheimer mais présente aussi l'intérét d’étre
fluorescente. De méme Martins et al.5%>° ont couplé le composé B de Pittsburg (PiB),
également fluorescent et utilisé pour la visualisation des plaques [ amyloides a un
complexe Gd-DOTA. L’existence des plaques amyloides avait d’ailleurs été mise en

évidence par l'utilisation d’un colorant, le Rouge Congo, par Paul Divry dans les années

1930.
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Schéma 1.6 : Agents bimodaux ciblant les plagues [ amyloides

développées par Vithanararchchi et al.>7 et Martins et al.58>9

Frullano et al.?%61 ont quant a eux étudié le phénomene de myélination en synthétisant
un composé doté d'un complexe Gd-DOTA 1lié a un groupement 3(p-
diméthylaminophényl)coumarine fluorescent (composé MIC pour Myelin Imaging

Compound) permettant de pénétrer dans le cerveau et de se lier aux fibres myélénisées.

Schéma 1.7 : Structure du composé bimodale MIC développé par Frullano et al.50.61

Crich et al®? ont développé une nouvelle stratégie utilisant un cocktail d'un méme
chélate, le HPDO3A, complexant du Gd(III) ou de I'Eu(III) afin de visualiser les cellules
endothéliales progénitrices (EPC). Le complexe Gd-HPDO3A est commercialisé par
Bracco sous le nom de Prohance® et présente une relaxivité de 4,2 sTmM-L. Le complexe

Eu-HPDO3A a montré d’excellentes propriétés de fluorescence détectées par
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microscopie. Les deux complexes ont présenté des biodistributions identiques
permettant ainsi d’avoir une tres bonne localisation du signal.

Manning et al® ont utilisé la méme stratégie afin de cibler la surexpression des
récepteurs aux benzodiazépines périphériques dans les cellules C6 des gliomes. Un
ligand de ces récepteurs (PK11195) a été introduit sur un dérivé DOTA qui par la suite a
été marqué avec du Gd(III) et de I'Eu(Ill). La fonction quinoline présente sur le
macrocycle joue le réole d’antenne afin de capter la lumiere et de la transférer par des
mécanismes intramoléculaire au complexe de lanthanide afin de provoquer sa
fluorescence.®* Le complexe Gd-PK11195 présente une relaxivité similaire a celle du
Magnevist (5,94 s ITmM-! pour Gd-PK11195 et 6,45 s'1mM-1 pour le Magnevist a 4,7 T).

Le complexe Eu-PK11197 a montré une fluorescence nette et localisée.
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Schéma 1.8 : Mélange d’agents bimodaux développés par Crich et al.?

et Manning et al.63

D’autres équipes ont choisi de travailler avec des quantums dots (Qds) qui sont tres
utilisés en imagerie optique. Les quantums dots sont des clusters de nanoparticules de
matériau semi-conducteur présentant entre autres d’excellentes propriétés de
fluorescence gouvernées par la taille du nanoobjet. Ainsi, Gerion et al.®> ont utilisé des
chélates de GA(III) qu'ils ont liés a de la silice dopée en Qds CdSe/ZnS afin d’obtenir une
sonde bimodales (cf Schéma 1.9). Ces traceurs présentent de hautes relaxavités dues au
nombre important d’atomes de gadolinium incorporés par molécule. Plus récemment,
Stasiuk et al.?¢ ont développé des Qds de InP/ZnS non toxiques contrairement aux Qds
de CdSe, liés de maniere covalente par des fonctions thiols ou dithiols a plus de 80
complexes de gadolinium. Le greffage d’'un peptide a permis une meilleure perméabilité

cellulaire. Ils ont par la suite développés 3 structures dérivées différant par la nature du
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linker afin de montrer son importance sur la relaxivité.6” Ainsi, plus de 115 complexes
de gadolinium sont introduits avec 3 molécules d’eau coordinées dans la premiere
sphere (cf Schéma 1.9) permettant ainsi d’obtenir une relaxivité de 2523mM-1s-1 a 35

MHz (0,82 T).

Schéma 1.9 : Quantum dots fonctionnalisés par Gerion et al.®> et Stasiuk et al.67

Enfin, des nanoparticules d’oxyde de fer ont également été utilisées afin de jouer le role
de sonde IRM. Ainsi un des premiers agents bimodal IRM/Imagerie optique a été
développé, selon cette stratégie, en 2002 par Josephson et al®® Il consiste en des
nanoparticules d’oxydes de fer CLIO (Cross Linked Iron Oxyde) fonctionnalisées par des
fonctions amines afin de pouvoir introduire par une liaison peptidique une sonde
absorbant dans le proche infrarouge, I'indocyanate Cy5.5. Veiseh et al.%® ont également
utilisé cette stratégie pour le ciblage de gliomes. Des lors d’autres équipes ont utilisé
cette stratégie en modifiant la sonde optique, par exemple par l'utilisation de

fluorescéine,’® ou en combinant deux sondes optiques différentes sur une nanoparticule

d’oxyde de fer.”!
Cy5.5
Oxyde
- H 0 de fer
Yo SN (Arg)y N N
H H/\[( NH;
0 .S
9 S Oxyde
de fer
= chlorotoxine

e = PEG

Schéma 1.10 : Nanoparticules d’oxyde de fer décrites par Josephson et al.b8 et Veiseh et al.®®
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2.2. IMAGERIE NUCLEAIRE /IMAGERIE OPTIQUE

Le couplage de l'imagerie nucléaire avec 'imagerie optique est une stratégie moins
présente dans la littérature, mais qui possede certains intéréts. Elle permet en effet
d’obtenir une résolution excellente, de I'ordre du micrometre (donnée par l'imagerie
optique) tout en pouvant quantifier 'accumulation de la sonde bimodale (possible grace
a la TEP ou TEMP). La stratégie souvent employée pour la synthese de sondes bimodales
TEP ou TEMP/Imagerie optique est d'utiliser des radioisotopes introduits par
complexation dans des chélates et ainsi de mimer les sondes IRM/Imagerie optique

basées sur I'introduction de gadolinium.

Pandey et al.’? ont synthétisé un des premiers agents bimodaux TEP/Imagerie optique
composé d'un dérivé porphyrinique photosensible sur lequel un atome d’iode 124 est
introduit par substitution électrophile aromatique. Ce composé est prometteur pour

I'imagerie bimodale afin de visualiser des tumeurs mais également pour la thérapie.

1241

Schéma 1.11 : Dérivé porphyrinique marqué d l'iode 124 pour

l'imagerie bimodale de tumeurs’?

Bernhard et al.”3 ont choisi quant a eux d’introduire un motif bodipy (abbréviation de
bore-dipyrométhene) sur un dérivé DOTA marqué par la suite avec de I'indium (III), du
gallium (III) ou du cuivre (II) (cf Schéma 1.12). Les bodipys sont des chromophores de
types cyanines, stabilisés par un atome de bore, ce qui induit une vive fluorescence. Les
complexes métalliques ainsi synthétisés présentent de tres bonnes propriétés de
fluorescence mais également une bonne solubilité dans I'eau. Cette méme équipe a
décrit ultérieurement, un dérivé similaire basé sur le couplage d’'un DOTAGA et d’'un

bodipy.7#
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Schéma 1.12 : Dérivé DOTA conjugué a un bodipy synthétisé par Bernhard et al.”3

Le marquage des bodipy par du fluor 18 a également été étudié.”>-78 Le fluor 18,
introduit directement par liaison covalente sur l'atome de bore permet d’éviter
l'utilisation de groupements chélatants encombrants pour le marquage de petits
biovecteurs. Li et al.”® ont marqué, avec succes, un dérivé bodipy avec du fluor 18 et du
fluor 19 afin d’obtenir une sonde imagerie optique/TEP localisée sur la méme partie de
la molécule. Plus récemment, Brizet et al.’78 ont décrit la synthese d’'un dérivé bodipy
avec un groupement diméthylaminopyridine (DMAP) fluoré (avec du fluor 19 froid) et
couplé a la bombésine par chimie « click ». Cette méthodologie a été développée afin de

I'appliquer au marquage avec du fluor 18 (cf Schéma 1.13).

Schéma 1.13 : Structure des bodipys fluorés développés par Li et al.’¢ et Brizet et al.”8

Une des stratégies souvent employée est de coupler un chélate a un fluorophore
organique afin de pouvoir introduire un radioisotope utilisable soit en TEP soit en TEMP
afin d’avoir acces a des sondes bimodales similaires TEP/Imagerie Optique et
TEMP/Imagerie optique. Cette stratégie a été utilisée par Edwards et al’® afin de
visualiser les récepteurs de la somatostatine de sous type 2. IIs ont utilisé un octapeptide
Y3-TATE synthétisé sur support solide sur lequel ils ont introduit un macrocycle DOTA
et une sonde cypate absorbant dans le proche infrarouge. Deux radioisotopes ont été

chélatés par le DOTA : soit le luthétium 177, émetteur vy, pour la TEMP soit le cuivre 64,

émetteur f*, pour la TEP. Cette stratégie a également été utilisée par Backer et al.8% pour
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I'imagerie des récepteurs VEGF en couplant une sonde Cy5.5 a un chélate de technétium
99m ou a un DOTA chélatant le cuivre 64.

Plus récemment, Uppal et al8! ont développé une sonde bimodale en incorporant un
macrocycle DOTA afin de complexer du cuivre 64 (ou du gadolinium) et un
isothiocyanate de fluorescéine sur un peptide afin de cibler les fibrines et ainsi faire de

I'imagerie des thromboses.
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Schéma 1.14 : Traceur développé par Uppal et al.8?

Une autre stratégie souvent employée est d’utiliser les propriétés similaires du
technétium et du rhénium afin de synthétiser deux sondes isostructurales dans le but
d’obtenir des images a la fois en imagerie optique et en TEMP et de pouvoir recouper ces
données. Stephenson et al82-8% ont de cette maniere introduit sur un ligand SAACQ
(dérivé de la lysine sur lequel deux groupements quinolines sont greffés sur 'amine de
la chaine latérale) du rhénium ou du technétium 99m afin de pouvoir visualiser les
neutrophiles en ciblant des récepteurs peptidiques formyles (FPR) par imagerie optique
et par TEMP. Récemment, Bordoloi et al.8> ont également utilisé cette méthode pour
réaliser de I'imagerie de la calcification vasculaire et osseuse. Pour cela, ils ont lié un

complexe de rhénium ou de technetium 99m a deux groupements bisphosphonates.
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Schéma 1.15 : Traceurs Tc/Re développés par Stephenson et al.82et Bordoloi et al.8>
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D’autres équipes comme par exemple Boulay et al.8¢ ont quant a elles choisi d’'introduire
ces deux métaux sur une méme molécule en synthétisant un traceur bimétallique

rhénium/technétium 99m.

| 18
M =?29"MTc, Re

Schéma 1.16 : Structure du traceur bimétalligue décrit par Boulay et al.86

Les sondes bimodales Imagerie nucléaire/Imagerie optique basées sur I'utilisation de
quantum dots pour la sonde fluorescente ont également été largement développées.
Ainsi, Cai et al.%” ont étudié la vascularisation cellulaire en couplant des peptides RGD
(environ 90 RGD introduits) sur un quantum dot CdTe/ZnS ainsi qu’a un macrocycle
DOTA chélant du cuivre 64 pour la TEP. Ducongé et al.88 ont choisi quant a eux de former
une micelle phospholipidique marquée au fluor 18 dans laquelle un Qd CdSe/CdZnS est

encapsulé.
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Schéma 1.17 : Structure des Qds fonctionnalisés pour la TEP développés par

Cai et al.87 et Ducongé et al.88
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2.3.IRM /IMAGERIE NUCLEAIRE

Depuis quelques années, la communauté scientifique s’oriente également vers une
combinaison de I'IRM avec I'imagerie nucléaire (TEP ou TEMP).8990 Cette combinaison
permet d’avoir des informations de type physiologiques et métaboliques en parallele
d’'une image anatomique de haute résolution. Par ailleurs, 'excellente sensibilité fournie
par I'imagerie nucléaire permet une quantification de I’accumulation du traceur utilisé.
La syntheése d’agents d'imagerie utilisables simultanément en TEP/TEMP et en IRM
représente alors un challenge considérable dans le domaine de la chimie du vivant. Pour
pouvoir réaliser de tels examens il est nécessaire de retrouver sur les molécules a la fois
un radioisotope et un ou des atomes para/superparamagnétiques.

Deux approches peuvent alors étre abordées. La premiére consiste a injecter au patient
un «cocktail » d’agents d’imagerie c’est-a-dire d’'injecter un mélange de traceur
complémentaires : 'un permettant une visualisation par IRM et le second par TEP ou
TEMP. L’idéal est alors d’avoir une biodistribution identique afin d’avoir accés au méme
type d’informations. L’idée est alors de synthétiser des molécules proches
structurellement.

La seconde approche consiste a marquer une seule et méme molécule ou particule pour

a la fois I'RM et I'imagerie nucléaire.?!

La premiere approche consistant a injecter un cocktail d’agents d'imagerie a été peu
développée dans la littérature. Un exemple a été décrit par Gianolio et al?? Il s’agit de la
synthese d’un «cocktail » d’agents IRM/TEMP. Cette molécule est composée d’un
macrocycle DO3A conjugué a un bras sulfonamide. Le DO3A sert ainsi a chélater un
atome de gadolinium (III) pour réaliser I'examen IRM ou un atome d’holmium 166 (III)
pour réaliser I'examen TEMP (cf Schéma 1.18). Le bras sulfonamide, sensible au pH

permet d’avoir un agent dit « intelligent » répondant au pH.
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Schéma 1.18 : Traceur IRM/TEMP décrit par Gianolio et al.®2

La seconde approche, consistant a utiliser une seule molécule marquée pour les deux
techniques, a été plus explorée. Différents radioisotopes ont alors été utilisés pour
constituer la sonde TEP ou TEMP tels que le fluor 18, le gallium 68 ou encore le cuivre

64, 'iode 125 ou le technétium 99m.

Le Fluor 18, introduit par chimie covalente a été utilisé par Frullano et al®3 afin de
synthétiser un radiotraceur IRM/TEP sensible au pH. La stratégie développée a été
d’utiliser un agent de contraste déja connu pour permettre de cartographier le pH, le
GdDOTA-4AMP,°* et de le modifier en vue de l'introduction du fluor 18 par chimie
«click » (cf Schéma 1.19).
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Schéma 1.19 : Traceur bimodal IRM/TEP pH sensible synthétisé par Frullano et al.”3

D’autres équipes ont choisi d’utiliser du gallium 68 ou du cuivre 64 comme radioisotope.
Cette approche apporte une difficulté supplémentaire puisque ces deux radioéléments
sont introduits par chimie de coordination. Il est alors nécessaire d’utiliser deux
macrocycles protégés de maniere orthogonale.

Suchy et al.?> ont choisi de travailler avec deux macrocycles similaires pour la chélation

du gallium et du gadolinium, le DO3A. Afin de pouvoir les différencier ils ont réalisé en
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parallele la synthese d’'un macrocycle DO3A possédant un groupement propargyle
marqué avec du gadolinium et celle d'un DO3A fonctionnalisé avec un azoture marqué
avec un radioisotope (cuivre 64, gallium 68 ou indium 111). Les deux molécules ont
ensuite été couplées par chimie « click ». Les relaxivités mesurées a champ moyen (20
MHz) sont comparables a celle du Dotarem® (cf Schéma 1.20)
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Schéma 1.20 : Traceur bimodal TEP/IRM (ou TEMP/IRM)

développé par Suchy et al.®¢

L’'inconvénient majeur de ce travail est la longueur ainsi que la complexité de cette
synthese due a 'utilisation de deux macrocycles similaires.

Ainsi, Vologdin et al®” ont choisi d’utiliser un ligand AAZTA (acide 6-amino-6-
methylperhydro-1,4-diazepinetetraacetique) pour la chélation du gallium et un
macrocycle DO3A pour celle du gadolinium. Les deux macrocycles étant ensuite liés par
un bras arylsulfonamide sensible au pH qui est un biomarqueur de certaines pathologies
telles que des infections, des maladies des reins ou encore des cancers.

Notni et al?8 ont quant a eux choisi de travailler avec un ligand TRAP afin d’assurer la
chélation du gallium. Ce ligand présentant une forte affinité pour le gallium aucune
transmeétallation n’a été observée. Dans le cadre de ce travail, trois macrocycles DO3A
ont été insérés afin d’introduire le gadolinium et ainsi obtenir une bonne relaxivité (cf

Schéma 1.21).
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Schéma 1.21 : Structures des agents bimodaux développés par Vologdin et al.%7

et Notni et al.%8

Une stratégie différente développée par Gros et al?? a été d’utiliser du cuivre 64 comme
radioisotope et de le chélater avec une porphyrine (cf Schéma 1.22). La porphyrine
présente I'avantage supplémentaire d’étre fluorescente et donc de pouvoir étre utilisé
en imagerie optique. Des mesures de relaxivité ont été réalisées a haut champ et a
champ moyen. A 300 MHz, la valeur obtenue est comparable a celle du DOTAREM®

mais a champ moyen elle est nettement supérieure. Ceci peut étre attribué a

I'augmentation de la taille de la molécule et donc a celle de son temps de rotation.
0] 0 Dérivé

>_\ /N /_/<O_ Porphyriniqu

Schéma 1.22 : Structure du dérivé DOTA conjugué a une porphyrine

Par la suite, en utilisant cette stratégie, des dimeres et un tétramere de DO3A-Gd ont été
développés (cf Schéma 1.23).190 En comparaison de leur précédent de travail le temps de
relaxation du monomere et d’'un des dimeres a pu étre amélioré. Pour le second dimere
et le tétramere, les temps de relaxation obtenus sont similaires aux précédents résultats.

Cela est attribué a une plus grande flexibilité et a un encombrement stérique plus
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important di a la présence d’'un carbone supplémentaire. L’approche et la coordination

d’'une molécule d’eau paraissent alors plus difficiles.

Schéma 1.23 : Structures développées par Eqggenspiller et al.100

Park et all%l ont quant a eux choisi de synthétiser des molécules trimétalliques
constituées d'un atome de gadolinium chélaté par un DTPA et de deux atomes de
rhénium ou de technétium 99m chélatés par des motifs histidines (cf Schéma 1.24). Le
technétium et le rhénium présentent des caractéristiques chimiques similaires, les deux

complexes sont donc équivalents.

H,0 OH,
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Schéma 1.24 : Structure du traceur IRM/TEMP bimétallique développé
par Park et al.101

Plus récemment, cette équipe a décrit la synthese d’'un nouvel agent IRM/TEMP utilisé
en oncologie pour la visualisation de tumeurs.192 [Is ont alors choisi d’'introduire un
atome d’iode 125 ou d’iode 127 (isotope stable) sur un cycloRGD qui est couplé lui-

méme a un macrocycle DOTA chélatant du gadolinium (cf Schéma 1.25).
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Schéma 1.25 : Structure du traceur IRM/TEMP marqué a l'iode

développé par Park et al.102

Enfin une des derniéres approches ayant été envisagée par Scott et al.193 a été de non
plus travailler avec le gadolinium mais avec du fluor 19 détectable en IRM. Des chaines
perfluorées ont ainsi été introduites sur un macrocycle DO3A ou NOTA pour permettre
la coordination d'un radioisotope utilisable en TEP ou en TEMP. Cette plateforme
comporte également une fonction alcool libre en vue de I'introduction d’'une biomolécule
(cf Schéma 1.26). La synthese seule de ces précurseurs a été présentée sans donner de

résultats sur les éventuels radiomarquages ou de mesures IRM.

0.__0tBu
DO3A H
& R HO3A I/\’(N\/\/Rf
NOTA OH o o
33 34

NOTA

Schéma 1.26 : Précurseurs synthétisés par Scott et al.103

L’utilisation de nanoparticules superparamagnétiques afin de constituer la sonde IRM a
été également développée. Ainsi Lee et all%% ont fonctionnalisé une nanoparticule
d’oxyde de fer par des chaines d’acide polyaspartiques (PASP) afin d’introduire des
macrocycles DOTA chélatant du cuivre 64 pour I'examen TEP et des motifs cycloRGD (cf
Schéma 1.27). Ces derniers permettent le ciblage des intégrines surexprimées dans les

tumeurs.
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Schéma 1.27 : Nanoparticule d’oxyde de fer marqué au Cuivre 64

synthétisé par Lee et al.104

Torres Martin de Rosales et al. ont quant a eux choisi d’utiliser des complexes
bisphophonates afin de complexer le technétium 99m et le cuivre 64 (c Schéma 1.28).
Ces complexes possedent la particularité de se lier fortement a la surface des oxydes de
fer. Ainsi, ils ont développé deux traceurs bimodaux, 'un utilisant du technétium 99m
chélaté par un ligand dipicolylamine-alendronate (DPA-ale, TEMP)105 et 'autre utilisant
du cuivre 64 chélaté par un complexe bis-dithiocarbamate (dtcbpz, TEP)1¢ afin de

détecter les ganglions lymphatiques sentinelles.
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Schéma 1.28 : Traceurs bimodaux développés par Torres Martin de Rosales et al.105106
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3. DESCRIPTION DU PROJET

Ce travail de theése a eu pour objectif la synthese de traceurs bimodaux utilisables en
imagerie médicale IRM/TEP. En effet, comme il I'a été mentionné précédemment, cette
combinaison présente un grand intérét puisqu’elle permet d’obtenir a la fois une image
anatomique avec une excellente résolution et une image métabolique avec une haute
sensibilité. Il est alors possible de quantifier I'accumulation du traceur synthétisé.

En s’appuyant sur les travaux présentés dans la littérature,®! il a été choisi de suivre les

deux approches présentées.

La premieére a consisté a synthétiser une molécule, basée sur un chélate, qui pourrait
alors étre marquée par un meétal utilisable soit en IRM soit en TEP. La sonde bimodale
pourrait alors étre obtenue, sous forme de « cocktail », par mélange de ces traceurs.
Cette approche a donc été développée en utilisant un macrocycle DO3A fonctionnalisé
par un propargyle. Ce macrocycle permet la chélation soit de gadolinium (pour I'IRM)
soit de gallium 68 (pour la TEP). La fonction propargyle a pour but d’introduire une
biomolécule vectrice par chimie «click». Pour cela, une approche originale a été
développée, en utilisant la réaction de chimie « click » catalysée par des complexes de
ruthénium. Un des précurseurs obtenus a ensuite été utilisé pour valider le marquage au

gallium 68 et au gadolinium (cf Schéma 1.29).
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Schéma 1.29 : Structure du premier traceur bimodal envisagé

selon l'approche « cocktail »

Une fois ce traceur obtenu, une nouvelle structure a été envisagée, en utilisant la méme
approche. Cette fois-ci I'idée a été d’introduire sur le macrocycle DO3A deux fonctions
identiques afin de permettre le greffage non plus d’'une mais de deux biomolécules (cf

Schéma 1.30). Il a en effet été démontré dans la littérature,'97 que des dimeres de
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biomolécules pouvaient permettre d’augmenter I'affinité du traceur final vis-a-vis de sa
cible biologique. Différentes plateformes bifonctionnalisées ont alors été synthétisées
dans le but de pouvoir introduire des biomolécules comportant des fonctions chimiques
différentes. Parmi, ces plateformes, une structure dipropargylée a été utilisée pour

tester le couplage par chimie «click» catalysée au ruthéniumd'une biomolécule
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Schéma 1.30 : Structure des plateformes difonctionnalisées et du

second traceur envisagé selon I'approche « cocktail »

Une structure similaire, différant par la présence d’'un espaceur entre le macrocycle et
les fonctions propargyles, a été également synthétisée. Le couplage de biomolécules a

également été testée afin de déterminer I'influence de I'espaceur sur la réaction.
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Schéma 1.31 : Traceur avec un espaceur envisagé selon l'approche « cocktail »

La seconde approche envisagée, a été de synthétiser une molécule unique sur laquelle le
radioisotope (TEP) et le gadolinium (IRM) sont présents. L’architecture de ce second

traceur offre plus de challenge. Il a alors été choisi de travailler avec un radioisotope
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introduit par chimie covalente, le fluor 18. Ainsi, un seul macrocycle est nécessaire. Ce
traceur doit donc comporter une plateforme trifonctionnalisée afin de permettre
'introduction :

- du gadolinium chélaté par un macrocycle, ici le DO3A

- du fluor 18 introduit sur un groupement di-tertbutylsilane

- d'une biomolécule fonctionnalisée par un azoture, couplée par chimie

« click ».
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Schéma 1.32 : Structure du premier traceur envisagé selon l'approche

« molécule unique »

Enfin, comme dans la partie précédente, il a été choisi de synthétiser un dérivé de cette

plateforme. Cette nouvelle structure présente un espaceur entre le macrocycle et les

, tBu

tBu~ Sj

parties biomolécules et silane (cf Schéma 1.33).
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Schéma 1.33 : Traceur avec espaceur envisagé selon

l'approche « molécule unique »
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PARTIE 2 : SYNTHESE D’UN TRACEUR BIMODAL :

APPROCHE « COCKTAIL »
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Dans cette partie, la synthese de macrocycles DO3A fonctionnalisés par une ou des
biomolécules sera décrite. Le macrocycle permettra ainsi la chélation de gadolinium et
de gallium 68 afin de pouvoir visualiser le traceur a la fois en IRM et en TEP. Les deux
traceurs isostructuraux présenteront a priori une biodistribution identique. De plus, en
les mélangeant dans des proportions adéquates, un « cocktail » bimodal sera obtenu qui
pourra étre utilisé simultanément en imagerie bimodale IRM/TEP.

Dans un premier temps, la synthése de monomeres de biomolécule sera décrite. Une
méthode innovante de bioconjugaison sera développée et appliquée a la synthese de
différents précurseurs.

La synthese de dimeéres sera ensuite détaillée. Pour cela, différentes plateformes
fonctionnalisées seront décrites et la réaction de bioconjugaison développée

précédemment pourra étre testée.

1. SYNTHESE DE MONOMERES DE BIOMOLECULES

1.1. STRATEGIE D’INTRODUCTION DE LA BIOMOLECULE PAR CHIMIE « CLICK »

La stratégie envisagée a été de réaliser I'étape de bioconjugaison par cycloaddition 1,3
dipolaire de Huisgen. Cette réaction fait intervenir un partenaire azoture avec un alcyne
vrai pour conduire sous activation thermique a la formation de triazole. L'inconvénient
majeur de cette réaction est une absence de régioséléctivité qui conduit a 'obtention des
deux triazoles 1,4 et 1,5 disubstitués. L’utilisation de cuivre a I'état d’oxydation 1 permet
alors de résoudre ce probleme et d’obtenir exclusivement le régioisomere 1,4 (cf

Schéma 2.1). Par ailleurs, il permet d’activer la réaction et des conditions généralement

plus douces peuvent alors étre utilisées. R,
A Ra =
o f NN
—
~N_ -N N R
RZ \N N 2
1,4 1,5
Rl—— + Rz"‘N3
Ry
[Cu] =t 14
RN =N
E— R

Schéma 2.1 : Comparaison des régioisomeres obtenus par cycloaddition de Huisgen
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Cette réaction fait partie de la grande famille de la chimie «click ».198 Depuis sa
découverte en 2002 par Sharpless et Meldal, 1099110 e nombre d’applications pour cette
réaction a explosé dans un grand nombre de domaines.!!! En effet, elle présente
différents intéréts dont l'obtention de triazoles avec de bons rendements dans des
conditions expérimentales relativement simples a mettre en oeuvre. Par ailleurs, sa
compatibilité avec un grand nombre de fonctions chimiques permet d’éviter des étapes
de protection et déprotection, réduisant ainsi le nombre d’étapes total. De plus, le
triazole est un bioisostére de la liaison peptidique mais présente également I'avantage
d’étre plus robuste vis-a-vis de la dégradation enzymatique.l10112113 (C’est pourquoi

cette réaction est particulierement utilisée en chimie appliquée au vivant.

L’objectif de cette partie est de synthétiser un macrocycle DO3A fonctionnalisé par une
fonction propargyle pouvant permettre l'introduction par chimie «click» de toute
biomolécule comportant une fonction azoture. Apreés déprotection, le macrocycle
permettra alors la chélation de gadolinium ou de gallium 68 afin d’obtenir des traceurs

utilisables en IRM ou en TEP (cf Schéma 2.2).

Sonde moléculaire

- Biomolécule
tBu0,C —\ 06— /~\ 7 N
TN WS N N/\Qﬁ
L. — . ()
N N N

tBu0,C—" \_/ “—C(0,tBu 0,0~/ COy

Accésal'IRMou a la
TEP Chélation de Gd ou de %%Ga

Schéma 2.2 : Conception de la plateforme

Il a été choisi dans un premier temps de travailler avec comme biomolécule modele la
biotine, aussi appelée vitamine H. Cette derniere est une co-enzyme qui intervient entre
autres dans les processus de métabolisation des acides gras, des glucides et des acides
aminés. Elle est également nécessaire pour la biosynthese des vitamines B9 et B12.

Elle est par ailleurs souvent utilisée pour réaliser un pré-ciblage thérapeutique ou en
imagerie meédicale du fait de sa forte affinité pour les protéines avidines et
streptavidines.!1* Par ailleurs, il est également intéressant de noter que la biocytin
(biotin-L-lysine), assimilée et transportée par les neurones, est peut quant a elle étre

utilisée afin de visualiser les connectivités cérébrales.115116
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En vue de l'obtention de ce monomere (37), la synthése en parallele des deux
partenaires de la réaction de Huisgen a été réalisée. Il a été choisi d’introduire la
fonction alcyne sur un dérivé DO3A triprotégé (38) alors que la fonction azoture a été

placée sur la biomolécule, ici la biotine 39(cf Schéma 2.3).

0 H HN 0
HN)K/\/\@/\?H

s—/“H
0

HOC—_ /—\ 720\ tBuOC— /7 \ ~=

N N/\ﬁl\ﬁ NOONG T HN/KNH

[ j 37 — *H H "

N N —/N\ /N\— o, AN

HO,C—" \_/ “—(0,H tBu0,C CO,tBu S /\/\n/
38 0 39

Schéma 2.3 : Stratégie de synthese de la plateforme DO3A-propargyle

La premiere étape concernant la synthese du dérivé DO3A propargylé est I'introduction
de groupements t-butyliques afin de protéger les fonctions acides sous forme d’ester.
Cette réaction a été réalisée dans les conditions décrites par Olsson et optimisées par
I’équipe de Meadel17.118 et présente I'avantage d’obtenir le dérivé DO3A protégé 40 par
précipitation sous forme d’un sel hydrobromé avec un rendement de 88%.

Le dérivé propargylé a ensuite pu étre obtenu par substitution nucléophile du bromure
de propargyle en présence de carbonate de potassium. Apres purification sur gel de
silice le dérivé DO3A propargylé 38 a été obtenu avec un rendement de 89% (cf Schéma

2.4).

/_\ tBuOZCj /_\

Lo T A - [ ]
NH HN 0 DMA, 0°C 23 TA g N N
_/ ‘48h tBu0,C—" \_/ —(0,tBu

88%
tBu0,C
W0E /TN e

K,COs, Br/\\\ [N ]

DMF 70°C, 24 h

38

tBu0,C—" \_/ “—C(0,tBu
89%

Schéma 2.4 : Synthese du dérivé DO3A propargylé
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Le dérivé azoture de la biotine est disponible commercialement, néanmoins son prix
reste tres élevé. Cette molécule est cependant accessible en deux étapes en utilisant la
biotine comme produit de départ, ce qui permet d’en réduire le coft.

L’'idée est ici de réaliser un couplage peptidique entre la biotine et une chaine
alkylamine comportant une fonction azoture. Il est nécessaire dans un premier temps
d’activer la fonction acide de la biotine en formant l'ester activé par le N-
hydroxysuccinimide (NHS), introduit en présence de N,N'-dicyclohexylcarbodiimide
(DCC) dans le DMF (cf Schéma 2.5).119 Apres simple précipitation dans I'éther
diéthylique, la biotine activée 41 a été obtenue avec un rendement de 92%. En parallele,
la 3-azidopropylamine a été synthétisé par substitution nucléophile entre la 3-
chloropropylamine hydrochlorée et I'azoture de sodium dans 'eau a 80°C d’apres les
conditions décrites par Landi et al.1?? Une chalne propylique a été préférée a une chaine
éthylique en raison du caractére treés volatile du dérivé azoture éthylamine. Une
extraction dans I'éther permet d’obtenir l'azoture avec un rendement de 85%. La
difficulté principale de cette réaction réside dans le fait que I'azoture formé reste volatile
et donc délicat a concentrer.

La biotine azoture est obtenue par couplage peptidique entre ces deux intermédiaires en
présence de triéthylamine dans le DMF. Apres purification sur gel de silice le produit 39

est isolé avec un rendement de 87% (cf Schéma 2.5).

£ i
HN” ONH L.
Hﬁ NHS, DCC Hﬁ 0
/\/\”/ B = /\/\ﬂ/
DME, TA., 24 h 41
92% 0
NaN3
HOL N "Na e H N O,
H,0,80°C, 16 h a5, 42
0 ° o
HNJLN /LL

Et;N HN  'NH

H
2 < + HZN/\/\N3 _— Hﬁﬂ H N,
/\/\H/ DME TA., 16 h NN ~

39 0 s7%

.S'chema 2.5 : Syntheése du dérivé azoture de la biotine

Les partenaires DO3A-propargyle 38 et biotine-azoture 39 ayant été obtenus avec de
bons rendements, le couplage par réaction de Huisgen catalysée au cuivre a pu étre

testé. Dans un premier temps, il a été décidé d’appliquer des conditions expérimentales
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décrites par Uppal et al.1?! en 2011 impliquant 'utilisation conjointe de sulfate de cuivre
pentahydraté (0,1 éq) et d’ascorbate de sodium (0,2 éq) afin de réduire in situ le cuivre a
I'état d’oxydation 1 dans un mélange tBuOH/eau a température ambiante (cf Schéma

2.6).

0

tBuO,C— /—\ — tBu0,C I\
NN S PN ~N 43
HN NH CuS04 NaAsc N=N
—_—
[N N] ' HZ g ! N Ny tBuOH/H,0 [ ] NH 1 HN— AP
. N 3 tbu 2% N N L

tBu0,C—" N/ N—C0,tBu s '”/\/\ﬂ/ ~ TA,24h  tBu0,C—" \_/ —C0,tBu O - \;\/H

38 0 39 s />

H

Schéma 2.6 : Couplage du DO3A propargylé 38 et de I'azoture de biotine 39

par réaction de Huisgen

Contrairement a ce qui est décrit dans la littérature,'21 apres 24 h d’agitation aucune
réaction ne se produit. En effet, une CCM et une analyse en spectrométrie de masse du
brut réactionnel ont révélé uniquement la présence des produits de départ. L’hypothese
émise est que le cuivre, ayant une excellente affinité pour le macrocycle DO3A, est

chélaté et donc inefficace pour catalyser la réaction.

Afin de réaliser cette réaction, différentes conditions ont alors été testées et sont

résumeées dans le tableau 2.1.

0

tBuO,C— /\ . [Cu] tBu0,C—_ /—\ Y
N NG T ow Base/Reducteur N N/\gz\]\’]/\t
o J -
Solvant, NH

N” “NH
_—

Hﬁﬂ H N HN—°

N N No_~_-N3 N N H

Tt -
tBu0,C—" N/ N—C0,tBu g /\/\n/ tBu0,C—" \_/ “—(C0,tBu O \;\/H

0
s )"

H

Entrée Catalyseur Equivalents Base/ Solvant Température Durée

[Cu] Réducteur (°C) (h)
1 CuSO0q4 0,1 NaAsc tBuOH/eau T.A. 24
2 CuSO0q4 2 NaAsc tBuOH/eau T.A. 16
3 CuSO0q4 2 NaAsc tBuOH/eau 80 16
4 CuSO04 2 NaAsc tBuOH/eau 100, pyW 0,5
5 Cul 2 - tBuOH/eau T.A. 20
6 Cul 2 DIPEA tBuOH/eau T.A. 24
7 Cul 2 DIPEA Toluéne 110°C 24

Tableau 2.1: Différentes conditions testées pour le couplage par chimie « click »
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En premier lieu, le nombre d’équivalents de cuivre a été augmenté afin de passer en
conditions sur-steechiométriques et ainsi d’assurer la présence de cuivre non chélaté par
le macrocycle dans le milieu réactionnel (entrée 2). Hélas, ces conditions n’amenent pas
a la formation de produit. Il a alors été envisagé d’augmenter la température (entrée 3).
Ici encore, seuls les produits de départ ont été récupérés. Un chauffage sous microondes
(entrée 4) n’a pas donné de meilleurs résultats. Il a alors été décidé de changer I'espece
de cuivre, par utilisation de Cul qui présente 'avantage d’avoir acces directement au
cuivre a I'état d’'oxydation 1 (entrée 5). Le milieu réactionnel n’ayant toujours pas réagi
il a été décidé d’ajouter une base aminé, la DIPEA (entrée 6). L’addition d'une base dans
ce type de réaction est connue pour faciliter la formation du complexe cuivre-acétylide.
Cependant, une fois encore, aucune réaction n’est observée. Enfin il a été décidé
d’utiliser comme solvant le toluene permettant d’atteindre une température de réaction
plus élevée (point d’ébullition a 110°C) (entrée 7). Hélas, le produit attendu ne se forme

pas ici non plus et apres 24 h le milieu réactionnel commence a se dégrader.

Face a I'absence de conversion quelles que soient les conditions expérimentales testées,
il est apparu nécessaire de changer de méthode. L’approche principalement utilisée dans
la littérature afin de contourner ce probléme consiste a déprotéger préalablement le
macrocycle et a complexer le lanthanide d’intérét avant de réaliser 1'étape de chimie
«click» sur le complexe formé (cf Schéma 2.7).118122-124 Epn effet, les métaux
généralement chélatés pour I'imagerie médicale ont de meilleures constantes d’affinités
pour les dérivés DOTA que le cuivre. L’objectif est d’'obtenir une molécule pour laquelle
différents métaux pourront étre complexés afin de réaliser différentes modalités
d’imagerie. Il est donc impératif dans notre cas d’effectuer l'insertion du métal en

derniere étape et donc de trouver une alternative a cette stratégie.
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Schéma 2.7 : Stratégie de réaction par « click » aprés complexation d’'un lanthanide

Une approche innovante, impliquant I'utilisation de la chimie « click » sans cuivre afin de
lier la biomolécule a un macrocycle DOTA, a été développée par Schultz et al.125126 Le
concept de chimie «click» sans cuivre, développé par Bartozzi et al,'?’” implique
I'utilisation de cycles « tendus » tels que des dérivés cyclooctynes en tant que partenaire
alcyne. La déformation de I'angle de liaison (163° pour les cyclooctynes) entraine une
meilleure activation vis-a-vis de la réaction de Huisgen, la rendant alors possible a
température ambiante. Schultz et al. ont alors introduit sur une biomolécule un dérivé
cyclooctyne afin d’obtenir un intermédiaire alcyne (45) qu’ils ont ensuite couplé au

dérivé DOTA azoture 44 (cf Schéma 2.8). Cependant, le contrdle de la régiosélectivité

n’est pas total puisque les deux régioisomeres 1,4 et 1,5 semblent étre obtenus.

0
HO,C— /—\ /—% —_ F
N N HN + E 0 E
[ ] _\_\ \/\/< \/}3\/ \Biotine
N N N3 0
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44 H,0/DMF
TA, 16 h

0
HO,C— /7~ /_(

N N HN
] _\—\ . Biotine
. "
N N N~N

HO,C—" \—/ “—CO,H SN j%
F 0
44%
’ 0 E/\} 46

Schéma 2.8 : Couplage par chimie « click » sans cuivre développé par Schultz et al.
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La recherche de nouvelles approches versatiles afin d’introduire une biomolécule sur un
macrocycle de type DOTA suscite beaucoup d’intérét. Parmi ces approches, on peut citer
Rijkers et al.128 ainsi que Yim et al.12° qui ont choisi d’utiliser la réaction de « sulfo-click »
afin de conjuguer un DOTA a un peptide dérivé de l'octréotide. Cette réaction,
développée par Williams et al.,130-132 fait intervenir un dérivé thio-acide avec un azoture
sulfonyle afin de former une liaison N-acyle sulfonamide (cf Schéma 2.9). Elle est

particulierement utilisée en chimie des peptides.

Q O\\/P Base )J\ \\S’/
M+ oSy, —— R NTTRy

Schéma 2.9: Réaction de « sulfo-click »

Une approche également intéressante serait d’utiliser la chimie des isoxazoles.133-135 Ces
derniers possedent une grande stabilité hydrolytique ainsi que des capacités a faire du
mi-stacking et des liaisons hydrogenes. Par ailleurs, cet hétérocycle est un isostere des
liaisons amides et esters. Leur synthese est similaire a la réaction de Huisgen. Elle utilise
un partenaire alcyne avec un oxyde de nitrile et permet la formation de I'isoaxozole sans

présence de cuivre (cf Schéma 2.10).

Base

/N\
o
=~
Cl

R;

Schéma 2.10 : Formation des isoxazoles

Dans le cadre de ce travail de these, une approche originale a été envisagée. Elle consiste
a utiliser la réaction de chimie « click » catalysée au ruthénium développée par Fokin et
al136-138 ] est a noter que cette approche n’a jamais été utilisée afin d’introduire une

biomolécule sur un macrocycle de type DOTA ou DO3A.

1.2. UTILISATION DE LA « CLICK » CATALYSEE AU RUTHENIUM

Comme il a été démontré dans la partie précédente, la formation d’'un triazole entre le

macrocycle DO3A et une biomolécule par réaction de Huisgen catalysée au cuivre reste
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un défi majeur. En effet, I'affinité du cuivre pour le macrocycle rend la réaction difficile
voire impossible dans notre cas. Nous avons donc cherché a utiliser un autre métal,
connu pour ne pas étre complexé par les macrocycles polyazotés et pouvant catalyser la
réaction de Huisgen. Le ruthénium est alors apparu comme un candidat idéal.

La chimie « click » catalysée par des complexes de ruthénium a été développée par Fokin
et al. en 2005.136-138 ]] 3 ainsi été démontré par les auteurs que l'utilisation de complexes
de ruthénium permet de catalyser la réaction de Huisgen tout en garantissant un
controle de la régiosélectivité. La particularité de cette réaction est I'obtention du
triazole disubstitué en 1,5 et non en 1,4 comme cela est le cas avec l'utilisation de
catalyseurs a base de cuivre (cf Schéma 2.11). Elle permet également de former des

triazoles trisubstitués par réaction avec des alcynes internes.

R, Ry
A /:< . =
> N_ .N Ne N~g,
Rz/ \N' N
1,4 1,5
Ry
[Ru] _
__ > 1,5
Ri— R,—N > - 4
1 + Rp7N3 N\\N'N R,
Ry
[Cu] =
RN, =N 1,4
27 N

Schéma 2.11 : Réaction de chimie « click » catalysée au ruthénium

Le cycle catalytique de cette réaction explique l'obtention de ce régioisomere. La
premiere étape consiste en un échange de ligand conduisant a la formation du complexe
actif. Le ruthenacycle est alors obtenu par couplage oxydant. Cette étape contréle la
régiosélectivité de la réaction, la liaison C-N se créant entre le carbone le plus
électronégatif et le moins encombré stériquement et 'azote terminal de la fonction
azoture. Le cycle métallique subit alors une élimination réductrice permettant

'obtention du triazole et la régénération du catalyseur (cf Schéma 2.12).

61



o @ R
N=N=N
.Ru
ClVa
L
Régénération du Echange de
catalyseur ligand

N=N C'/N-Rg
|

s VR, R N

Elimination réductrice Couplage oxydant

Schéma 2.12: Mécanisme réactionnel de la « click » au ruthénium

Il a été montré dans la littératurel3® que les complexes de ruthénium les plus efficaces
pour cette réaction sont le [Cp*RuCl]s, le Cp"RuCl(PPhs); et le Cp"RuCI(COD). Dans le but
d’utiliser cette réaction pour coupler un DO3A alcyne a une biomolécule azoture, ces

deux derniers catalyseurs ont été choisis.

1.2.1. Optimisation des conditions

Cette méthode de conjugaison n’ayant jamais été utilisée sur des dérivés DO3A ou DOTA
il a été choisi dans un premier temps de I'optimiser sur un azoture modele, I'azoture de

benzyle 47.

Les conditions décrites par Fokin!36 consistent a additionner une solution des deux
réactifs a une solution de catalyseur et de laisser la réaction sous agitation a 60°C

pendant une nuit. Apres purification le produit est obtenu avec des rendements de 55 et
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56% respectivement pour les catalyseurs Cp*RuCl(COD) et Cp*RuCl(PPhz). (cf Tableau

2.2, entrées 1 et 2).

A partir de ce protocole, une optimisation de la réaction a été réalisée en faisant varier

les conditions expérimentales tels que la concentration, la température ou le mode de

chauffage (cf Tableau 2.2).

N.

tBuOZCjN/—\N I~ . tBuOZCjN/—\N 4 é]\l
R v G
tBu0,C—" \_/ N—(0,tBu 47 tBu0,C—" \_/ \—(0,tBu
38 48

Entrée Catalyseur Température Concentration Durée Modede Rendement
[Ru] (°C) (M) (h)  Chauffage (%)
1 Cp"RuCl(COD) 60 0,1 16 A 55
2 Cp'RuCl(PPh3): 60 0,1 16 A 56
3 Cp"RuCl(COD) 100 0,1 16 A 47
4 Cp'RuCl(PPh3): 100 0,1 16 A 55
5 Cp"RuCl(COD) 60 0,05 16 A 47
6 Cp'RuCl(PPhs3): 60 0,05 16 A 52
7 Cp"RuCl(COD) 110 0,1 0,3 uWw 57
8 Cp'RuCl(PPh3): 110 0,1 0,3 pWw 64
9 Cp"RuCl(COD) 80 0,1 0,5 uWw 45
10 Cp'RuCl(PPh3): 80 0,1 0,5 pWw 47

Tableau 2.2 : Optimisation des conditions expérimentales de la réaction

de chimie « click » au ruthénium

Dans un premier temps, la température a été augmentée de 60 a 100°C (entrées 1 a 4).
Le rendement obtenu avec Cp*RuCl(COD) est 1égerement plus faible (entrée 3) alors que
celui obtenu avec Cp*RuCl(PPhs); est similaire au précédent (entrée 4). Ce résultat peut
étre expliqué par l'instabilité et la dégradation a des températures élevées du catalyseur

Cp"RuCl(COD).
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L’effet de la concentration a été ensuite étudié en effectuant la réaction a 0,05 M (entrées
5 et 6). Ce parameétre ne semble pas déterminant pour la réaction.

Il a alors été choisi de tester un chauffage sous microondes (entrées 7 a 10) cela pouvant
mener a de meilleurs rendements sur des temps de réaction plus courts. Ainsi, un
chauffage a 110°C pendant 20 min nous a permis d’obtenir des rendements meilleurs
que ceux obtenus en conditions classiques (entrées 7 et 8). Ces conditions semblent
prometteuses mais le chauffage a 110°C pourrait s’avérer incompatible avec des
biomolécules plus fragiles.

C’est pourquoi une température plus faible (80°C) avec un temps plus long (30 min) a
été également testé (entrées 9 et 10). Les rendements restent inférieurs a ceux obtenus
a 110°C avec les deux catalyseurs.

Pour résumer, les meilleurs rendements ont été obtenus par chauffage sous microondes

a 110°C pendant 20 min avec une concentration de 0,1 M.

Apres avoir optimisé les conditions de cette réaction sur un azoture modele, le couplage
d’'une molécule d’intérét biologique, tel que I'azoture de biotine, a pu étre testé (cf

Tableau 2.3).

o ;

tBuOZC\N/_\N/]\Q HNJ\NH R tBuOZC\N/—\N/\Qi\f? 49
tBu0,C—" \__/ —C0,Bu g /\/\W ~ N3 LD Bu0,C—" \__/ \—0,tBu
38 39 ©
Entrée Catalyseur Température Durée Mode de Rendement
(°C) (h) Chauffage (%)
1 Cp RuCl(COD) 60 16 A 60
2 Cp RuCI(PPhs), 60 16 A 52
3 Cp RuCl(COD) 110 0,3 uW 29
a4 Cp RuCI(PPhs), 110 0,3 Y 31
5 Cp RuCl(COD) 60 0,5 uW 29
6 Cp RuCl(COD) 80 0,5 uw 47

Tableau 2.3 : Optimisation de la réaction sur la biotine
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Dans un premier temps les conditions dites classiques décrites par Fokinl3¢ ont été
testées (entrée 1 et 2) et ont permis d’obtenir la formation du produit désiré avec de
meilleurs rendements que ceux obtenus avec I'azoture de benzyle.

La réaction testée dans les conditions optimisées sous microoondes (entrées 3 et 4) a
amené des rendements inférieurs. Ce résultat s’explique par une dégradation du milieu
visible en CCM par 'apparition de produits secondaires.

Un résultat plus surprenant concerne les réactions effectuées en présence du catalyseur
Cp"RuCl(PPh3).. En effet, aprés analyse RMN du produit purifié, il est apparu qu'un
meélange des deux régioisomeres 1,4 et 1,5 avait été formé. En effet cela est visible par la
présence en RMN 1H de deux pics a 7,79 et 7,87 ppm correspondant aux protons du
triazole des deux régioisomeres. Le produit purifié issu de la réaction avec
Cp"RuCl(COD) (entrée 1) ne présente quant a lui qu'un seul pic visible a 7,79 ppm
correspondant au régioisomere 1,5 (cf Figure 2.1). L'utilisation de Cp*RuCl(PPh3); a

donc été abandonnée.

—7.87

Cp*RuCl(COD)

[\ Cp*RuCI(PPh3),

0.36
0.57—

Figure 2.1 : Agrandissements des RMNs, correspondant au signal des triazoles du composé

DO3A-biotine synthétisé avec les catalyseurs Cp*RuCl(COD) et Cp*RuCl(PPh3);

Les conditions microondes obtenues n’étant pas optimales il a été envisagé de tester des
conditions plus douces pour éviter la dégradation des biomolécules. Ainsi, la
température de la réaction a été abaissée a 60°C mais avec un temps de chauffage plus

long de 30 min (entrée 5). Le rendement obtenu de 29% est similaire a celui obtenu a
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110°C pendant 20 min (entrée 3) mais s’explique ici non pas par une dégradation des
produits mais par un manque de réactivité. En effet, les produits de départ restent
visibles en CCM. En derniere approche, des conditions intermédiaires avec un chauffage
a 80°C pendant 30 min (entrées 6) ont été testées et ont conduit a 'obtention du produit

couplé 49 avec un rendement de 47%.

En conclusion, la réaction de chimie « click » catalysée au ruthénium a ainsi pu étre
appliquée au couplage de macrocycle DO3A-propargyle avec des azotures dans des
conditions impliquant un chauffage soit thermique soit sous microondes. Comme
supposé, les conditions de chauffage sous microondes optimisées avec l'azoture de
benzyle (110°C, 20 min) entrainent une dégradation du milieu réactionnel et donc une
baisse de rendement dans le cas de l'azoture de biotine. Cependant, les conditions
classiques ainsi que le chauffage sous microondes a 80°C pendant 30 min ameénent des
résultats corrects dans les deux cas. Ces conditions ont alors été choisies afin de coupler
d’autres molécules d’intérét biologique afin d’élargir le champ d’application de cette

réaction.

1.2.2. Application au couplage de différentes biomolécules

Cette méthode de bioconjugaison a donc ensuite été appliquée a un panel plus large de
biomolécules en testant le couplage sur un désoxyribonucléoside (thymidine), un acide
aminé (lysine), un peptide (cycloRGDfK) et sur un marqueur neurologique (MPP) en vue

de I'obtention de nouveaux traceurs potentiels.

e Conjugaison d’'un désoxyribonucléoside, la thymidine :

La bioconjugaison de la thymidine sur un macrocycle DO3A permettrait de valider la
méthode de couplage pour des oligonucléotides. Par ailleurs, sa conjugaison sur un
macrocycle DO3A, qui serait par la suite marqué pour I'imagerie, est intéressante car la
molécule obtenue pourrait constituer un bon traceur métabolique. En effet, la thymidine
marquée au fluor [18F]-FLT développée par Wilson et al.13? est utilisée en TEP et est en

cours d’évaluation clinique, en tant que traceur métabolique.
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Afin d’introduire une fonction azoture en position 3’, il est nécessaire de protéger la
fonction alcool en position 5’. Il a été choisi de protéger cette fonction par un
groupement TBDMS (¢t-butyldiméthylsilyl) introduit par réaction du chlorure de t-
butyldiméthylsilane dans la pyridine.140 Le TBDMS, comme les autres éthers silylés, est
connu pour étre un bon groupement protecteur des fonctions alcools. En comparaison
aux autres membres de cette famille, il possede un encombrement stérique moyen ce
qui lui confére une bonne stabilité mais le rend aussi facile a introduire et a cliver. La
thymidine protégée en position 5’ (50) est ainsi obtenue avec 95% de rendement. Un
éther méthylthiométhyle est ensuite formé en position 3’ par un réarrangement de
Pummerer en présence d’'un mélange d’acide acétique/anhydride acétique et de DMSO
avec un rendement de 75% (cf Schéma 2.13).

La fonction azoture est ensuite générée en 2 étapes : la premiere implique le clivage de
la fonction éther méthylthiométhyle par du chlorure de sulfuryle afin de générer I'éther
meéthylique portant une fonction chlorée. L’azoture est ensuite obtenu par substitution
nucléophile avec I'azoture de sodium. Enfin une réaction avec le fluorure d’ammonium
permet le clivage de I'éther silylé. L’azoture de thymidine 52 est ainsi obtenu avec un

rendement sur ces trois étapes de 71% (cf Schéma 2.13).141

0
0
| NH
NH
N/go SN
HO TBDMS-CI o
0 - . TBDMSO
Pyridine, TA., 24 h 0 50
OH
OH 9504
AcOH/Ac,0
DMSO, TA., 48 h
0 0
NH NH
| |
N/&O N/&O
HO 1.S0,Cl, DCM, 0°C, 2 h TBDMSO o
O -
2.NaN; DMF, TA, 3 h 51
52 b__N, 3. NH,F, MeOH, TA, 24 h 0_S._
71% 75%

Schéma 2.13 : Synthése de 'azoture de thymidine 52
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L’azoture de thymidine a ensuite été couplé sur le macrocycle selon les deux conditions
retenues dans la partie précédente, c’est-a-dire un chauffage classique ou un chauffage

sous microondes (cf Tableau 2.4). 0

| NH
N/&O

HO
o 0
NH Y
Lo {
tBuozC\N/_\N/\Q HO tBuO,C—_ /—\ < N 53
[ j . o [Ru] N N N
_—
BuO c-/N\_/N\— 0 T.t, DMF [ ]
tBuO, CO,tBu ~Ns tBu0,C—" \_/ “—(0,tBu
38 52
Entrée Azoture Catalyseur Température Durée Mode de Rendement
(°C) (h) Chauffage (%)
1 ThymidineN3 Cp*RuCI(COD) 60 16h A 30
2 ThymidineN3 Cp*RuCI(COD) 80 0,5 uWw 45
3 ThymidineN3 Cp*RuCI(COD) 110 0,3 uW 36

Tableau 2.4 : Conditions de couplage de I'azoture de thymidine par chimie « click »

catalysée au ruthénium

La réaction sous chauffage thermique ameéne a la formation du produit 53 mais avec un
rendement relativement faible, de 30% (entrée 1). Des produits de dégradations sont
visibles en CCM et expliquent ce résultat. La réaction a également été testée sous
microondes a 80°C pendant 30 min et le rendement obtenu est supérieur (45%, entrée
2). Enfin, un chauffage a 110°C pendant 20 min a été testé (entrée 3) afin de voir si ce
résultat pouvait étre amélioré mais le rendement obtenu est similaire au premier et

s’explique également par une dégradation du milieu réactionnel.

Les résultats obtenus pour le couplage par chimie «click» catalysée au ruthénium
semblent différents en fonction du substrat utilisé. Néanmoins, le chauffage sous
microondes a 80°C pendant 30 min semble apporter un compromis acceptable quel que
soit le partenaire azoture utilisé. C’est pourquoi seules ces conditions ont été appliquées

pour la suite de ce travail.
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e Conjugaison d’'un acide aminé, la lysine

La lysine est un acide aminé essentiel pour I'organisme. Elle est impliquée dans divers

processus comme dans I'absorption du calcium, la production d’hormones, d’enzymes et
anticorps. Des études ont également montré qu’elle peut avoir un effet bénéfique sur le

virus de l'herpes et qu’elle possede un pouvoir anxiolitique en agissant sur les

récepteurs de la sérotonine.

D’un point de vue structurel, elle posséde une chaine latérale avec une fonction amine

qui peut servir de point d’ancrage en vue de l'introduction de modifications chimiques

telles qu'une fonction azoture (cf Schéma 2.14).

NH,

@W COzH
< Fonctionnalisation possible

Schéma 2.14 : Structure de la L-lysine

Afin de modifier uniquement I'amine présente sur la chaine latérale, il a été choisi de
travailler avec la lysine protégée par un groupement Fmoc. L’azoture a alors été
introduit selon une procédure décrite par Goddard-Borger et all#? impliquant un
transfert diazo grace a un intermédiaire azoture diazo donneur : le sel hydrochloré de
I'azoture d’'imidazole-1-sulfonyle. Ce dernier est obtenu par réaction de I'azoture de
sodium sur I'imidazole en présence de chlorure de sulfuryle. Afin de réaliser le transfert
diazo, il est alors mis en solution en présence de la lysine protégée et de sulfate de
cuivre. L’azoture de lysine 54 est ainsi obtenu avec un rendement de 77% (cf Schéma
2.15).

NHN3

1.S0CI; ACN, TA, 16 h,
2.Imidazole, TA.,, 3 h

3. HC, EtOH
I:\IHFmoc |(|) /<N K;C0O3 CuSO, l?\IHFmoc . )~
: + N3—S—N HCI NS HZN—S—N\J
H,NT >""c0,H I\= MeOH,TA,12h N3 COH b=

Donneur diazo

Schéma 2.15 : Synthése de l'azoture de lysine protégé
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Le couplage par chimie « click » a été réalisé en utilisant les conditions précédemment
optimisées, c’est-a-dire avec un chauffage a 80°C sous microondes pendant 30 min. Le
DO3A-Fmoc-Lys-OH 55 a ainsi pu étre obtenu apres purification avec un rendement de
35% (cf Schéma 2.16). Ce rendement plus faible s’explique par la difficulté de la
purification par gel de silice, liée a la polarité du produit. En effet, malgré la présence
d’'un groupement Fmoc sur 'amine de la lysine, la fonction acide carboxylique rend cette
molécule tres polaire et donc difficile a désorber de la colonne, le produit est en effet

dilué dans de nombreuses fractions.

8 coH
Fmoc”
tBuOZC\ S N
/N == ) tBu0,C /\ °N
[N N] NHFmoc  cp*RuCl(COD) 2Ny Nﬂ/f{,
+ . »
Ny >""C0,H >
N N 3 2 DMF, 80°C, [ j
tBu0,C—" \_/ “—C0,tBu 30 min, uW N N >
38 54 g tBu0,C—" \—/ —C0,tBu
35%

Schéma 2.16 : Synthése du DO3A-Fmoc-Lys-OH 55

e Bioconjugaison d’'un peptide, le cyclo-RGDfK

Le RGD est un tripeptide (Arginine-Glycine-Acide Aspartique) initialement identifié
comme la séquence des fibronectines permettant la reconnaissance de leurs récepteurs,
les intégrines asP1. Depuis, cet enchainement d’acides aminés a été identifié comme
pouvant reconnaitre un grand nombre d’intégrines, dont les intégrines o.f3.143 Ces
dernieres sont impliquées dans le processus de néovascularisation et dans différentes
pathologies telles que l'arthrite rhumatoide, le psoriasis mais surtout dans le
développement de cellules tumorales de certains cancers tels que les mélanomes ou les
glioblastomes.1#* Des lors, de nombreuses études ont visé a développer des analogues
du RGD tel que le cyclo-RGDfK. Ce dernier possede deux acides aminés supplémentaires,
la lysine et la D-phénylalanine, et une structure cyclique qui permet d’améliorer sa
stabilité in vivo. De nombreux traceurs pour 'imagerie ont été synthétisés avec ce motif
dont le [18F]-Galacto-RGDfK développé par Haubner et al.14> Plus récemment Amigues et
al.1#% ont également synthétisé un cyclo-RGDfK couplé a un sucre introduit par chimie

« click » et marqué au fluor 18 par l'intermédiaire d’'un groupement silane. La fonction
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azoture est introduite sur 'amine de la chaine latérale de la lysine. Deux stratégies
peuvent alors étre suivies. La premiere est I'introduction de la fonction azoture sur la
lysine puis l'introduction de cet acide aminé au reste du peptide par synthese sur
support solide. La seconde est d’introduire cette fonction azoture une fois le
cyclopentapeptide synthétisé. Il a été choisi de suivre la premiere stratégie et ainsi de
synthétiser dans un premier temps l'azoture de lysine dans les conditions décrites
précédemment (cf Schéma 2.15). Dans un second temps le peptide a été synthétisé sur
support solide. Il est a noter que deux acides aminés ont été introduits protégés afin
d’éviter que leurs fonctions présentes sur leur chaine latérales n’intéragissent avec la
synthese du peptide. La fonction guanidine de l'arginine a été protégée par un
groupement 2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyle (Pbf) et la fonction
acide carboxylique de l'acide aspartique par formation d'un ester t-butylique. Apres
clivage de la résine et cyclisation, le peptide a été complétement déprotégé par réaction
avec du TFA et a permis d’obtenir l'azoture de cyclo-RGDfK. Le couplage de ce
partenaire azoture sur le macrocycle DO3A-propargyle 38 a alors été testé dans les

conditions décrites précédemment (80°C, 30 min, pW, cf Schéma 2.17).

NH,
HN={
NH

NH

/\/\j/ \(O
tBUOzCﬂN/ \ N/\§ tBuOZC—\ / \ N

NH
N N/\[ N HN /<&COZH
* 4
( j + Cyclo-RGDK-N, _ CP"RUCI(COD) [ ] N ONH o
\ 7

N N DME, 80°C, N
_/ N— ’ 4 — — E 5
tBuOZC \_/ COztBu 56 30 mi , w tBuOZC \_/ COZ['BU

Schéma 2.17 : Couplage par chimie « click » catalysée au ruthénium

du DO3A-propargyle 38 avec l'azoture de cyclo-RGD 56

Le brut réactionnel a été analysé par HPLC et spectrométrie de masse, malheureusement
seuls les produits de départs sont visibles. L’hypothese est que des fonctions présentes
sur le peptide, telles que la fonction acide de 'acide aspartique et la fonction guanidine

de I'arginine influent sur la réaction de couplage.
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Cette réaction a alors été testée sur I'azoture du cyclo-RGD protégé c’est-a-dire avec la
fonction guanidine de I'arginine protégée par un groupement Pbf et la fonction acide
carboxylique de l'acide aspartique protégé par formation d'un ester t-butylique (cf

Schéma 2.18).

NHPbf
HN
NH
0
NH
o HN \(o
tBuO,C— /—\ ,—= tBUO,C—. /—\ N/\/\j NH
N N T N N/\[ N HN /<K/C02t3u
[ j + Cyclo-Rpr}<-N3M> [N N] N ONH 0 <
tBUOzC_/N\?éNLCOZtBu pr05te8ge ]i)l;l/['F;ngi/(\);c, tBu0,C—" \__/ N—CO0,tBu  24% @

Schéma 2.18 : Couplage du DO3A-propargyle 38 avec 'azoture du cyclo-RGD protégé 58

Le brut réactionnel est alors analysé par HPLC et un nouveau pic a un temps de
rétention légérement inférieur a celui de l'azoture du cyclo-RGD protégé apparait.
Cependant, une grande quantité de produit de départ est également visible (Ratio de
60/40 Cyclo-RGD protégé/Produit formé). Afin d’augmenter le taux de conversion, la
durée de la réaction a été augmentée a 1 h (Ratio 40/60 Cyclo-RGD protégé/Produit
formé). Le produit correspondant a été isolé par HPLC semi-préparative et une analyse
par spectrométrie de masse a confirmé qu'’il s’agissait bien du produit attendu. Ainsi, le
dérivé DO3A couplé au cyclo-RGDfK protégé a pu étre obtenu avec un rendement de
24%. L’hypothese avancée selon laquelle une fonction présente sur une chaine latérale
du peptide pourrait étre a l'origine de I'échec de la réaction de chimie «click» sur

'azoture de cyclo-RGD déprotégée semble donc confirmée.

e Conjugaison d’'un marqueur neurologique, le MPP

Pour terminer, il a été choisi de lier un marqueur du récepteur 5-HT1. de la sérotonine.
Ce récepteur exerce un controle sur les émotions et le comportement. Son
dysfonctionnement peut mener a des cas de dépression et des tendances suicidaires.4”

Des ligands TEP du récepteur 5-HTi. ont été décrits dans la littérature dont le [18F]-
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MPPF qui agit comme un antagoniste compétitif réversible se liant avec une bonne
affinité.148 En se basant sur cette molécule, un autre traceur, un dimere de MPP (1(2-
azidoethyl)-4-(2-methoxy phenyl)piperazine) a été synthétisé par chimie « click ».14°
Cette synthese implique la synthese d’'un azoture de MPP que nous avons utilisé ici pour
tester la compatibilité de la réaction de chimie «click » catalysée au ruthénium sur le

DO3A-propargyle.

L’azoture de MPP est synthétisé en 2 étapes a partir du 2-méthoxyphénylpipérazine (cf
Schéma 2.19). La premiére étape consiste en l'alkylation de I'amine secondaire du cycle
pipérazine par le bromoéthanol en présence de carbonate de potassium. Apres
purification, le produit 60 est isolé avec un rendement de 97%. La fonction alcool
introduite a ensuite été transformée en azoture selon la méthode décrite par Thompson
et al.150 Cette réaction est une alternative a la réaction de Mitsunobu décrite par Bose et
al.’>! ou le DPPA (azoture de diphénylphosphoryle) est utilisé conjointement avec une
base, le DBU (1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundéc-7-éne). L’azoture 61 est ainsi obtenu avec
91% de rendement et le produit secondaire formé est le sel de DBU de

diphenylphosphate (cf Schéma 2.19).

K2CO3 /_\
N NH .HBr OH —mMmMm > N N
Q __/ + BT ACN, reflux, 48 h f— _\—OH
OMe OMe 9794
60
DBU, DPPA N/ \N
- ,
DME, 65°C, 16 h _\_N3
OMe 91% 61

Schéma 2.19 : Synthése de l'azoture de MPP 61

En utilisant les conditions précédemment optimisées, le dérivé DO3A couplé avec le MPP
a été obtenu apres purification avec un rendement de 53% (cf Schéma 2.20).
Sy
N
tBu0,C I\ . tBu0,C S\ "N D
NNV N(\N/\N Cp"RuCl(COD) 2Ny N/\<\/f(I
3

[ ] . [ j MeO
N N D DME, 80°C, NN 62

tBu0,C—" \_/ N—(0,tBu MeO 30min, uW 4p110,c—" \_/ “—(0,tBu
38 61 53%

Schéma 2.20 : Synthése du DO3A-MPP 62
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En conclusion, une méthode innovante et versatile de couplage de biomolécules a des
macrocycles DO3A par chimie « click » catalysée par des complexes de ruthénium a été
développée dans cette partie. Il est a noter que les rendements les plus faibles,
notamment relatifs au couplage des azotures de lysine et de cyclo-RGDfK, s’expliquent
par la difficulté des purifications. Cette méthode a ainsi permis le couplage de plusieurs
types de biomolécules et donc I'obtention de plusieurs précurseurs qui pourront étre

utilisés en imagerie médicale (cf Schéma 2.21).
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Schéma 2.21 : Résumé des différents précurseurs obtenus

1.3. DEPROTECTION ET COMPLEXATION DU DO3A-BIOTINE

Avant de pouvoir utiliser ces molécules en imagerie, les fonctions acides carboxyliques
doivent étre déprotégées afin de pouvoir complexer des métaux d’'intérét. L'idée étant

de synthétiser des sondes bimodales IRM/TEP, il a été choisi de complexer d’'une part du
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gadolinium et d’autre part du gallium 68. Ces réactions ont été testées sur un précurseur

modeéle, le DO3A-biotine.

1.3.1. Déprotection du DO3A-Biotine

La déprotection des fonctions esters a été réalisée a température ambiante par réaction
en milieu acide avec du HCl 37% pendant 30 min (cf Schéma 2.22). Apres
lyophililisation, une masse de produit supérieure a celle attendue a été obtenue. Ceci
peut s’expliquer par la présence de sels. Il a été choisi alors de purifier le milieu
réactionnel sur colonne Sep-Pak® Cis pour le dessaler. Le principe des extractions solide
liquide (ou SPE pour Solid Phase Extraction) repose sur l'adsorption du milieu
réactionnel sur une cartouche d’une phase solide présentant une grande affinité avec le
substrat a purifier. Les impuretés, qui elles ne sont pas retenues, sont donc éliminées
dans un premier temps avec une solution de lavage. Dans un second temps, un solvant
approprié permet d’éluer le substrat purifié. Ici, compte tenu de la polarité du produit il
a été adsorbé sur silice Cig en utilisant de 'eau Milli-Q, puis élué avec de 'acétonitrile.
Apres une seconde lyophilisation le DO3A-biotine 63 a été obtenu cette fois-ci dessalé

avec un rendement quantitatif.

H
§N
N.
tBu0,C—_ /—\ /\<\//£\I HO,C—_ /—\
[N Nj N HC1 37% [N
_—
N N TA., 30 min N N
tBu0,C—" \_/ “—(0,tBu HO,C—" \_/ “—(CO0,H 63
49 Quant,

Schéma 2.22 : Déprotection du DO3A-biotine 49

Enfin la derniére étape consiste a réaliser la complexation avec soit du gallium soit du

gadolinium.
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1.3.2. Complexation du gallium

e Marquage a « froid » :

La complexation du gallium a été testée dans un premier temps sur du gallium froid par
réaction du nitrate de gallium dans un tampon acétate a pH 4,6 (cf Schéma 2.23). Le brut
réactionnel a été directement analysé par HPLC et le chromatogramme semble indiquer
la disparition du DO3A-biotine libre de départ et 'apparition d’'un nouveau pic a un
temps de rétention tres légerement supérieur correspondant au produit marqué 64. La
différence entre les deux temps de rétention étant faible une analyse par spectrométrie

de masse a été réalisée afin de confirmer la bonne incorporation du gallium.

N 0
HO,C "N Ga(NO
2 \N/ \N/\<\/// (NO3)3 >\j —\ q N
[ j N ———>» 0.__N N N
Tampon acétate, \"“Ga?_
N N 63 pH 4,6, 80°C, 20 min 0 ka o 64

HO,C—" \/ “—C0,H >_/ N %

Schéma 2.23 : Complexation du gallium « froid »

Le macrocycle DO3A-biotine a donc permis une bonne complexation du gallium froid.
Une référence «froide » a ainsi été obtenue qui a permis d’envisager le marquage a

« chaud ».
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¢ Marquage « a chaud » :

63 0 65

N. 68 N.
e ¢ R Vv
N > 0. N | N
[ ] Tampon acétate pH 4,6, L ‘GﬁGiﬁf\j

N N 90°C,3005,uW 0 SN NT 0"
HO,C—" \—/ “—Co0,H —
0 0

Schéma 2.24 : Marquage a chaud au gallium 68

Le gallium 68 est obtenu grace a un générateur germanium 68/gallium 68. En effet, le
germanium 68 décroit en gallium 68 avec une demi-vie de 270 jours. Le gallium 68
posseéde quant a lui une demi-vie de 68 min et décroit en un isotope stable, le zinc 68.

Le germanium 68 est adsorbé sur un support solide pour lequel il présente une
excellente affinité, tels que de 'oxyde d’étain, 'oxyde de titane ou encore des résines
échangeuses d’ions. Les ions Ge* et Ga3* présentent des propriétés chimiques
différentes, ce qui explique, que le support puisse permettre leur séparation. Le gallium
68 est généralement élué du générateur avec des impuretés métalliques (Zn?*, 68Ge3-,
Mn?+, Fe3+, V4+, Al3+ ). Afin d’éviter qu’elles interferent avec le gallium 68 lors de I'étape
de radiomarquage et ainsi qu’elles diminuent la pureté radiochimique du traceur, il est

nécessaire de purifier I'éluat avant de I'utiliser.
Un synthétiseur FASTlab entiéerement automatisé a été utilisé pour le radiomarquage.

Une séquence de synthese permet de réaliser les étapes d’élution du générateur, de

purification de I’éluat et de radiomarquage (cf Figure 2.2).
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Figure 2.2 : Schéma du module FastLab utilisé pour le marquage au gallium 68

La premiere étape est ’envoi du précurseur en solution dans un tampon acétate (pH 4,6)
dans le réacteur microondes. Le gallium 68 est ensuite élué avec de I'acide
hydrochlorique 0,1 M, acidifié avec de 'acide hydrochlorique 30% ultrapur puis adsorbé
sur une résine échangeuse d’anions. Cette étape permet d’éliminer les ions métalliques
indésirables et de concentrer I'éluat de gallium 68. Apres avoir été élué de la résine avec
de l'eau Milli-Q, la solution de 8Ga3* est envoyée dans le réacteur microondes et le
milieu réactionnel est chauffé a 90°C pendant 300 s. A la sortie du réacteur, le produit de
radiomarquage peut étre purifié sur une cartouche Sep-Pak Cis. Ici, il a été directement
récupéreé dans un flacon et analysé en HPLC couplée a un détecteur de radioactivité. Le
chromatogramme révele un seul pic correspondant au produit radiomarqué et donc une
absence de gallium 68 libre indiquant que le radiomarquage a bien fonctionné (cf Figure
2.3 et 2.4). Une purification sur cartouche Cig a été réalisée afin d’améliorer la pureté
chimique du radiotraceur. Il a ainsi été obtenu avec un rendement radiochimique non
corrigé de la décroissance de 58% avec une activité spécifique de 2,7 MBq/nmol pour un

temps total de synthése de 16 min.
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Figure 2.3 : Radiochromatogramme du traceur
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Figure 2.4 : Chromatogramme UV (230 nm) du traceur

Le précurseur DO3A-Biotine a ainsi pu étre radiomarqué. Le traceur obtenu, présente un
excellent rendement radiochimique ainsi qu'une bonne activité spécifique ce qui en fait

un bon candidat pour une utilisation en TEP.
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1.3.3. Complexation du gadolinium et mesures de relaxivité

En parallele, le complexe de gadolinium a été formé. Pour cela, le DO3A-biotine
déprotégé a été mis en solution dans I'eau en présence de trichlorure de gadolinium a
60°C sur une nuit. Le milieu réactionnel a été purifié sur une colonne de Chelex-100
permettant de complexer le gadolinium en exces. Le complexe 66 a pu étre obtenu avec

un rendement quantitatif (cf Schéma 2.25).

\FNF‘{

N
0 (g

P /\C}“

Gd(CI)3 0. N N N\ Y

] > _I,,:::jcq%t_]

H,0, 60°C, Q7SN N0 66

[ N 63 16 h O}/~/ N %

0

N
HO,C—" \_/ “—c0,H

HOC— /—™\

Quant.

Schéma 2.25 : Formation du complexe Gd-DO3A-biotine 66

Afin de déterminer le potentiel en IRM de cet agent, des mesures de temps de relaxation
ont été réalisées par le CRMSB (Centre de Résonance Magnétique des Systémes
Biologiques). Les taux de relaxations R et Rz (1/T1 et 1/T2) ont ainsi été mesurés a
différentes concentrations de 50 mM a 0,4 mM a 4,7 T. Les valeurs de relaxivités sont
alors obtenues par calcul de la pente de la droite de la relaxation en fonction de la
concentration. La relaxivité r; est de 0,7 mM-1s1 et la relaxivité r; de 1,1 mM-1s1 (cf
Figure 2.5 et 2.6). Les données sont bien linéaires, ce qui prouve que 'agent obtenu a
bien un effet sur les temps de relaxation et qu'il est donc potentiellement utilisable afin

d’améliorer le contraste en IRM.
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Détermination de la relaxiviteé r,
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Figure 2.5 : Mesure de la relaxivité r; du Gd-DO3A-Biotine 66
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Figure 2.6 : Mesures de la relaxivité r; du Gd-DO3A-Biotine 66

Le précurseur DO3A-Biotine a été marqué avec succes a la fois par du gallium 68 et par
du gadolinium. Le marquage au gallium 68 a été réalisé avec un tres bon rendement
radiochimique. De plus, le complexe de gadolinium induit bien un effet sur la relaxivité.
Les valeurs de relaxivité calculées paraissent assez faibles en comparaison a celle du
Dotarem® (r1 = 2,8 mM-1s't et r; = 3,7 mM-1s13 4,7 T).152 Cependant, contrairement a

celui-ci, les agents développés dans cette partie, ont pour but d’étre spécifiques et seront
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donc a priori distribués sélectivement aux tissus et/ou aux organes ciblés afin
d’améliorer leur contraste. Cet agent semble donc prometteur pour I'imagerie bimodale

IRM/TEP.

De plus, contrairement au cuivre, les complexes de ruthénium utilisés pour catalyser la
réaction de chimie «click » n’influent pas sur la complexation du gadolinium et du
gallium 68. Il est donc possible de réaliser I'introduction du métal d’intérét en derniere
étape, comme il 'était envisagé, afin d’obtenir une plateforme utilisable pour différentes

modalités d'imagerie.
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2. SYNTHESE DE DIMERES DE BIOMOLECULES

Il a été démontré dans la littérature que l'affinité des traceurs vis-a-vis de leur cible
biologique pouvait étre améliorée en synthétisant des dimeres de biomolécules.197 Ce
phénomene s’explique par un double effet : d'une part deux biomolécules peuvent se lier
a deux récepteurs biologiques de maniere simultanée et d’autre part la concentration

locale en biomolécule est augmentée.

Il a donc été envisagé de synthétiser des macrocycles DO3A difonctionnalisés afin de
permettre l'introduction de deux biomolécules identiques. L’idée a été de créer une
banque de précurseurs portant différents types de fonctions pour permettre ainsi le
greffage de biomolécules comportant des fonctions chimiques diverses (cf Schéma 2.26).
En effet, de nombreuses molécules d’intérét biologique sont commercialisées avec une
fonction acide, activée par des groupements de type NHS, lesquelles pourraient alors
réagir sur des plateformes de type diaminées pour former des liaisons peptidiques. En
outre, un tel précurseur permettrait également de coupler des aldéhydes par amination
réductrice ou encore des acides phosphoriques. Une grande variété de biomolécules est
également disponible avec une fonction acide libre, il a donc été également envisagé de
synthétiser un macrocycle fonctionnalisé par un diol qui permettrait une bioconjugaison
sur cette fonction par estérification. Enfin, il a paru intéressant d’utiliser la chimie
«click» catalysée par des complexes de ruthénium développée dans la partie
précédente. Deux stratégies ont alors été suivies se traduisant par la synthese soit d’'un
composé diazoture soit d'un dialcyne. Pour terminer, il a été envisagé d’introduire un
espaceur de type triéthylene glycol entre le macrocycle et les biomolécules afin d’étudier

son influence sur la réaction de bioconjugaison (cf Schéma 2.26).
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Schéma 2.26 : Structures des plateformes difonctionnalisées envisagées

2.1. SYNTHESE DES PLATEFORMES DIFONCTIONNALISEES SANS ESPACEUR

2.1.1. Synthése d’'une plateforme diaminée

NH,
GPO,C— / 1\ /—(
[N N] NH,
N N

GPO,C—" \—/ \—(C0,GP

Schéma 2.27 : Structure de la plateforme di-aminée

L’acide di-aminopropionique présente deux fonctions amines et une fonction acide
carboxylique et semble donc étre un réactif de choix pour la synthese de la plateforme
diaminée. La stratégie envisagée a été d’introduire un atome de brome afin de permettre
un couplage par N-alkylation sur le macrocycle DO3A protégé. Les fonctions amines ont
alors dii étre protégées afin d’éviter qu’elles ne réagissent une fois le brome introduit (cf

Schéma 2.28).
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Schéma 2.28 : Stratégie pour la synthese de la plateforme diaminée

Afin de pouvoir introduire un groupement bromo, une premiere stratégie a été de
réduire l'acide en alcool avant de réaliser la bromation. Pour cela, dans un premier
temps, les fonctions amines ont été protégées par un groupement Boc.

Les deux groupements Boc ont été introduits par réaction avec le dicarbonate de t-
butyle en présence de triéthylamine a température ambiante pendant 24 h (cf Schéma
2.29). Le produit formé comporte une fonction acide le rendant trés polaire et est par
ailleurs difficile a révéler sur CCM. En effet, il ne réagit pas avec les révélateurs

couramment utilisés au laboratoire tels que l'acide phosphomolibdique, le nitrate

d’ammonium cérique ou le permanganate de potassium.

o 0
H,N o  BocO EtN BocHN OH
HCl. =
N DCM,TA,24h  BocHN” 68

Schéma 2.29 : Protection de l'acide diaminopropionique

Afin de faciliter cette réaction, il a été choisi d’introduire en premiere étape un ester
meéthylique sur la fonction acide. L’ester méthylique présente ici un double avantage. En
effet, la polarité du produit formé est diminuée et ainsi sa purification facilitée. De plus,

la fonction ester sera plus facilement réduite en alcool.
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Le composé di-amino ester 69 est obtenu apres réaction avec du chlorure de thionyle
dans le méthanol a reflux. Le composé est isolé de maniere quantitative, aprés simple
coévaporation avec du dichlorométhane afin d’éliminer le chlorure de thionyle. Les
groupements Boc ont alors pu étre ensuite introduits par réaction avec le dicarbonate de
t-butyle en présence de triéthylamine dans le DMF. Le composé protégé 70 a ainsi pu

étre isolé avec un rendement de 92% (cf schéma 2.30).

0 0 0
H,;N H;N BocHN
Socl M Boc,0, Et3N M
HCL. ])J\OH ’ _ 2HCL oMe > o
H;N MeOH reflux, 12 h H,N 999% 69  DMF60°C,1h BocHN™ 59, 70

Schéma 2.30 : Synthése du composé diamino ester 70

La réduction de la fonction ester par réaction avec le borohydrure de sodium dans du
THF a reflux a permis d’obtenir I'alcool 71 avec 80% de rendement. Cette fonction a par
la suite été tosylée selon les conditons décrites par Yoshida et al!>3 lesquelles
nécessitent l'utilisation de chlorure de tosyle en présence de triéthylamine et de
triméthylamine hydrochlorée en quantité catalytique. L'utilisation de triméthylamine
hydrochlorée permet de générer in situ le sel « TsN*MesCl- » qui est un excellent agent
de tosylation. Ainsi le composé tosylé a pu étre isolé avec un trés bon rendement de
93%. L'introduction de 'atome de brome a été réalisée par subsitution du groupement
tosyle par le bromure de lithium. Cependant, le tosyle 72 se dégradant lors du chauffage,

by

la réaction de bromation a du étre réalisée a température ambiante, expliquant le

rendement de 70% inférieur aux rendements habituellement obtenus (cf schéma 2.31).

BocHN])k NaBH4 BocHN OH
71

BocHN THF reﬂux, 24 h BocHN
80%

TsCl, EtzN, Me3N.HCI
ACN,0°CATA, 16 h

BocHN LiBr BocHN
Br ¢ OTs
BocHN ACN, TA, 24 h
o¢ 70% BocHN™ 930,
67 72

Schéma 2.31 : Synthése du composé bromé 67
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Le composé bromé a pu étre ensuite introduit par N-alkylation sur le macrocycle DO3A
triprotégé. Les groupements Boc et esters t-butyliques se clivant dans les mémes
conditions, il a été nécessaire de changer de groupement protecteur pour le macrocycle.
Il a été choisi de travailler avec des esters éthyliques, qui eux se déprotégent en milieu
basique. Le composé obtenu ne précipite pas sous forme de sel hydrobromé
contrairement au composé protégé par les esters t-butyliques. Une chromatographie sur
gel de silice est alors nécessaire. Le faible rendement obtenu de 35% s’explique en partie
par la difficulté de cette purification, le produit 73 étant fortement retenu sur la silice (cf

Schéma 2.32).

/\ BI'/\H/O\/ EtOZC’—\ / A\

NH HN N HN
[ ] oo [ ] 73
DCM, TA, 48 h N N
NH HN » LA,
NI Et0,C—" \—/ “—CO0,Et
35%

Schéma 2.32 : Protection du DO3A par des esters éthyliques

Le macrocycle protégé a pu alors étre couplé au composé bromé 67 par réaction avec du
carbonate de potassium dans le DMF a 70°C avec un rendement de 45%. Le TFA a
ensuite été utilisé pour déprotéger les groupements Boc. Une grande quantité de sels de
TFA a été généré, il a alors été nécessaire de purifier le milieu réactionnel sur une résine
AG1-X2. 1l s’agit d’'une résine échangeuse d’anions qui permet d’échanger les ions TFA
par des ions chlorures. Le composé DO3A-diaminé 75 a ainsi pu étre obtenu avec un

rendement quantitatif (cf Schéma 2.33).

EtO,C /~\ NHBoc EtO.,C I\ NH,
BocHN DO3A tris(Et ester) N N 1. TFA _ 2 —\N N
oc Br K,CO5 [ ] NHBoc 2.AG1-X2 resin ] NH,
_— [ —" .
° N 74 pcm,TA, 5h 75
BocHN™ ¢ DMF, 70°C, 48h Et0,C— NI JTA, B0,C N
45% Quant.

Schéma 2.33 : Synthése du composé DO3A-Diaminé

Le DO3A-diaminé 75 a ainsi pu étre synthétisé avec succeés en 7 étapes avec un

rendement global de 21%.
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Il est alors possible d’utiliser ce composé pour coupler des biomolécules présentant
entre autres des fonctions NHS, comme par exemple la biotine-NHS précédemment

utilisée.

2.1.2. Syntheése de la plateforme diol

OH
GPO,C— /\ /—(-
[N N] OH
N N

GPO,C—" \—/ \—(0,GP

Schéma 2.34 : Structure de la plateforme diol

Afin d’obtenir la plateforme comportant les deux fonctions alcools, il a été choisi de
travailler avec un dérivé commercial du glycérol, le solketal, qui présente deux fonctions
alcools masquées par un groupement acétonide. La stratégie de synthese initiale a été de
bromer la fonction alcool libre par réaction d’Appel avant de cliver I'acétonide avec une
résine acide, la DOWEX 50WX2. Malheureusement, le dérivé bromé du solketal 76 s’est

avéré tres volatil et difficile a isoler (cf Schéma 2.35).

OH Br Br
/_(\ CBr, PPhs /_(\ DOWEX 50WX2 /—(\

0_ 0 [ T r E R > HO OH

>
>< DCM, 0°C a TA, >< MeOH

24h 76 77

Schéma 2.35 : Synthése du diol 77 par bromation du solketal

Il a alors été décidé de réaliser l'introduction du brome et I'ouverture du solketal en
synthese monotope (« one pot synthesis »), avec de la DOWEX et de purifier le diol 77.
Malheureusement, quel que soit le systeme d’éluant utilisé (Hex/EtOAc, DCM/EtOAc,
Et20/EtOAc) le diol formé migre au méme niveau que I'oxyde de triphénylphosphine
généré par la réaction d’Appel et il a été impossible de faire précipiter sélectivement

I'oxyde de triphénylphosphine afin d’isoler le bromé 77(cf Schéma 2.36).
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Schéma 2.36 : Synthése monotope du diol 77

L’alternative a alors été de tosyler le solketal selon les conditions de Yoshida,53 puis
d’ouvrir le solketal par de la DOWEX 50WX2 et enfin de réaliser la bromation du diol par
réaction avec du bromure de lithium. Le composé diol bromé 77 est ainsi obtenu avec

un rendement global de 74% (cf Schéma 2.37).

OH OTs 0TS
/—(\ TsCl, Et;N, MesNHCI /—(\ DOWEX 50WX2 /_(\

0. 0 » 0. 0 > HO OH
7< ACN, 0°C, 3 h >< 78  MeOH, TA,2h 30 79
98%

96%
LiBr

ACN, reflux, 8 h

Br

HO OH 77

79%
Schéma 2.37 : Synthése du composé bromo-diol 77 en utilisant

un intermédiaire tosylé 79

Ce composé a été introduit sur le dérivé DO3A protégé par des groupements esters t-

butyliques dans les conditions précédemment décrites. Le DO3A diol 80 a ainsi été

obtenu avec un rendement de 55% (cf Schéma 2.38).

OH
tBuO,C— /\ tBuO,C— /~ \ /—(
[N HNﬁBr /_(Br K,CO5 2 jN N OH
N N HO  OH DMF, 70°C, 24 h
tBu0,C—" \—/ “—CO0,tBu

7 tBu0,C—" \—/ —CO0,tBu
40 55%
Schéma 2.38 : Synthése de la plateforme DO3A-diol 80

L’acces a une nouvelle plateforme DO3A diol a donc finalement pu étre réalisée en 4

étapes de synthese.

89



2.1.3. Syntheése de la plateforme diazoture

N3
GPO,C— /\ /—(_
[N Nj Ns
N N

GPO,C—" \—/ \—(C0,GP

Schéma 2.39 : Structure de la plateforme diazoture

La méthode semblant la plus simple afin d’obtenir ce composé est d’utiliser la
plateforme DO3A diol 80 précédemment synthétisé et d’introduire deux fonctions

azotures par réaction avec le DPPA et une base, le DBU (cf Schéma 2.40).

OH N3
tBu0,C— /\ /—( DPPA, DBU tBuO,C— /" \ /—(
[N Nj OH [N Nj Nj
N N N N

tBu0,C—" \—/ “—CO0,tBu DMF, TA, 16 h tBu0,C—" \—/ “—CO0,tBu

80 81
Schéma 2.40 : Synthése de la plateforme diazoture 81 a partir du diol 80

Par cette réaction, la plateforme DO3A-diazoture n’a pas pu étre obtenue. Il a été
envisagé de synthétiser 1'azoture directement sur le composé bromodiol 77 afin de
'introduire ensuite sur le DO3A triprotégé.

Ici encore, du DBU et du DPPA ont été testés. La CCM indique bien la disparition du diol
de départ (Schéma 2.41).

/_(‘Br DPPA, DBU /_(\Br
>

HO  OH DME TA., 16 h N3 N3
77 82

Schéma 2.41 : Synthése du dérivé bromo-diazoture

Cependant, en I'absence de méthode adéquate pour révéler le produit formé, ce dernier
n’a pas pu étre purifié. Le diazoture étant plus difficile a obtenir que prévu, il a été choisi
de se concentrer sur la synthese du dialcyne qui peut lui aussi intervenir dans une

réaction de chimie « click ».
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2.1.4. Synthese de la plateforme dialcyne

2.1.4.1. Synthese de la plateforme difonctionnalisée

Gpocﬂ/—\,—(—
J N\

GPOZC—/ / \—co GP

Schéma 2.42 : Structure de la plateforme dialcyne

L’obtention de ce composé a nécessité la synthese d’'une plateforme contenant deux
fonctions propargyles qui pourraient étre liées sur le macrocycle DO3A de maniere
simple avec de bons rendements. Deux stratégies ont été envisagées quant a
I'introduction de cette plateforme dipropargylée sur le dérivé DO3A(tBu)sz (cf Schéma
2.43):

- la premiére nécessite I'introduction sur la plateforme dipropargylée d’'une
fonction aldéhyde qui pourra ensuite réagir sur 'amine secondaire du DO3A
par amination réductricel54

- la seconde stratégie est d'introduire une fonction bromo sur le dipropargyle
afin qu'il puisse réagir avec le macrocycle DO3A via une N-alkylation.

Comme il a été montré précédemment, les dérivés du glycérol constituent des composés
de choix pour la synthese de telles plateformes multifonctionnalisées puisqu'’ils
posseédent trois fonctions alcools qui peuvent étre fonctionnalisées et qu’ils sont
généralement commercialisés. Il a semblé judicieux de travailler une nouvelle fois avec

le solketal.
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Schéma 2.43: Rétrosynthése de la plateforme DO3A-dipropargyle 83

e Stratégie 1 : Syntheése de l'aldéhyde dipropargyleé :

Afin d’obtenir la plateforme dipropargylée, la premiére étape a concerné la protection
de la fonction alcool primaire libre par un groupement protecteur de type silane: le
TBDPS (t-butyldiphenylsilane). Il a été introduit par réaction entre la fonction alcool et
le chlorure de t-butyldiphénylsilane (cf Schéma 2.44) en présence d’imidazole avec un
rendement de 90%. Une fois l'alcool protégé, I'acétonide a été clivé en milieu acide par
de l'acide acétique a reflux afin de générer le diol 87 avec un rendement de 91%. Les
deux fonctions propargyles ont alors été introduites par réaction de Williamson : les
fonctions alcools ont été déprotonées par de I'hydrure de sodium puis une substitution
nucléophile du bromure de propargyle a conduit a la formation de I'éther dipropargylé
88 avec un rendement de seulement 19%. En effet, le groupement TBDPS ne semble pas
résister aux conditions expérimentales et un mélange des composés monopropargylé,

dipropargylés et tripropargylé est obtenu.
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Schéma 2.44 : Synthése du dipropargylé protégé par un TBDPS 88

Il a alors été choisi de changer la nature de ce groupement protecteur par 'utilisation
d’'un p-methoxyphenol (PMP) qui permet de former un éther qui se clive en milieu
oxydant. L'éther est synthétisé par réaction de Mitsunobu dans le toluene (cf Schéma
2.45). Apres purification, le produit protégé 89 est obtenu avec un rendement de 93%.
L’acetonide a été clivé apres agitation en présence d’une résine acide, la DOWEX-50WX2,
et purification sur gel de silice ou recristallisation (dans un mélange Hex/EtOAc) avec un
rendement de 87%. Enfin, les deux fonctions propargyles ont été introduites ici encore
par réaction de Williamson, avec l'utilisation d’un large excés d’hydrure de sodium et de
bromure de propargyle (6 éq). Le composé dipropargylé protégé 91 a ainsi été isolé

avec un excellent rendement de 94%.

OH HO-PMP

DEAD, PPhj //(* OPMP' powEX 50WX2 /’(OPMP

07<0 Toluéne, o. O MeOH, TA., 16 h Ho OH
70°C,3 h
Jao, 89 87% 20
(1]
NaH,
Bromure de propargyle
DMF TA, 16 h
OPMP

[\

Schéma 2.45 : Synthése du dipropargylé protégé par un PMP 91
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L’étape suivante a consisté en la déprotection de la fonction alcool primaire. Le PMP a
été clivé par oxydation avec du CAN (nitrate d’ammonium cérique) avec 89 % de

rendement (cf Schéma 2.46).

OPMP OH

[\ wemee 89(,,\ .

Schéma 2.46 : Synthése de l'alcool 92

L’alcool généré a ensuite été réoxydé afin d’obtenir 'aldéhyde 84. Pour cela, différentes
conditions d’oxydation ont été testées. Cette réaction a été réalisée, en premiere
approche, au moyen de composés iodés hypervalents tels que I'IBX (acide 2-
iodobenzoique), le periodane de Dess-Martin ou encore avec du phényliododiacétate.
Les rendements obtenus étant de I'ordre de 30% cette réaction a ensuite été testée avec
de I'hypochlorite de sodium et du TEMPO (2,2,6,6-tétraméthylpipéridin-1-yl)oxy en
présence de KBr. Malgré la volatilité du produit, I'aldéhyde 84 a pu étre isolé dans ce cas
avec un rendement de 65% (cf Schéma 2.47).

OH _0
NaOCl, KBr, TEMPO

// \ DCM, 0°C, 2 h // \
92 65% 84

Schéma 2.47 : Oxydation de l'alcool 92

Le mécanisme de cette réaction passe par l'oxydation du TEMPO par I'hypochlorite de
sodium. Le KBr permet alors d’échanger I'ion chlorure en bromure afin d’augmenter la
solubilité de l'ion nitrosonium en phase organique qui est ensuite attaqué par 'alcool.
Apres (-élimination, 'aldéhyde est obtenu et le nitrosonium est régénéré par oxydation

avec I’hypochlorite de sodium (cf Schéma 2.48).
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Schéma 2.48 : Mécanisme de l'oxydation par réaction avec I’hypochlorite de sodium et le

TEMPO.

L’étape suivante a donc été le couplage de I'aldéhyde obtenu sur le dérivé DO3A(tBu)s
par amination réductrice en présence de triacétoxyborohydrure de sodium. Ces
conditions ne permettent pas l'introduction de la plateforme dipropargylée (cf Schéma
2.49). L’hypothese émise est que lI'encombrement stérique du DO3A autour de la

fonction amine empéche la réaction de se faire et de former I'iminium.

=0
tBuOZCj /— \ NaBH(OA. tBuO,C /_\ /'—<_
N  HN_HBr aBH(OAc); j

tBuozc—E / \j—co tBu /// \\\ DCE,TA,72h i ] \

tBuO, c—/ \_/ \—COZtBu
40 83

Schéma 2.49 : Réaction d’amination réductrice entre le DO3A 40 et I'aldéhyde 84

Afin d’éviter le probleme d’encombrement stérique, 'aldéhyde 84 a été couplé sur un
bras bromopropylamine qui pourra étre par la suite introduit sur le DO3A(tBu)s.
Différentes conditions ont été testées par changement de la nature du borohydrure, du
solvant et de la température de la réaction. Le meilleur rendement obtenu, de 9%, I'a été
avec l'utilisation de borohydrure de sodium en présence de triéthylamine dans le

meéthanol anhydre a température ambiante (cf Schéma 2.50).
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/JBI‘
/—(:O NaBH4' Et3N /_(NH

Br” >"NH,HBr  * ///(;4 O\\\ MeOH, TA, 24 h =/09%0\ 93

Schéma 2.50 : Réaction d’amination réductrice entre 'hydrobromure de 3-

bromopropylamine et l'aldéhyde 84

Ce résultat n’étant pas satisfaisant, la deuxieme stratégie qui consiste a faire le couplage

de la plateforme dipropargylée sur le macrocycle DO3A par N-alkylation a été testée.

e Stratégie 2 : Synthése du dérivé bromé et N-alkylation

Afin d’avoir acces au composé bromé dipropargylé 85, la stratégie la plus simple a
semblé étre l'introduction d’'un brome via une réaction d’Appel sur l'alcool 93 (cf
Schéma 2.51). Par cette méthode, le composé bromé a été obtenu avec un rendement de
seulement 20%. Afin d’améliorer le rendement, l'alternative adoptée a alors été
d’incorporer encore une fois un groupement tosyle selon la méthode de Yoshida et al.1>3
La bromation a ensuite pu étre réalisée au moyen de bromure de lithium par
substitution du groupement tosyle par l'ion bromure. Le rendement global obtenu sur

ces deux étapes a été de 72%.

Br

DCM, 0°C, 24h

A\ 20% A\

OTs LiBr
TsCl, Et3N, Me3N.HCI //(7 ACN, reflux, 16 h
ACN,0°CaTA,16h
, » 929
78% 0 0\ o
//f on |

Schéma 2.51 : Synthése du bromodipropargyle 85

(r{ oH CBr, PPhs _ cr{
//// 92 /[ 85

Le couplage par N-alkylation entre le DO3A(tBu)s et le composé bromé a été réalisé en
présence de carbonate de potassium dans le DMF a 70°C. Le composé 83 a été isolé

apres purification sur colonne de silice avec un rendement de 75% (cf schéma 2.52).
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tBu0,C—_ /\ Br tBu0,C S\ /—(
N HN_HBr //( K,CO, 2 j

[ j [ \\DMFWCM ] \

tBu0,C—" - \—COztBu tBuO, c—/ N \—COztBu
40 85 75%

83

Schéma 2.52 : Synthése du dipropargyle final 83 par N-alkylation

Cette stratégie a finalement permis 'obtention de la plateforme dipropargylée 83 en 7

étapes avec un bon rendement global de 36%.

2.1.4.2. Essais de bioconjugaison par chimie « click » catalysée au ruthénium

Parmi les différentes plateformes difonctionnalisées synthétisées, il a été choisi d’utiliser
la plateforme dipropargylée afin de valider la conjugaison de biomolécules. Cette
derniere permet d’utiliser la réaction de chimie « click » catalysée par des complexes de
ruthénium développée dans la partie précédente. Il a donc été choisi de travailler une

nouvelle fois ici, avec les azotures de benzyle, de biotine et de thymidine en parallele (cf

Tableau 2.5).
-Blomolecul

l

N~N

= /—Q/
tBquC—\ /—\ Co"RuCI(COD) (209 /33“0 LN /_( m
] 4\ Blomolecul ——
\ B
tBuOZC—/ \_/ N\—C(0,tBu tBu0,C—" \—/ \—COZtBu
= Benzyl, Biotine, Thymidine
Entrée Azoture Conditions Produit Rendement (%)
1 Benzyle 60°C, A, 16 h (95) -
2 Benzyle 80°C, uW, 30 min (95) 12%
3 Biotine 60°C, A, 16 h (96) -
4 Biotine 80°C, uW, 30 min (96) -
5 Thymidine 60°C, A, 16 h (97) -
6 Thymidine 80°C, LW, 30 min (97) -

Tableau 2.5 : Essais de bioconjugaison par chimie « click » catalysée au ruthénium
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Les réactions de couplage ont été testées dans les conditions classiques (entrées 1, 3 et
5) et dans les conditions optimisées sous microondes (entrées 2, 4 et 6) avec les trois
substrats. Malheureusement, seule la conjugaison du benzyle sous microondes (entrée
2) permet d’isoler un produit de couplage avec un rendement restant tres faible. Dans
tous les cas les CCMs révelent la présence d’'une grande quantité de produits de départ
et de produits de dégradation.

Une hypothése pour expliquer le manque de réactivité du composé dipropargylé vis-a-
vis de la réaction de chimie «click » est que la molécule présente un encombrement
stérique trop important au niveau des propargyles rendant difficile la réaction de chimie

« click ».

Afin de remédier a ce probléeme, une nouvelle molécule dipropargylée possédant une
chaine triéthyléne glycol a été synthétisée (cf Schéma 2.53). Cette derniere joue le role
d’espaceur entre le macrocycle et les fonctions propargyles afin de réduire
I'encombrement stérique et permet également d’apporter une meilleure flexibilité.
D’autre part, le triéthylene glycol a été choisi car ce type d’espaceur permet de moduler
la balance hydrophile/hydrophobe de la molécule finale. La balance
hydrophile/hydrophobe est en effet un parametre important a considérer si I'on veut

passer les barrieres hématoencéphaliques (lipophiles) et/ou si 'on veut favoriser la

0///
-

. 0 I \\Q

u 4 \

| EN N] gspACEY
N N

tBu0,C—" \—/ —C0,tBu

circulation sanguine et I’élimination rénale (hydrophile).
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Schéma 2.53 : Introduction d’un espaceur triéthyléne glycol
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2.2. SYNTHESE D’'UNE PLATEFORME DIFONCTIONNALISEE AVEC UN ESPACEUR

2.2.1. Synthese la plateforme dipropargylée

L’étape clé concerne la préparation de l'intermédiaire diproparygylé sur lequel une
chaine triethylene glycol est insérée et dont la fonction alcool libre pourra ensuite étre
bromée pour donner un intermédiaire qui sera couplé a un dérivé DO3A par N-
alkylation.

Différentes stratégies peuvent étre envisagées afin de donner acces a ce synthon. La
premiere (stratégie A) est d’utiliser I'alcool précédemment synthétisé 92 et de le faire
réagir avec un intermédiaire triéthyléne glycol tosylé et protégé. La deuxieme (stratégie
B) est d’utiliser le dérivé tosylé du dipropargylé 94, lui aussi synthétisé dans la partie
précédente, et de le faire réagir avec le triéthylene glycol dont une fonction alcool aurait
été seélectivement protégée. Enfin, si les rendements de ces réactions ne sont pas
acceptables, il pourra étre envisagé d’insérer la chaine triéthyléne glycol en amont de la
synthese, sur un dérivé du glycérol commercial. Deux dérivés pourront alors étre

utilisés : le solketal (stratégie C) ou I'épichlorhydrine (stratégie D, cf Schéma 2.54).

Epichlorhydrine

5\

Cl

[

/\O/\/\O/\/O\/\O/\/ Br

0

e
rd l

O
//92\ // . O

0

)

Solketal

Schéma 2.54 : Stratégies de synthese de l'intermédiaire dipropargylé

-triéthylene glycol 99
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* Stratégie A :

Pour cette stratégie, il a été choisi de protéger une des fonctions alcools du triéthylene
glycol sous la forme d'un benzoyle. Ce dernier est introduit par réaction avec le chlorure
de benzoyle en présence de pyridine dans le dichlorométhane. Le triéthyléne glycol
protégé 100 a ainsi pu étre isolé avec un rendement de 89%. L’activation de la seconde
fonction alcool par un groupement tosyle a été effectuée dans les conditions de

Yoshidal>3 décrites précédemment, avec un rendement de 94% (cf Schéma 2.55).

Bz(l, pyridine
HO g~ Oon

> HO\/\O/\/O\/\OBZ

DCM, TA., 16 h
89% 100

TsCl, NEt; MesN.HCI
CH,CN, 0°CaTA,

16 h
TSO\/\O/\/O\/\OBZ
949, 101

Schéma 2.55 : Synthése du triéthyléene glycol protégé tosylé 101

La substitution du composé tosylé 101 a d’abord été testée avec 'alcoolate de 92 en
présence de NaH comme base dans le THF a reflux (cf Schéma 2.56). Le produit désiré
n’a pas été obtenu, en effet la réaction ayant lieu est en fait un transfert du groupement
benzoyle sur I'alcool dipropargylé. Le solvant a alors été modifié en utilisant du DMF a la
place du THF de méme que la nature de la base en remplacant le NaH par le tBuOK. Dans

les deux cas des résultats similaires ont été obtenus

OH OBZ
NaH ou tBuOK

0 0 + TsO\/\O/\/O\/\OBZ TsO\/\O/\/ ~ " 0H
/ ‘\ THF ou DME A, 16 h /— ’\
2 A\ 101 7 102

Schéma 2.56 : Réaction entre l'alcool 92 et 101

Il a paru alors nécessaire de changer la nature du groupement protecteur. Un trityl a été
sélectionné car ce type de groupement est connu pour résister a des conditions de

réactions basiques. De plus, ce groupement présente également I'avantage d’étre visible
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en UV grace a ses trois cycles aromatiques. Il est également facilement clivable par
réaction avec du TFA. Il a été introduit sur le triéthylene glycol par substitution du
chlorure de trityle en présence de triéthylamine avec un rendement de 76%. Le produit

tosylé 105 a ensuite été isolé avec un rendement de 96% (cf Schéma 2.57).

TrtCl, EtsN
DCM, TA, 16 h 76%

104

TsCl, NEt; Me;N.HCI
CH3CN,0°CaTA,16h
TSO\/\O/\/O\/\OTrt

96% 105

Schéma 2.57 : Synthése du triéthyléne glycole tritylé tosylé 105

La réaction de couplage avec l'alcool 92 a été testée en présence de NaH dans le DMF a
température ambiante. Aprés 24 h aucune réaction n’a pu étre observée par CCM. Le
milieu réactionnel a alors été chauffé a 80°C. La RMN du produit obtenu indique des
signaux liés au triéthyléne glycol et au trityle. Il semblerait que le produit se soit

dimérisé (cf schéma 2.58).

/_(OH NaH 0
5 + TS0~ g O ™ot > Trt0/<\/ ;5/\0Trt
/ 0_\ DME, 80°C, 24 h 106

Y oz \ 105

Schéma 2.58 : Réaction entre l'alcool 92 et 105

Les problemes de réaction entre le triethylene glycol protégé tosylé et la molécule 92
ont été attribués au manque de réactivité de 1’alcool 92.

Il a alors été choisi de suivre la stratégie B consistant a « inverser » les fonctions alcool
et tosyle portées par le dérivé du glycérol et le triéthyléne glycol et ainsi de travailler

avec le dérivé dipropargylé tosylé 94.
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* Stratégie B

Cette stratégie implique donc le couplage du composé tosylé dipropargylé 94 sur le
triéthylene glycol tritylé 104. Les conditions choisies initialement impliquaient
l'utilisation de NaH comme base dans le DMF a température ambiante mais ici encore
aucune réaction n’a pu étre observée. La réaction a ensuite alors été testée a 80°C mais
cette fois-ci le milieu réactionnel a été totalement dégradé. Des études ont suggéré que
I'emploi de l'éther couronne 15-C-5 en quantité catalytique pouvait améliorer les
rendements de ce type de réaction. Le réle du 15-C-5 est d’activer l'alcoolate en
chélatant I'ion Na* qui possede une forte affinité pour ce macrocycle. En effet, en
I'absence du 15-C-5, l'ion sodium est fortement associé a 'alcoolate réduisant ainsi sa
nucléophilie.’>> Ces conditions ont donc été testées dans le THF a reflux et ont permis
d’observer la formation du produit désiré en faible quantité (cf Schéma 2.59). Les CCMs
indiquent la formation d'une grande quantité de produits de dégradation. Le

changement de solvant avec utilisation de DMF n’a pas permis d’améliorer ce résultat.

OT
/_(_ s o NaH, 15-C-5
+ HO\/\O/\/ ~">0Trt

= 00 5
/094 o—\\ - THE, reflux, 16 h /// 8%\\ L,

107

0

OTrt

Schéma 2.59 : Synthése du composé 107 par couplage entre 94 et l'alcool 104

Face aux faibles rendements obtenus pour ce couplage, il a paru plus judicieux de
reprendre la synthése de cet intermédiaire en cherchant a incorporer la chaine
triéthylene glycol plus en amont de la synthese ceci en I'introduisant en premiere étape

sur un dérivé du glycérol commercial.

* Stratégie C:

Le solketal a ici été une nouvelle fois utilisé comme produit de départ. Avant de réaliser
I'introduction de l'espaceur, sa fonction alcool a été activée par un groupement tosyle
avec 96% de rendement. Différentes conditions de solvant, de température et de modes
de chauffages (chauffage thermique ou sous microondes) ont ensuite été testées pour le

couplage avec le triéthylene glycol tritylé 104. Les meilleures conditions ont été
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obtenues avec utilisation de NaH en présence de 15-C-5 dans le THF a 100°C pendant 30
min sous microondes. Apres purification le produit 108 a été isolé avec un rendement

de 57% (cf Schéma 2.60).

/_(\OH TsCl, Et3N, /_KOTS NaH, 15-C-5 0
Me;N.HCI o0 g~ OTrE /—( \\\ 108
0.0 > 0 0_ 0 0

) >
X CH;CN X 78  THF, 100°C, ><
10

0°CATA,3h 30 min, uW
96% : 57%

OTrt
Schéma 2.60 : Synthése de 108

L’étape suivante, consistant en la déprotection de I'acétonide, a été réalisée comme
précédemment avec de la DOWEX 50WX2 dans du méthanol. Malheureusement, le
trityle ne résiste pas a ces conditions acides et le produit obtenu n’est pas le diol 109
mais le triol 110. (cf Schéma 2.61). En comparaison aux autres membres de sa famille
(méthoxytrityl, diméthoxytrityl, triméthoxyltrityl) le trityl est le groupement le plus
robuste en milieu acide et il était attendu que I'acidité de la résine ne soit pas suffisante

pour le cliver.

h(\0\\\ DOWEX 50WX2 ?g{ /_(\o\\\
0__0 »HO  OH HO  OH

>< O\LO MeOH, TA, 1h 0\\\0 O\\\O

Produit attendu Produit formé \\\
OTrt 109 OTrt 110 OH

Schéma 2.61 : Réaction de 108 en présence de DOWEX 50WX2

108

Le choix du groupement protecteur étant un probleme il a été choisi de travailler une
nouvelle fois avec le p-méthoxyphénol.

Il a également été envisagé d’utiliser I’épichlorhydrine en tant qu’alternative au dérivé
du glycérol initial pour éviter l'activation de la fonction alcool du solketal via la

formation d'un dérivé tosylé.

* Stratégie D :

Le PMP a été introduit par substitution nucléophile du dérivé chloré du triéthylene

glycole en présence de carbonate de potassium et d’iodure de sodium. La molécule 111
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a été isolée avec un rendement de 72%. Le produit de couplage de cet intermédiaire sur
I'épichlorohydrine a été obtenu avec un rendement de 67% par simple utilisation de
NaH dans du THF au reflux (cf Schéma 2.62).

PMP, K,CO5 Nal

HO\/\ /\/O\/\ > HO\/\ /\/O\/\
0 ¢ bMso, 80°C, 16h 0 OPMP
’ ’ 72% 111
\Z/\Cl,NaH
THF reflux, 16 h

0 OPMP
‘%\o/\/ ~ N0 TN

0 67% 112

Schéma 2.62 : Synthése de I'époxyde 112

L’ouverture de I'’époxyde 112 par de I'acide sulfurique permet d’obtenir le diol 113 avec

92% de rendement (cf Schéma 2.63).

0 OPMP H,S04 aq.
‘_/\0/\/ \/\0/\/ Ty HO/\(\O/\/O\/\O/\/OPMP
0

112 THE, TA, 3h OH 92% 113

Schéma 2.63 : Ouverture de I'époxyde 112 en milieu acide

A partir de cette étape la synthese est similaire a celle du composé 85 décrites
précédemment (cf § 2.1.4.1). Les fonctions alcools sont dans un premier temps
propargylées avec un rendement de 83%. La déprotection du PMP par oxydation avec
du CAN permet d’obtenir l'alcool 115 avec 87% de rendement. Ce dernier est
directement bromé par réaction d’Appel, en présence de tetrabromométhane et de

triphénylphosphine avec un rendement de 80% (cf Schéma 2.64).

0 OPMP
Na, Br/\\ /\0/\(\0/\/ e

0 OPMP A
Ho/\l/\o/\/ \/\0/\/ B 0 83% 114
OH DMF, TA., 16 h
113 Il
CAN
CH5CN/H,0, 0°C, 20 min
- A0~ g~Br  CBr, PPh SO~ OH
/\0 \O/\O 0 (4’—3 ///\O/\O(\O 0
\’ 80% gg DCM, 0°CaTA,3h 1 87% 115

Schéma 2.64 : Synthése du dipropargyle bromé 99
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Enfin, le composé bromé 99 a été introduit sur le macrocycle DO3A(tBu)sz par N-
alkylation avec l'utilisation de carbonate de potassium comme base dans le DMF a 70°C.

Le produit de couplage final a été obtenu avec un rendement de 86% (cf Schéma 2.65).
¢
0
o\j\ 0

o\/\O/\/ \\Q
DO3A t(Bu), tBUOZC\N/_\ ad

SO~ Br N
///\0/\0/\0 0 K2C03 [ ] 86%
DME 70°C, 24 h
“' 99 tBu0,C—" \_/ “—C(O0,tBu 98

Schéma 2.65 : Couplage par N-alkylation entre le DO3A(tBu)s; 40 et le dérivé bromé 99

2.2.2. Couplage par chimie « click » au ruthénium des biomolécules

Comme dans les parties précédentes, afin de vérifier la faisabilité du couplage, la

réaction a été testée dans un premier temps sur 'azoture de benzyle.

Les conditions optimisées dans la premiére partie, c’est-a-dire un chauffage a 80°C sous
microondes durant 30 min, ont été réutilisées. Apres purification sur gel de silice, le

dimere 116 a été obtenu avec un tres bon rendement de 70% (cf Schéma 2.66).

s

O e

—_ °N

0.0 == N BUO,C— S\ s /0 \\<\’I’\'I

0

tBuO,C—_ /—\
2N ~ Cp"RuCl(COD)

N N N N
—_—
[N N] DME, 80°C, [N N] 70% 116
tBu0,C—" \_/ \—(0,¢Bu 98 30min, uW4Bu0,c—" \_/ “\—C0,tBu

Schéma 2.66 : Couplage de 98 avec l'azoture de benzyle

Ce résultat étant trés encourageant, cette réaction a été appliquée au couplage de

biomolécules (cf Schéma 2.67). La bioconjugaison a été réalisée avec les azotures du
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MPP et de la thymidine. Apres purification sur gel de silice les deux composés 117 et

118 ont été isolés avec des rendements respectifs de 48% et 20% (cf Schéma 2.67).

.N

N« N
// 8&/
0 0]
0 O/\Q 0 0

S S~ k@N
tBuO,C—_ /—\ /\/0\/\0 N3 tBuOZC\N/—\N/\/O\/\O N
C _omacn (0
tBu0,C—" \_/ “—(0,tBu ggdiii?;fw tBu0,C—" \__/N\_Coztgu
98
= MPP (48%), Thymidine (20%)
117 118

Schéma 2.67 : Couplage de 98 avec les azotures de MPP et de thymidine

La présence de 'espaceur triéthylene glycol permet donc d’obtenir les diméres couplés
par chimie «click » catalysée au ruthénium avec de bons rendements. Ces résultats
confirment I'hypothese que I'encombrement stérique semblerait étre la cause de 1'échec

de cette bioconjugaison sur la premiere plateforme dimérique (cf § 2.1.4.2).

La bioconjugaison par chimie « click » catalysée au ruthénium a ainsi été validée pour la
synthese de dimere. Le couplage d’autres biomolécules fonctionnalisées par des
azotures pourra par la suite étre envisagé. Par ailleurs, les différents précurseurs
obtenus seront déprotégés et marqués au gadolinium avant de réaliser des mesures de
relaxivité ri et r2 pour déterminer leur efficacité en temps qu’agent de contraste. Ils
seront par la suite marqués au gallium 68 et leur activité spécifique ainsi que leur
rendement radiochimique seront déterminés. Un « cocktail » pourra alors étre préparé

afin d’utiliser ces traceurs en tant que sonde bimodale.
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CONCLUSION :

Dans cette partie différents précurseurs de traceurs utilisables en imagerie médicale ont
été synthétisés. L’'idée consistait en la synthese de plateformes virtuellement
universelles permettant d’'une part le couplage d’'une grande variété de biomolécules et
d’autre part I'introduction de métaux utilisables pour différentes techniques d'imagerie.
Pour ce faire, une réaction a été développée afin de permettre I'étape de bioconjugaison
par chimie «click » sans utiliser de cuivre. Cette méthode, basée sur l'utilisation de
complexe de ruthénium afin de catalyser la réaction, a permis le couplage de différentes
biomolécules a un macrocycle DO3A avec de bons rendements. L’'un des précurseurs
synthétisés a été choisi afin de réaliser I'introduction d’une part de gallium 68 et d’autre
part de gadolinium. Ces deux métaux ont été introduits avec succes permettant d’obtenir
un traceur utilisable en TEP et un agent de contraste utilisable en IRM et validant ainsi
notre approche.

Des plateformes difonctionnalisées ont ensuite été synthétisées afin de permettre le
couplage de deux biomolécules et ainsi augmenter l'affinité des traceurs finaux pour
leurs cibles biologiques. Différentes fonctions ont alors été introduites sur un
macrocycle DO3A afin de permettre I'introduction d’'un grand nombre de biomolécules.
Une plateforme dipropargylée a été utilisée pour valider le couplage par chimie « click »
catalysée par des complexes de ruthénium développée pour la synthése des monomeres.
Malheureusement, due a I'encombrement stérique important de la molécule, cette
réaction ne fonctionne pas. Une nouvelle structure, comportant un espaceur a alors été
synthétisée et a permis cette fois-ci I'introduction simultanée de deux azotures avec de
bons rendements. Des métaux tels que du gallium 68 et du gadolinium pourront donc

étre complexés par la suite pour obtenir des agents utilisables en imagerie.
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PARTIE 3 : SYNTHESE D’AGENTS BIMODAUX :

APPROCHE MOLECULE UNIQUE
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Cette partie a pour but de détailler la seconde approche quant a la synthése d’agent
bimodaux IRM/TEP. Cette approche consiste a introduire sur une seule molécule a la
fois la sonde IRM obtenue grace a I'insertion d’'un atome de gadolinium mais également
aussi la sonde TEP par introduction d'un radioisotope (!8F). L’avantage de cette
approche est l'injection au patient d’'un seul traceur ce qui permet d’avoir la certitude
que le traceur TEP et IRM seront distribués de la méme maniére en méme temps. En se
basant sur les travaux de la partie précédente, deux traceurs ont été envisageés différant

par la présence ou non d'un espaceur.

1. SYNTHESE DU TRACEUR SANS ESPACEUR

1.1. STRATEGIE DE SYNTHESE

D’'un point de vue architectural, ce type de traceur bimodal est plus complexe. Ils
nécessitent en effet la synthese de plateformes trifonctionnalisées afin de permettre
d’une part 'introduction de la sonde IRM, d’autre part de la sonde TEP mais également
la conjugaison d'une biomolécule servant de vecteur (cf Schéma 3.1). Les dérivés du
glycérol précédemment utilisés, représentent de bons candidats quant a la synthese de
telles plateformes. En effet, par un jeu de protections et de déprotections adéquates, les
trois fonctions alcools pourront étre différenciées dans le but d’introduire les trois

éléments nécessaires a une telle sonde bimodale.

Sonde IRM O/Y\O Sonde TEP

Schéma 3.1. : Utilisation du glycérol pour la synthése de plateformes trifonctionnalisées

Afin de constituer la sonde TEP, il a paru intéressant de travailler ici avec le fluor 18.

Dans le cadre de ce travail, il présente I'avantage d’étre introduit par liaison covalente.
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Ainsi, les problemes habituellement rencontrés quant a l'utilisation conjointe d'un
radiométal (tel que le gallium 68) et du gadolinium pourront étre évités. En effet, un seul
chélate sera nécessaire a la synthese de ce traceur et donc des étapes de protections et
de déprotections orthogonales, liées a la présence de deux chélates, pourront étre
évitées.

Le marquage au fluor 18 est généralement réalisé par substitution nucléophile et
nécessite des conditions expérimentales anhydrides, basiques ainsi qu'un chauffage a
haute température.’>¢ Ces conditions sont souvent incompatibles avec la présence de
biomolécules. L’alternative souvent employée est d’utiliser des groupements
prosthétiques radiomarqués qui seront introduits dans un second temps sur le
précurseur. Cependant, cette approche engendre généralement au moins une étape
réactionnelle supplémentaire, et donc un temps de synthese plus important réduisant
ainsi l'activité finale du traceur. Ametamey et al. ont développé une nouvelle approche
efficace utilisant la chimie du silicium afin de permettre l'introduction en une seule et
derniére étape du fluor 18.157.158 En effet, le silicium possede la particularité de former
une liaison covalente forte avec le fluor, I'énergie de la liaison silicium-fluor étant de 135
kcal/mol.

Il a alors été choisi d’utiliser cette stratégie en introduisant sur le précurseur un motif

di-t-butyl-phénolsilane afin de faciliter le radiomarquage au fluor 18 (cf Schéma 3.2).

/tBu
H0—©~51—H
\tBu

Schéma 3.2 : Motif di-t-butyl-phénolsilane utilisé pour l'introduction du fluor 18

Il a été montré dans la littérature que le groupement di-t-butyl permettait d’éviter
I'’hydrolyse de la liaison Si-F.159.160 L fonction phénol permet quant a elle de pouvoir
introduire ce motif par réaction de Mitsunobu sur une des fonctions alcools de la
plateforme trifonctionnalisée (cf Schéma 3.3).

En ce qui concerne la sonde IRM, il a été choisi de travailler, comme dans la partie
précédente, avec du gadolinium chélaté par un macrocycle DO3A. Il a été montré en
effet, que ce dernier pouvait étre introduit de maniére simple et avec de bons
rendements sur une plateforme de type glycérol bromée via N-Alkylation (cf Schéma

3.3).
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Enfin il a été choisi d’introduire la biomolécule par la réaction de chimie « click »
catalysée par des complexes de ruthénium développée dans la partie précédente (cf
Partie 2). Il a donc été nécessaire d’introduire une fonction propargyle sur le dérivé du

glycérol (cf Schéma 3.3).

, Réaction de
GPCOZW /—\ N-Alkyation

. /\/\0 Mitsunobu . \S‘/H{
r H 1= 18F
o ) — Y

GPCO, \—co GP M

Gd

Chimie « click »
catalysée au Ru

N3

Schéma 3.3. : Stratégie envisagée quant a la synthése du traceur bimodal

Afin de synthétiser ce traceur, il est nécessaire de synthétiser en parallele la plateforme
trifonctionnalisée 119 et le macrocycle DO3A triprotégé qui seront par la suite couplés
par N-Alkylation.

La premiere étape de la synthese de la plateforme est l'introduction du phénol di-t-
butylsilane sur le dérivé du glycérol commercial choisi. Deux précurseurs peuvent alors

étre utilisés : le solketal ou I'épichlorhydrine (cf Schéma 3.4).

s

Si— -

GPOzCﬂ /—( “tBu N-Alkylation GPO, CﬂN Y Q/Sl\tBu
] \ 7L ey

N N

0
GPOZC—/ \_/ \—co GP GPO,C—" \—/ \—(0,GP (

7 N\
X

Solketal

Epichlorhydrine

Schéma 3.4 : Rétrosyntheése du précurseur ciblé
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1.2. SYNTHESE DE LA PLATEFORME TRIFONCTIONNALISEE

1.2.1. Approche via le solketal

La premiere stratégie choisie a consisté en l'introduction du dérivé phénolsilane sur
I'alcool libre du solketal par réaction de Mitsunobu. La premiére étape est donc la
synthese du silane 120 a partir du p-bromophénol. La fonction alcool est déprotonée
dans un premier temps par de ’hydrure de sodium afin de former I'alcoolate de sodium.
Puis, dans un second temps, l'utilisation de t-butyllithium permet I'échange brome-
lithium. Enfin, 'addition du chlorure de t-butylsilane a -78°C permet de former le
produit désiré par substitution électrophile aromatique. Le produit 120 est alors isolé

apres purification sur colonne de silice avec un rendement de 68% (cf Schéma 3.5).

H
Br tBu_! _tBu

1. NaH, THF, 55°C, 3 h Si

2. tBuli, -78°C

3. CI(tBu),SiH, -78°C A TA.,

16 h
OH OH 120
68%

Schéma 3.5. : Synthése de dérivé phénol silane 120

L’introduction de cet intermédiaire sur le solketal a ensuite été réalisée par réaction de
Mitsunobu (cf Schéma 3.6). De l'azodicarboxylate de diéthyle (DEAD) et de la
triphénylphosphine ont alors été utilisés dans le THF a reflux. Le produit 121 est obtenu
avec 63% de rendement apres précipitation de l'oxyde de triphénylphosphine et
purification par chromatographie sur gel de silice. L’acétonide est ensuite clivé en milieu
acide par agitation a température ambiante avec une résine acide, la DOWEX 50WX2. Le

diol 122 est ainsi isolé avec un rendement de 96%.
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H
tBu_ ! _tBu ,tBu
Si oH OQSi—H
ﬁ(i DEAD, PPh, f(i “tBu

> 07<o

+ 0 0
7< THE reflux, 16 h 63% 121
OH
DOWEX 50WX2
120 MeOH, TA., 24 h
/tBu
OOSi—H
//(7 \tBu
HO OH
96% 122

Schéma 3.6. : Synthése du diol 122

Afin de différencier les deux fonctions alcools, il a été choisi d’introduire un groupement
trityl. Ce dernier possede trois cycles benzyliques et posséde donc un encombrement
stérique important ce qui explique qu’il sera introduit sélectivement sur l’alcool
primaire. L’éther tritylé 123 a donc été synthétisé par substitution nucléophile du
chlorure de trityle par le diol 122 en présence de triéthylamine. Apres purification, le

produit protégé a été obtenu avec un rendement de 90% (cf Schéma 3.7).

tBu

,tBu y
0 Si—H CI-Trt, NEt3 0 Si-H
//(7 tBu

\
tB ~
“ DCM, TA, 5h o OH  90%

HO OH 122 123

Schéma 3.7 : Protection sélective de l'alcool primaire de la molécule 122

L’étape suivante a consisté a introduire une fonction propargyle sur I'alcool secondaire
de la molécule 123 par réaction de Williamson. L’hydrure de sodium a ainsi permis
d’obtenir l'alcoolate qui a ainsi pu réagir avec le bromure de propargyle via une
substitution nucléophile d’ordre 2. Une chromatographie sur gel de silice a permis
d’isoler I'éther propargylé 124 avec un rendement de 92%.

La fonction alcool primaire a ensuite été déprotégée avec un rendement de 76%, par

réaction avec du trichlorure d’aluminium dans le dichlorométhane (cf Schéma 3.8).
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OOS_/L‘IEU NaH, Bromure de OOS'/tI?{u

i— i—
ropargyle

/”( \Bu propargyle /_’( \Bu

TrtO OH THF, reflux, 16 h TrtO

0
123 & % 24
W

AlC;
Et,0,TA., 16 h

/tBu
)
/’_(7 \tBu
Ho 0
76%
W 125

Schéma 3.8 : Synthese de 'alcool propargylé 125

Enfin, la derniere étape consiste a substituer la fonction alcool par un brome afin de
pouvoir obtenir une plateforme réactive sur des fonctions amines par N-alkylation. Pour
cela, les protocoles développés précédemment ont été repris et le composé tosylé a été
dans un premier temps synthétisé selon la méthode de Yoshida’>? avec un rendement de
91%. Ensuite, par réaction avec du bromure de lithium dans 'acétonitrile la plateforme
bromée 119 a été obtenue avec un rendement de 90% (cf Schéma 3.9). Il est a noter, que
la bromation aurait pu étre réalisée en une seule étape, par réaction d’Appel sur I'alcool

125. Cependant, ces conditions n’ont pas été testées ici.
/tBu /tBu
OO—Si—H OOSi—H
f( “Bu  TsCl EtzN, Me;N.HCI ﬁ( “tBu

Ho 0 ACN, 0°C, 16 h Ts0 9 126
& & 91%
W 125 A\

LiBr
ACN, reflux, 16 h

tBu
O3
//(7 tBu
& 90%
\ 119

Schéma 3.9 : Syntheése du dérivé bromé 119
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Pour résumer, cette synthese permet d’obtenir le composé bromé 119 avec un bon
rendement global de 31% en 7 étapes de synthése. L'inconvénient majeur de cette
synthese est le nombre important d’étapes du notamment a la protection sélective de la
fonction alcool primaire et son étape de déprotection délicate due a l'utilisation du
trichlorure d’aluminium. Il a été envisagé alors de synthétiser cette plateforme en
utilisant 1’épichlorohydrine en tant que réactif de départ ce qui permet alors

d’économiser une étape de syntheése.

1.2.2. Approche via I'épichlorhydrine

La premiére étape de cette synthése concerne l'introduction du dérivé phénolsilane sur
I’épichlorhydrine. Cette réaction a été réalisée en présence d’hydrure de sodium dans le
THF a reflux. Le produit 127 a été isolé apres chromatographie sur gel de silice avec un

rendement de 68% (cf Schéma 3.10).

H
tBu_! _tBu
Si
NaH
(0]
N . 7
(’)>_\ 0
Cl THF reflux, 16 h ¢B

57!
I "H

OH 68% tBu

120 127

Schéma 3.10 : Introduction du dérivé phénol silane 120 sur l'épichlorhydrine

Deux mécanismes peuvent expliquer cette réaction. Dans les deux cas la premiére étape
est la génération du phénolate par déprotonation de la fonction phénol par ’hydrure de
sodium. Cet intermédiaire vient ensuite soit attaquer le carbone en a du chlore selon
une réaction de substitution nucléophile (voie A), soit ouvrir I'époxyde pour former un
alcoolate qui viendra lui-méme substituer le chlore et ainsi reformer un époxyde (voie

B) (cf Schéma 3.11).
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tBu_! _tBu tBu_! _tBu
Si Si ™ 0
10, W/\ O\
tB
S u

N .
0O ® 'I‘H
H Na tBu

J -

Schéma 3.11 : Mécanisme d mtroductlon du phénolsilane sur 'épichlorhydrine

OH

La seconde étape de cette synthese est I'ouverture sélective de I'époxyde. Afin de
permettre une introduction ultérieure du bromure de propargyle sur 'alcool secondaire,
il a été choisi d’utiliser le p-méthoxyphénol qui permettra de masquer la fonction alcool
primaire. Il est introduit par réaction avec de I'’hydrure de sodium dans le THF a reflux

(cf Schéma 3.12).

PMPO

7o . NaH "o
0 HO OMe > OH
Si” tBu THF reflux, 24 h _tBu
Si
I “H .
127 tBu 58% mu 128

Schéma 3.12 : Ouverture sélective de I'époxyde 127

La propargylation de l'alcool secondaire a ensuite été réalisée par réaction de
Williamson en présence d’hydrure de sodium et de bromure de propargyle dans le THF
a reflux. Apres purification, le produit propargylé 129 a été obtenu avec un rendement
de 92%.

Le clivage du PMP a été réalisé par réaction oxydante avec du nitrate d’'ammonium
cérique dans l'acétonitrile a 0°C. L’alcool 125 a ainsi été isolé avec 88% de rendement

(cf Schéma 3.13)
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NaH, Bromure de

/_(\ 0 propargyle /—(\ 0
PMPO  OH > PMPO 0
Si tBu THF, reflux, 16 h i~ tBu

1, N
128 W ooz w99

CAN
ACN/H;0, 0°C, 20 min

\

88% u 125

Schéma 3.13 : Propargylation de l'alcool secondaire et clivage du PMP

La suite de cette synthese est ensuite similaire a celle précédemment décrite : la fonction
alcool est dans un premier temps tosylée puis une réaction avec du bromure de lithium
permet l'obtention du composé bromé avec un rendement global de 81% sur deux

étapes (cf Schéma 3.14).

,tBu tBu
OOSi\_H 1. Tosylation OSI
tBu - tBu

C

HO O
& 125 2. Bromation & 81% 119
A\ \

Schéma 3.14 : Tosylation et bromation de l'alcool 125

Selon cette voie de synthése la plateforme bromée a été obtenue avec un rendement
global de 26% légerement inférieur a celui obtenu avec la voie « solketal ». Néanmaoins,
seulement 6 étapes de synthese sont nécessaires (au lieu de 7) ce qui induit un gain de

temps significatif et une économie en terme de purification.
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1.3. INTRODUCTION DU MACROCYCLE DO3A ET DE LA BIOMOLECULE

1.3.1. Introduction du macrocycle DO3A

Le brome introduit sur la plateforme trifonctionnalisée permet un couplage sur un
macrocycle DO3A triprotégé via une réaction de N-alkylation. Cependant, la présence du
groupement silane interdit l'utilisation du macrocycle DO3A(tBu)s. En effet, il a été
démontré dans la littérature que l'utilisation de conditions acides, telles que celles
nécessaires au clivage des esters t-butyliques, entraine un phénomene de
protodésylilation et donc la perte du groupement silane sur le traceur.161.162 Des essais
de déprotections ont été réalisés afin de vérifier cette hypothese. Pour cela, un
macrocycle DO3A(tBu)s couplé a un silane a été synthétisé par réaction entre le
bromosilane 130 et le DO3A(tBu)3 hydrobromé en présence de carbonate de potassium
(cf Schéma 3.15). Différentes conditions de déprotection ont alors été testées.
L’utilisation d’acide hydrochlorique ou d’acide trifluoroacétique entraine bien la

déprotection des fonctions acides mais également le clivage du silane avec la formation

du produit 132 (cf Schéma 3.15).

H
tBu0,C—. /—\ tBu\Sli/tBu
N HN.HBr
S
N N
tBu0,C—" \—/ \—(0,tBu 130
40

Br

K,CO;
DMF, 70°C, 16 h

tBu
tBuOZC—\N/_\ ’ /—@3(—}1 HO,C— N/ \N/—Q Bu
/
[ ] tBu HCl ou TFA [ ] + X-Si-H
> tBu
N N

N N Protodésilylation
tBuOZC—/ 7/ \—COZtBu Y HOZC‘—/ N/ \_COZH
67% 131 132

X=ClouF

Schéma 3.15 : Mise en avant du phénomeéne de protodésylilation

Des acides plus faibles tels que 'acide formique ont été testé mais ne permettent pas la

déprotection des acides.
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Il a donc paru nécessaire d’utiliser un groupement protecteur orthogonal a la présence
du silane, c’est-a-dire ne nécessitant pas de conditions acides afin d’étre clivé. Les esters
éthyliques avaient été choisis comme groupement protecteur des fonctions acides pour
la synthese des plateformes diaminées (cf Partie 2 § 2.1.) et ont donc été une nouvelle
fois employés ici. L’introduction de la plateforme 119 a donc été réalisée par N-
alkylation en présence d’'une base, le carbonate de potassium dans le DMF. Apres

purification sur gel de silice, le macrocycle 133 a pu étre obtenu avec un rendement de

71% (cf Schéma 3.16).

tBu
s
Et0,C— /\ EtOzC—\ /_( tBu
[N HNj /—(\0 N K,CO3 ] \

voBr 0 l DMF, 70°C, 16 h
N P g B T J N 133
EtOZC—/ __/ \—COZEt \\ tBl.,1 “H Et0,C CO,Et
73 119 71%

Schéma 3.16 : N-Alkyation du DO3A(Et)s par la plateforme 119

1.3.2. Bioconjugaison de I'azoture de biotine

Afin d’introduire la biomolécule, il a été choisi d’utiliser la réaction de chimie « click »
catalysée au ruthénium développée dans la partie 2. La réaction a été réalisée dans un
premier temps en conditions dites «classiques» c’est-a-dire par utilisation du
catalyseur Cp*RuCl(COD) dans le DMF avec un chauffage thermique a 60°C durant une
nuit. Apres une purfication sur colonne de silice, le produit de bioconjugaison a été isolé
avec un rendement de 55% (cf Schéma 3.17).

Par la suite, cette réaction a également été testée avec un chauffage sous microondes a

60°C pendant 30 min. Le rendement obtenu apreés purification est similaire au précédent

(53%).

tBu

tBu
O O
EtO Cﬂ /—\ tBU piotine- Ny Et0,C— /—\ /—( tBu HNJ\NH

Cp*RuCl(COD)
j \ DME,&;C, 16hA [N Nj }N/\L §

EtOZC—/ N \—co Et ou Et0,C—" \—/ \—C0,Et N S
DMF, 80°C, 30 min, uW
55% (A)
133 53% (uW) 134

Schéma 3.17 : Bioconjugaison de I'azoture de biotine
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1.3.3. Déprotection du macrocycle et complexation du gadolinium

Des conditions basiques sont nécessaires au clivage des fonctions esters éthyliques. Il a
donc été choisi d’utiliser une solution d’hydroxyde de sodium afin de déprotéger la
molécule. Le macrocycle a alors été mis en réaction avec une solution de NaOH (1M)
dans le THF pendant 48 h a température ambiante (cf Schéma 3.18). Le THF est
nécessaire afin de solubiliser le produit de départ. Afin de dessaler le milieu réactionnel,
une purification a été réalisée sur une cartouche Sep-Pak Cis. Les fractions récoltées ont
ensuite été lyophilisées permettant d’obtenir ainsi le produit déprotégé 135 avec un
rendement de 90%.

tBu tBu
—<: :>—Sl /_( Sl
Etozcﬂ N\ /—( “tBu HO,C— / \ tBu

NaOH

_
N
N/\\\\ " j _TZ\‘/\\\\
[ j >\ i THETA,48h NN /N«,N p{H
Et0,C—" \—/ \—(0,Et N’ L HO.C CO.H Biotine
Biotine 0 135
134 0%

Schéma 3.18 : Saponification des fonctions esters du macrocycle

La complexation du gadolinium a ensuite été réalisée. Pour cela, du chlorure de
gadolinium a été utilisé dans de '’eau a 60°C sur une nuit a pH 7 (cf Schéma 3.19). Le
brut réactionnel a ensuite été purifié sur une colonne de Chelex-100 qui permet
d’éliminer I'exces de gadolinium. Apres lyophilisation le complexe 136 a été obtenu avec

un rendement quantitatif.

/tBu tBu
HO,C— VAR /—( ‘tBu cdcl >\‘ﬂ /N /—( fB“
3 ‘\
N/\\\ \‘Gd3+ j /\\\
[ ] } H H,0, 621(7: 16h 0__-—\ - NH
HO,C—" ANIVANE p }—/ L<
2 COzH Blotme Blotlne

135 136

Schéma 3.19 : Introduction du gadolinium

Un précurseur de la sonde bimodale a ainsi pu étre obtenu avec de bons rendements.
Afin d’obtenir le traceur final, I'étape de fluoration doit étre réalisée. Elle pourra étre

testée dans un premier temps a froid, puis si la réaction fonctionne, a chaud avec du
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fluor 18. Ainsi, le rendement radiochimique et I'activité spécifique du traceur pourront
étre déterminés. La relaxivité du traceur devra également étre étudiée afin de
déterminer s’il constitue un bon candidat pour étre utilisé en [RM.

Cette plateforme obtenue, il a été envisagé d’en synthétiser en parallele un dérivé avec
une chalne triéthyléneglycole jouant le role d’espaceur. Cette molécule serait
intéressante selon plusieurs points de vue. En effet, d'une part, le triéthyleneglycole
permettrait de modifier la balance hydrophile/lipophile. D’autre part, la taille de la
molécule serait augmentée et donc sa relaxivité améliorée par augmentation de son
temps de rotation. Il serait alors intéressant de comparer la relaxivité de ces deux

traceurs.
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2.SYNTHESE DU TRACEUR COMPORTANT UN ESPACEUR

La structure de cette plateforme différe de la précédente par l'introduction d’'une chaine

triéthyleneglycole entre le macrocycle DO3A et le motif glycérol portant le silane et la

biomolécule (cf Schéma 3.20). tBu 18

Si~Buy

0

N
Q 00 \\(\\N
% / \N/\/ N
0-

:fj::‘(;dé_t 7 _ 137

Schéma 3.20 : Structure du second traceur envisagé

Il a été choisi d’'introduire la chalne triéthyleneglycole directement sur la plateforme

trifonctionnalisée, qui sera par la suite couplée au DO3A 73 par N-alkyation (cf Schéma

3.21).

BY 1
Si~Bu

0 -

Si_,
/©/ tBu
EtO,C k\/o\\j\o\\ N-Alkyl B0 N HN 0
2 / \ 3 - ylation )\/[
—~ —
[N N] D — [ ] LR TS QLI G 139

138
Et0,C— \/ \—(C0,Et 73 N

Schéma 3.21 : Rétrosynthése du précurseur 138

2.1. SYNTHESE DE LA PLATEFORME TRIFONCTIONNALISEE

Afin de synthétiser cette plateforme, il a été choisi d’utiliser la voie « épichlorhydrine »
développée dans la partie précédente (cf § 1.2.2). La premiére étape concerne ici encore
I'introduction du silane sur I'épichlorhydrine pour former l'intermédiaire 127 (cf

schéma 3.10). Une chaine triéthyleneglycole protégée par un groupement PMP a alors
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permis d’ouvrir sélectivement I'époxyde en présence d’hydrure de sodium dans le THF a
reflux. Afin d’obtenir une conversion maximale, il a été nécessaire de jouer sur le
nombre d’équivalents de base et d’alcool. Ainsi, avec 2 équivalents d’alcool et 2,2
équivalents de base, le produit 140 a pu étre isolé avec 62% de rendement (cf Schéma

3.22).

/tBu
NaH OOSi—H
W/\O /—(7 “tBu

+ PMPO 0 -y
0 \/\O/\/ ~
\©\ .-tBu OH THEF, reflux, 24 h _/_0 OH
S H 0 140
127 (Bu 111 0/—/ 62%
PMPO—/_

Schéma 3.22 : Ouverture sélective de I'époxyde 127 par le triéthyleneglycole protége 111

La fonction propargyle a ensuite été introduite sur I'alcool secondaire par réaction de
Williamson dans le THF a reflux. Apres une purification sur colonne de silice, le produit

141 a été obtenu avec un rendement de 90% (cf Schéma 3.23).

,tBu ,tBu
/—( \tBu /—( \tBu
0

NaH

/0
— THE, reflux, 16 h 0 & 90%
0 140 J AN 141
PMPO—/— PMPO—/—

Schéma 3.23 : Propargylation de l'alcool 140

La fonction PMP a ensuite été clivée en présence de nitrate dammonium cérique (CAN)
dans un mélange acétonitrile/eau a 0°C. Apres chromatographie sur gel de silice, le

composé déprotégé 142 a été obtenu avec 86% de rendement (cf Schéma 3.24).

/tBu /tBu
OOSi—H OOSi—H
/—(7 ‘tBu /—( ‘tBu
0 0 0 0
0_/— CAN o—/_ &
N\ 142

S~ x\ ACN/H,0,0°C, 20 min ~ —/
0 141 0 86%
pupo— no—/ '

Schéma 3.24 : Clivage du groupement PMP de la molécule 141
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La derniére partie du travail sur cette plateforme est d’'introduire un brome sur I'alcool
primaire libre. Deux méthodes ont précédemment été utilisées :

- introduction d’'un groupement tosyle, puis bromation par du LiBr

- reéaction d’Appel.
La seconde réaction a été testée ici, puisqu’elle présente I'avantage de réaliser la
bromation en une seule étape. Ainsi, une réaction avec la triphénylphosphine et du
tétrabromomeéthane a permis d’obtenir apres purification le composé bromé 139 avec

75% de rendement (cf Schéma 3.25).

,tBu ,tBu
/—(_ ‘tBu CBry PPhy ﬁ( “tBu
0 0

0 0 >

0—/_ DCM, 0°CaTA,1h 30 0—/_ 75%
O/—/ \\ 142 0/—/ \\ 139
HO—/_ Br—/_

Schéma 3.25 : Bromation de 142 par réaction d’Appel

Le mécanisme de cette réaction est similaire a celui de la réaction de Mitsunobu. La
premiere étape est «l’activation » de la triphénylphosphine par réaction sur le
tétrabromométhane. Le dérivé tribromé anionique (CBrs) vient alors déprotoner
I'alcool du réactif afin de générer l'alcoolate. Ce dernier vient ensuite attaquer le
phosphore générant ainsi un intermédiaire oxyphosphonium. Une substitution
nucléophile d’ordre 2 entraine alors la formation d’oxyde de triphénylphosphine et

permet l'introduction du brome (cf Schéma 3.26).

HY A~
/\Br @ @ \O R @
L A~
PhsP| (“/{\ — > PhsP—Br ICBr; ———» PhP—Br |07 "R
Br Br -HCBr; 4
Br
= _ o
R Br Ofr R°TN0=PPh; <—> R~ N0—PPh,
Inversionde a -
configuration L

Schéma 3.26 : Mécanisme de la réaction d’Appel
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2.2. COUPLAGE AU MACROCYCLE ET INTRODUCTION DU GADOLINIUM

2.2.1. N-Alkylation et bioconjugaison de la biotine

L’introduction de la plateforme bromée 139 sur le macrocycle DO3A(Et); 73 a été
réalisée comme précédemment par N-alkylation en présence de carbonate de
potassium. Apres purification sur gel de silice, le composé DO3A 138 a été obtenu avec

67% de rendement (cf Schéma 3.27). tBu y

Sl\tBu
tBu 0
-
/_(7 tBu 0 0
DO3A(Et); Et0,C—_ /—\ k\/ 5
3 N N \\Q

6 A)
\\ M ! N N

0
Br—/— 139 Et0,C—" \—/ “—CO0,Et 138

Schéma 3.27 : Introduction de la plateforme 141 sur le DO3A(Et); 73

La biomolécule, ici I'azoture de biotine, a été une nouvelle fois introduite par chimie
«click » catalysée par un complexe de ruthénium, le Cp*RuCl(COD). Les conditions
classiques et microondes ont été ici encore comparées. Ainsi, en chauffant la réaction a
60°C sur la nuit, le produit de bioconjugaison 143 est obtenu avec un rendement de
47%. Le chauffage sous microondes a 80°C pendant 30 min, permet quant a lui d’obtenir
le DO3A couplé avec la biotine avec un rendement de 52%. Les deux alternatives

ameénent donc a des résultats similaires (cf Schéma 3.28).

By

Si ~tBu O
tB;‘J./ H
~ A/E
0 Biotine-N; EtO Cﬂ f<\/ (\/

Et0,C—_ /—\ Q\/O\)/EO Cp*RuCl(COD) N
N N 3

‘\ DME 60°C, 16 h, A J N
[N Nj X ou B0 L= A C0EL 4204 () 143
EtOZCJ \ / ¥C02Et 138 DME 80°C, 30 min, uW 52% (uW)

Schéma 3.28 : Introduction de l'azoture de biotine
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2.2.3. Déprotection et complexation du gadolinium

La déprotection des fonctions acides a été réalisée avec une solution de NaOH (1 M)
dans le THF. Apres 24 h d’agitation, le milieu a été purifié par cartouche Sep-Pak Cis et
une lyophilisation a permis d’obtenir le triacide 144 avec un rendement quantitatif (cf

Schéma 3.29).

tBu tBu

\ H v H
jSl\tBu jSI\tBu
0 0
4/[ H | Biotine H | Biotine
N N
[0} —\ 0
EtOZCﬂN/_\N}(\/ 0 NK\/ \ﬂ/ on HOzCﬂN Nf(\/ A N(\/ \[(

0 0
[ ] \ N THF, TA, 24 h [ ] VN
N N N N N N 144

Et0,C—" \—/ N—COEt 143 HO,C—" \—/ “—CO0,H

Schéma 3.29 : Déprotection du macrocycle 143

Afin de complexer le gadolinium, le précurseur 144 a été mis en solution avec du
chlorure de gadolinium anhydre dans de l'eau a 60°C sur une nuit a pH 7. Apres
purification sur colonne de Chelex-100 et lyophilisation, le complexe 145 a été obtenu

avec un rendement de 95% (cf Schéma 3.30).

By y Bu g
o o
0 0
E Biotine 0 H | Biotine
N
HO,C /— \ f(\/o 0 H /— \ k\/o 0
2 WN N 3 N(\/ \ﬂ/ N 3 (\/ \[(])/
N

0  GdcI3 o-.. N | N,
NN N H0,60°C, 16 h (.- e N

HO,C—" \__/ “—CO,H >—/ s %
144 K o 145

Schéma 3.30 : Complexation du gadolinium sur le précurseur 144

Le second précurseur a ainsi été aisément obtenu avec de bons rendements. Une
fluoration a chaud permettra enfin d’obtenir le traceur final. Des études RMN seront

également réalisées afin de déterminer les valeurs de relaxivité.
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CONCLUSION

Ainsi, deux précurseurs d’agents de contraste bimodaux ont été synthétisés dans cette
partie. Les deux structures different seulement par la présence d’'un espaceur entre le

chélate de gadolinium et le reste de la molécule (cf Schéma 3.31).

>-/.__/ \_< 136

2 Gd3*

}_/ - % ﬁ 145

Schéma 3.31 : Précurseurs synthétisés

Il sera ainsi intéressant de comparer leurs propriétés tels que leurs parametres IRM,
leurs parametres de radiomarquage ou encore leur biodistribution. Il est a noter que
dans les deux cas, la réaction de bioconjugaison par chimie «click» catalysée au
ruthénium a amené des rendements similaires, on peut en déduire que la premiere
molécule ne posséde pas de probleme d’encombrements stériques empéchant cette
réaction comme c’était le cas dans la partie 2 pour la synthese des dimeres.

Afin de finaliser ces traceurs, I'étape de radiomarquage reste a effectuer. Il est envisagé
d’introduire le fluor 18 par réaction avec du fluorure de potassium en présence de
kryptofix 2.2.2 et d’acide acétique dans du DMSO. Le rendement radiochimique et
'activité spécifique des traceurs seront alors déterminés. Ainsi, deux nouveaux traceurs

utilisables simultanément en IRM et en TEP seront obtenus.
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CONCLUSION GENERALE
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Ce travail de these a consisté en la synthese d’agents bimodaux utilisables en imagerie
meédicale IRM/TEP. Deux approches ont alors été suivies: une approche « cocktail »
(Partie 2) et une approche « molécule unique » (Partie 3).

Chacune des ces deux approches présente en effet ces avantages et ces inconvénient. La
premiere permet de pouvoir moduler facilement les proportions de la sonde IRM et de la
sonde TEP pour ainsi respecter les sensibilités propres aux des deux techniques.

La seconde, présente 'avantage d’avoir sur une méme molécule les deux sondes, et donc
d’avoir exactement la méme biodistribution. Cependant, afin de respecter les sensibilités
des deux techniques, seule une faible partie de la quantité finale sera radiomarquée.

Pour le reste, un isotope froid, le fluor 19, devra étre utilisé.

La premiere approche a été suivie en synthétisant des précurseurs composés de
macrocycles DO3A permettant la chélation de métaux utilisables en imagerie, liés a une
fonction propargyle en vue de l'introduction d’'une biomolécule par chimie « click ». Le
couplage de diverses biomolécules sur cette plateforme a permis de valider la méthode
de bioconjugaison et ainsi d’obtenir un ensemble de précurseurs pouvant étre marqués
pour l'imagerie afin de visualiser différents processus biologiques. L'un de ces
précurseurs, le DO3A-biotine, a été marqué avec succes avec d’une part du gallium 68 et
d’autre part du gadolinium, permettant ainsi de réaliser des examens a la fois en TEP et
en IRM. Un mélange dans des proportions adéquates, c’est-a-dire respectant les
sensibilités de chacune de ces deux techniques, pourra alors étre réalisé afin d’obtenir
une sonde bimodale. La suite de ce travail a consisté a synthétiser des composés
dimériques, afin d’augmenter 'affinité des traceurs finaux pour leur cible biologique. Un
ensemble de plateformes difonctionnalisées a alors été développé, permettant le
greffage de biomolécules comportant diverses fonctions chimiques. Par ailleurs, une
structure dipropargylée, sur laquelle un espaceur de type triéthylene glycol a été
introduit, a permis de valider le couplage simultané de deux biomolécules. Deux
précurseurs intéressants ont ainsi été obtenus, le DO3A-di-thymidine et le DO3A-di-
MPP. IIs pourront étre par la suite déprotégés et marqués de la méme maniere que les

monomeres.

L’approche « molécule unique » a été suivie en synthétisant deux précurseurs similaires.

La différence entre ces deux précurseurs, réside ici encore, par la présence ou non d’'un
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espaceur de type triéthylene glycol. Deux plateformes composées d'une part d’'un
macrocycle DO3A chélatant du gadolinium, d’autre part d’'une biomolécule et enfin d’'un
silane en vue de l'introduction d’'un atome de fluor 18 ont ainsi été synthétisées. Afin

d’obtenir des traceurs bimodaux, seule I'étape de fluoration reste a réaliser.

Une fois les étapes de radiomarquage réalisées, il sera intéressant de comparer les deux
approches, dans un premier temps en terme de relaxivité et de radiomarquage puis en

terme d’imagerie.

Afin de répondre au développement important de l'imagerie bimodale, il pourrait
également étre intéressant, d'introduire dans ces plateformes d’autres métaux et ainsi
réaliser d’autres types d’examens. Par exemple, des complexes d’europium pourraient
donner acces a I'imagerie optique et des complexes d'indium 111 a 'imagerie TEMP.

Enfin, la recherche s’oriente également de plus en plus, vers l'utilisation d’agents
« théranostiques » combinant a la fois un aspect imagerie et un aspect thérapeutique
afin de suivre I'évolution d'un traitement par imagerie. Il serait alors intéressant
d’utiliser les plateformes synthétisées pour complexer des radioisotopes utilisables pour

la thérapie tels que le luthétium 177 ou I'yttrium 90.
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EXPERIMENTAL PART

133



134



General experiment details:

All water-sensitive reactions were carried out under an argon atmosphere with dry
solvents under anhydrous conditions. Yields refer to chromatographically and
spectroscopically (1H NMR) homogeneous materials. Commercial reagents were used
without purification, unless otherwise stated. Geduran® Si 60 silica gel (40-63 uM) was
used for flash chromatography. Microwave assisted reactions were carried out on a
Biotage Initiator. High-performance liquid chromatography (HPLC) analyses were
performed using a Phenomenex Luna Cig (250 x 4.6 mm, 5 ym, 1 mL/min) and the
indicated conditions. Analytical HPLC system used was a JASCO system with ChromNAV
software, a PU-2089 Plus quaternary gradient pump and a MD-2018 Plus photodiode
array detector with or without Raytest Gabi Star detectors. Semi-preparative HPLC
purifications were carried out using a semi preparative Phenomenex Luna C18 column
(250 x 10 mm, 5 ym, 2.5 mL/min) and the indicated conditions. Semi-preparative HPLC
system used was a JASCO system with ChromNAV software, two PU-2087 Plus
preparative pumps and a MD-2075 intelligent UV /Vis detector. 1H NMR and 13C NMR
were recorded on Bruker AVANCE-300 FT (*H: 300 MHz, 13C: 75.5 MHz,), Bruker DPX-
400 FT (*H: 400 MHz, 13C: 100.2 MHz,) and Bruker DPX-600 FT (tH: 600 MHz, 13C: 150
MHz,) apparatus using indicated internal reference. The chemical shifts and coupling
constants (/) are expressed in ppm and Hz respectively. High resolution mass spectra
were performed by the CESAMO (Talence, France) and were recorded on Qq-TOF tadem
mass spectrometer (API Q-STAR Pulsar i, Applied Biosystems). Positive or negative ion
modes ESI-MS were used for the analysis. Maldi-MS spectra were performed by the
CESAMO (Talence, France) on a Voyager mass spectrometer (Applied Biosystems. The
instrument is equipped with a pulsar N; laser (337 nm) and a time-delayed extracted
ion source. FD-MS spectra were performed by the CESAMO (Bordeaux, France). The
measurements were carried out on a TOF mass spectrometer AccuTOF GCv by JEOL
using an FD emitter with an emitter voltage of 10 kV. One to two microliters solution of

the compound is deposited on a 13mm emitter wire.
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Tri-tert-butyl 2,2',2"-(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate

hydrobromide :

c a b

tBu0,C—_ /\
N HN_HBr

o
a a
N N
tBu0,C—" \_/ —(C0,tBu
d a a ¢€
40
C26Hs50N406.HBr
MW = 595.61 g/mol

To a solution of cyclen (1.723 g, 10 mmol, 1 eq) in DMA (30 mL) was added sodium
acetate (2.461 g, 30 mmol, 3 eq). The reaction mixture was cooled down to 0°C and t-
butylbromoacetate (4.43 mL, 30 mmol, 3 eq) in solution in DMA (10 mL) was added
dropwise. The reaction was allowed to warm up to room temperature and stirred over
48 h. The reaction mixture was then poured into a KBr solution (2.737 g, 23 mmol, 2.3
eq in 165 mL of water) and was adjusted to a basic pH with slow addition of sodium
bicarbonate (2.940 mmol, 35 mmol, 3.5 eq). A precipitate was formed immediately. The
mixture was then stirred 15 min and filtered. The precipitate was washed with diethyl

ether to afford compound 40 as a white powder (5.232 g, 8.8 mmol, 88%).

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.45 (s, 27H), 2.87-2.93 (m, 12H, CHz2(), 3.08 (m, 4H,
CHzm)), 3.27 (m, 2H, CH2), 3.36 (m, 4H, CHz(), 10.01 (s, 1H)

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 28.3, 38.2,47.6,49.2,51.4, 58.3,81.8, 169.7, 170.6.
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Tri-tert-butyl 2,2',2"-(10-(prop-2-yn-1-yl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-

trivl)triacetate : b a 1
tBqu C BN /7 \ —~_3
NS

[ )

tBuozc—b/ —/ \b—COZtBu

38
C29H52N406
MW = 552.75 g/mol

To a solution of the triprotected cyclen 40 (595 mg, 1 mmol, 1 eq) under argon in DMF
(10 mL) was added potassium carbonate (290 mg, 2.1 mmol, 2.1 eq). After stirring for 1
h at room temperature, propargyl bromide 80% in toluene (0.14 mL, 1.3 mmol, 1.3 eq)
was added dropwise. The reaction mixture was warmed up to 70°C and stirred for 24 h.
The mixture was then allowed to cooled down to room temperature and filtered. The
solvent was evaporated under reduced pressure and the crude product was
chromatographied on silica gel (DCM to DCM/MeOH 95/5 v/v) to afford the product 38
as a brown foam (492 mg, 89%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.44 (m, 27H, CHzpeBw), 2.31-3.70 (m, 23H, CHz),
CHz) and CH¢z)), 3.86 (m, 2H, CHz(1)).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 25.6, 39.6, 40.9, 43.5, 53.8, 53.9, 54.0, 54.7, 55.9, 58.8,
64.1,72.0,72.5,76.4,76.7,79.9, 80.0, 80.4, 80.6, 83.4, 162.8, 168.2, 168.9,171.8, 172.1.

HRMS (ESI): Calculated for C29H53N406 [M+H]* 553.3959 found 553.3954.
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2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl 5-((3aS$,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-

dlimidazol-4-yl)pentanoate :

41
C14H19N305S
MW = 341.38 g/mol

To a solution of biotin (1.221 g, 5 mmol, 1 eq) under argon in dry DMF (15 mL), were
added N-Hydroxysuccinimide (748 mg, 6.5 mmol, 1.3 eq) and dicyclohexylcarbodiimide
(1.032 g, 5 mmol, 1 eq). The reaction mixture was stirred 24 h at room temperature.
DCU was then filtered and filtrate was evaporated under reduced pressure. After
precipitation with diethyl ether, compound 41 was filtered and washed with diethyl
ether and 2-propanol (1.567 g, 92%).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds), 8ppm: 1.31-1.71 (m, 6H), 2.55-2.92 (m, 8H), 3.10 (m, 1H),
4.14 (m, 1H), 4.30 (m, 1H), 6.41 (d, ] = 19.3 Hz, 2H).

13CNMR (75 MHz, DMSO-de), 8ppm: 24.9, 28.3,30.4, 31.2, 33.8, 55.7, 59.6, 61.4, 163.1,
170.7
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3-Azidopropan-1-amine:

2
HN N
3 1

42
C3H8N4.
MW =100.12 g/mol

Sodium azide (975 mg, 15 mmol, 3 eq) was added to a solution of chloropropylamine
hydrochloride (650 mg, 5 mmol, 1 eq) in water (20 mL). The reaction mixture was
stirred overnight at 80°C and was then cooled with an ice bath. Diethyl ether (50 mL)
was then added to the reaction mixture followed by KOH pellets (1.2 g) portionwise. The
organic layer was separated and the aqueous layer was extracted with diethyl ether
(2*50mL). The combined organic layers were dried over carbonate potassium and

carefully concentrated to give the product 42 (426 mg, 85%) as a clear yellow oil.

1H NMR (300 MHz, CDCI3), §ppm: 1.22 (s, 2H, NH2), 1.68 (m, 2H, CHz¢z)), 2.75 (t, ] = 6.8
Hz, 2H, CHz(1)), 3.32 (t,] = 6.6 Hz, 2H, CHz(3)).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 32.5 (CHz(z)), 39.3 (CHz2¢3)), 49.1 (CHz()).
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N-(3-Azidopropyvl)-5-((3a$,4S5,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-dlimidazol-4-

vl)pentanamide :

0

Jo

HN NH
1/ 8 6 5

4 _N N
11\ g 7",,/\/\”/ ~ 8

6 6 31
0
39

C13H22N602S
MW =326.42 g/mol

To a solution of biotin N-hydroxysuccinimide active ester 41 (614 mg, 1.8 mmol, 1 eq)
under argon in dry DMF (14 mL), triethylamine (1.25 mL, 9 mmol, 5 eq) and 3-
azidopropylamine 42 (361 mg, 3.6 mmol, 2 eq) in solution in dry DMF (4 mL) were
added. The reaction mixture was stirred for 16 h at room temperature and the solvent
was removed under reduced pressure. The crude product was then chromatographied
on silica gel (DCM/MeOH 90/10 v/v) to afford the compound 39 as a beige solid (514
mg, 87%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.30 (m, 2H, CHz¢), 1.39-1.67 (m, 6H, 2*CH2() and
CHz¢z)), 2.05 (t, /] = 7.3 Hz, 2H, CHzs)), 2.57 (m, 1H, CHzq1y)), 2.81 (dd, J=4.9 Hz, ] = 12.4
Hz, 1H, CH2@y), 3.09 (m, 3H, CH¢7) & CHz3)), 3.34 (t, ] = 6.7 Hz, 2H, CHz(1)), 4.12 (m, 1H,
CH¢s)), 4.30 (m, 1H, CHg19)), 6.41 (2s, 2H, NH), 7.86 (t,] = 5.2 Hz, 1H, NHCO).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 25.3 (CHzs)), 28.2 (CHzs)), 28.3 (CHzg)), 28.6 (CHz(z)),
35.3 (CHzs)), 35.9 (CHzs)), 40.0 (CHz(11)), 48.5 (CHz(1)), 55.6 (CH7), 59.4 (CH(10)), 61.2
(CHgsy), 163.0 (C(9)), 172.4 (C).

HRMS (ESI): Calculated for C13H22N¢02SNa [M+Na]* 349.1417 found 349.1432.
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(Azidomethyl)benzene :

Wl

47
C7H7N3
MW =133.15 g/mol

3

To a solution of sodium azide (357 mg, 5.5 mmol, 1.1 eq) in DMSO (100 mL), benzyl
bromide (0.59 mL, 5 mmol, 1 eq) was added. The reaction mixture was stirred overnight
and was then diluted with water (100 mL). The organic layer was extracted with diethyl
ether (3*50 mL). The organic layers were combined, washed twice with water (2*50mL)
and brine (50 mL), dried over sodium sulfate and evaporated under reduced pressure.
The crude product was then filtered over a silica pad with hexane as eluant to give the

product 47 (535 mg, 80%) as a colorless oil.

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 4.35 (s, 2H, CHz), 7.38 (m, 5H, Har).

13C NMR (75 MHz, CDCls), 8ppm: 54.9 (CHz), 128.4 (CH.r), 128.8 (CHar), 129.0 (CHar),
135.6 (Car).
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General procedure for the ruthenium catalyzed « click » reaction:

* General procedure for thermic heating conditions, Method A:

To a solution of ruthenium’s catalyst (0.1 eq) under argon in dry DMF was added
dropwise a solution of DO3A-propargyl (1 eq) and azide (0.1 mmol, 1 eq) in dry DMF.
The reaction was warmed up to a given temperature and stirred for a period of time
shown in Tables 2.2, 2.3 and 2.4. After cooling, the solvent was removed under reduced

pressure and the product was purified by silica gel chromatography.

* General procedure for « microwaves conditions », Method B :

A solution of catalyst (0.1 eq) under argon in dry DMF was added to DO3A-propargyl (1
eq) in a microwaves reactor. A solution of the azide (1 eq) in dry DMF was then added
dropwise. The reaction mixture was heated at a given temperature and for a period of
time shown in Table 2.2, 2.3 and 2.4. After cooling, the solvent was evaporated under
reduced pressure and the product was purified by silica gel chromatography or semi-

preparative HPLC.
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Tri-tert-butyl 2,2',2"-(10-((1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-5-yl)methyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7-trivl)triacetate :

O

N\
tBuO,C— /~—\ N
[N Ni\&l(]
N N
tBu0,C—" \_/ “—(C0,tBu
48

C36H59N706
MW = 685.90 g/mol

Method A and B were used for the synthesis of compound 48.

Cp*RuCl(COD) (4 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq) or Cp*RuCl(PPh3)3z (8 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq)
were used with DO3A-propargyl (55 mg, 0.1 mmol, 1 eq) and benzyl azide (0.1 mmol,
0.1 eq) in dry DMF (1 mL). Flash chromatography (DCM/MeOH 100/0 to 85/15 v/v)
yielded compound 48 as a brown foam (cf Table 2.2).

1H NMR (300 MHz, MeOD), 8ppm: 1.52 (m, 27H), 2.31-3.97 (m, 24H), 5.71 (s, 2H), 7.30
(m, 5H), 7.89 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, MeOD), 8ppm: 28.4, 47.4, 52.7, 56.6, 57.1, 82.9, 83.4, 83.9, 128.3,
129.5,130.1,133.1, 134.3,135.7, 136.8, 174.5, 175.3.

HRMS (FD): Calculated for C3sH59N70¢Na [M+Na]* 708.44190 found 708.44263.
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Tri-tert-butyl 2,2',2"-(10-((1-(3-(5-(2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-dlimidazol-4-

vl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-5-yl)methyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7-trivl)triacetate :

0 HN

0
H \(
tBuO,C—_ /\ N >N NH
N N/\[ N H s—/ "H
L )
N N

tBu0,C—" \—/ “—C0,tBu

49
C42H74N100sS
MW =879.16 g/mol

Method A and B were used for the synthesis of compound 49.

Cp*RuCl(COD) (4 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq) or Cp*RuCl(PPh3)3z (8 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq)
were used with DO3A-propargyl (55 mg, 0.1 mmol, 1 eq) and N-(3-azidopropyl)-5-(2-
oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamide (0.1 mmol, 0.1 eq) in dry
DMF (1 mL). Flash chromatography (DCM/MeOH 100/0 to 85/15 v/v) yielded
compound 49 as a yellow foam (cf Table 2.3).

1H NMR (300 MHz, MeOD), 8,pm: 1.60-1.85 (m, 34H), 2.18-3.95 (m, 35H), 4.40 (m, 1H),
4.58 (m, 3H), 7.88 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, MeOD), 8ppm: 26.9, 28.3, 28.4, 29.5, 29.8, 30.9, 36.8, 37.6, 41.1, 47.1,
47.3,56.7,57.0,57.1, 61.6, 63.4, 83.5, 84.0, 133.9, 135.5, 166.0, 174.6, 175.4, 176.2.

HRMS (ESI): Calculated for C42H75N1008S [M+H]* 879.5484 found 879.5488.
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1-((2R,45,55)-5-((tert-Butyldimethylsilyl)methyl)-4-hydroxytetrahydrofuran-2-
yv1)-5-methylpyrimidine-2,4(1H,3H)-dione:

TBDMSO 5

50
C16H28N2058i
MW = 356.49 g/mol

To a solution of thymidine (3 g, 12.38 mmol, 1 eq) under argon in dry pyridine (25 mL)
was added t-butyldimethylsilylchloride (2.240 g, 14.86 mmol, 1.2 eq). After stirring for
24 h at room temperature were added ethyl acetate and a solution of saturated
ammonium chloride. The two layers were separated and the organic layer was washed
with water, dried over sodium sulfate and concentrated under reduced pressure. After a
coevaporation with toluene in vacuo the compound 50 is obtained as white solid (4.2 g,

95%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 0.12 (s, 6H, CHz(rspms)), 0.93 (s, 9H, CHacreoms)), 1.92
(d,] = 1.1 Hz, 3H, CHzs)), 2.09 (m, 1H, CHzzy), 2.42 (ddd, J = 13.3 Hz, ] = 5.7 Hz, | = 2.3 Hz,
1H, CHa(zy), 3.00 (d, ] = 4.3 Hz, 1H, OH), 3.83 (dd, J = 11.3 Hz, ] = 2.4 Hz, 1H, CHy(sy), 3.89
(dd, ] = 11.3 Hz, ] = 2.6 Hz, 1H, CHzs)), 4.09 (dd, 1H, ] = 4.7 Hz, ] = 2.3 Hz, CHs), 4.46 (m,
1H, CHg), 6.42 (dd, J = 8.3 Hz, ] = 5.7 Hz, 1H, CH¢ry), 7.56 (d, ] = 1.1 Hz, 1H, CHz)), 9.56 (s,
1H, NH).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 5.4 (SiCH3(repMS)), 12.5 (CH3(s)), 18.3 (C(rBDMS)), 25.9
(CH3z(rBpMs)), 41.1 (CHz(29), 63.6 (CHzes9), 72.5 (CHzy), 85.0 (CH¢1y), 87.4 (CH¢sy), 110.9
(Ce3)), 135.5 (CH¢g), 150.6 (CO(yy), 164.1 (CO¢z)).

HRMS (ESI): Calculated for C16H29N204Si [M+H]* 357.1846 found 357.1847.
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1-((2R,45,55)-5-((tert-Butyldimethylsilyl)methyl)-4-((methylthio)methoxy)

tetrahydrofuran-2-yl)-5-methylpyrimidine-2,4(1H,3 H)-dione:

TBDMSO_5'

51
C18H32N204SSi
MW =416.61 g/mol

Acetic acid (4.8 ml) and acetic anhydride (15.4 ml) were added under argon to a stirred
solution of 50 (2.0 g, 5.6 mmol, 1 eq) in DMSO (10.5 mL). After stirring for 48 h at room
temperature, a saturated solution of NaHCO3 was added. The aqueous layer was
exctracted with ethyl acetate (3*100 mL). The combined organic layers were washed
with a saturated solution of NaHCOs, dried over sodium sulfate and concentrated under
reduced pressure. The crude product was chromatographied on silica gel (Hex/EtOAc

70/30 to 50/50 v/v) to afford compound 51 as a white powder (1.75 g, 75%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8,pm: 0.13 (s, 6H, CHs(raoms)), 0.93 (s, 9H, CHs(raoms)), 1.92
(d, ] = 1.1 Hz, 3H, CHsgs), 1.97 (m, 1H, CHz(29),2.14 (s, 3H, CHsg), 2.39 (m, 1H, CHzezy),
3.78-3.90 (m, 2H, CHygsy), 4.10 (m, 1H, CHy), 4.46 (m, 1H, 1H, CHe), 4.62 (m, 2H,
CHaa)), 6.28 (m, 1H, CH19), 7.48 (s, 1H, CHys), 8.16 (s, 1H, NH).

HRMS (ESI): Calculated for C1g8H33N205SSi [M+H]* 417.1879 found 417.1890.
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1-((2R,4S5,5R)-4-(Azidomethoxy)-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-5-
methylpyrimidine-2,4(1H,3H)-dione

52
C11H15Ns505
MW =297.27 g/mol

To a solution of compound 51 (1.095 g, 2.6 mmol) under argon in dry DCM (10 mL)
were added cyclohexene (1.33 mL) and thionyl chloride (248 pL, 3.6 mmol, 1.4 eq). After
stirring for 1 h 30 at 0°C, the solvent was removed in vacuo. The residue was dissolved
in DMF (5 mL) and sodium azide (926 mg, 15.4 mmol, 5.9 eq) was added. The reaction
mixture was stirred for 3 h at room temperature and water was added. The aqueous
layer was extracted with DCM (3*50 mL). The combined organic layers were dried over
sodium sulfate and concentrated in vacuo. The residue was dissolved in MeOH (5 mL)
and NH4F (600 mg, 16.2 mmol, 6.2 eq) was added. After stirring for 24 h at room
temperature, the reaction mixture was concentrated under reduced pressure. Water and
DCM were added and the two layers were separated. The organic layer was dried over
sodium sulfate and concentrated under reduced pressure. The crude product was
chromatographied on silica gel (Hex/EtOAc 50/50 to 30/70) to afford azide 52 as a
white powder (550 mg, 71%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 1.95 (d, ] = 1.1 Hz, 3H, CHas)), 2.45 (m, 2H, CHzz)),
3.84-4.01 (m, 2H, CHysy), 4.16 (m, 1H, CH¢)), 4.46 (m, 1H, CHey), 4.50 (m, 1H), 4.70-
4.79 (m, 2H¢a), 6.14 (m, 1H, CHry), 7.40 (s, 1H, CHs)), 8.16 (s, 1H, NH).

HRMS (ESI): Calculated for C11H16N505 [M+H]* 298.1151 found 298.1146.
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Tri-tert-butyl  2,2",2"-(10-((1-((((2R,3S,5R)-2-(hydroxymethyl)-5-(5-methyl-2,4-
dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)tetrahydrofuran-3-yl)oxy)methyl)-1H-

1,2,3-triazol-5-yl) methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate :
0

| NH
NAO

HO

tBu0,C /\ °N
EN Ni\<\/f(1
N N

tBu0,C—" \_/ “—(0,tBu

53
C40H67N9O11
MW =850.01 g/mol

Method A and B were used for the synthesis of compound 53.

Cp*RuCl(COD) (4 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq) or Cp*RuCl(PPh3)3z (8 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq)
were used with DO3A-propargyl (55 mg, 0.1 mmol, 1 eq) and 1-((2R4S,5R)-4-
(azidomethoxy)-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-5-methylpyrimidine-
2,4(1H,3H)-dione (30 mg, 0.1 mmol, 1 eq) in dry DMF (1 mL). Flash chromatography
(DCM/MeOH 100/0 to 90/10 v/v) yielded compound 54 as a brown foam (cf Table 2.4).

1H NMR (300 MHz, MeOD), 8ppm: 1.52 (m, 27H), 1.87 (s, 3H), 2.11-4.64 (m, 32H), 5.92
(s, 2H), 6.19 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.88 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, MeOD), 8ppm: 12.5, 28.4, 38.4, 46.9, 56.8, 57.3, 62.9, 77.2, 81.4, 83.5,
83.9,85.9,86.5,111.8,135.0,135.1,135.8,137.7,152.3, 166.2, 174.7, 175 .4.

HRMS (FD): Calculated for C40He7N9O11 [M+H]* 850.50328 found 850.50489.
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Fmoc-Azido-L-lysine:

NHFmoc
1 2 z
/\/\/3\
N3 > 2 EOZH

54
C21H22N404
MW = 394.42 g/mol

Sodium bicarbonate (11.4 g, 135.6 mmol, 10 eq) was added portionwise over 1 h in a
solution of lysine (5 g, 13.56 mmol, 1 eq) in a mixture of H,0/MeOH (75 mL/60 mL).
CuS04.5H20 (339 mg, 0.136 mmol, 0.01 eq) and imidazole-1-sulfonyl azide
hydrochloride (2.83 g, 16.3 mmol, 1.2 eq) were added. After stirring for 16 h at room
temperature, the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude mixture
was dissolved in water and pH was adjusted to 2 with HCl 1 N. Ethyl acetate (150 mL)
was added and the two layers were separated. The organic layer was dried over sodium
sulfate and concentrated under reduced pressure. The crude product was
chromatographied on silica gel (Tol/EtOAc/AcOH 75/25/1 v/v) to afford compound 54
as a beige solid (4.148 g, 77%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.10-2.05 (m, 6H, CHz(z)), 3.22 (m, 2H, CHaqp)), 4.16 (t, ]
= 6.7HZ, ZH, CH(Fmoc)), 4.30'4.55 (m, 3H, CH(3) and CHZ(Fmoc)), 5.18 (d,]: 8.0 HZ, 1H, NH),
7.10 (m, 4H, Har(Fmoc)), 7.52 (d,] = 7.2 HZ, ZH, Har(Fmoc)), 7.70 (d,]: 7.2 HZ, ZH, Hr[Fmoc)).

13C NMR (75 MHz, MeOD), 8ppm: 22.4 (CHz), 284 (CHzz), 31.8 (CHag), 47.0
(CHgFmogy), 51.1 (CHzg3), 53.4 (CHgz), 67.1 (CH2@Fmog), 120.0 (CHarFmog), 125.0
(CHar(Fmog)), 127.1 (CHar(Fmoc)), 127.8 (CHarFmoc)), 141.3 (Car(Fmoc)), 143.6 (Car(Fmoc)), 143.8
(CarFmoc)), 156.1 (CO(Fmocy), 175.8 (Ceyy)
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(R)-2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-(5-((4,7,10-tris(2-(tert-

butoxy)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-

1-yl)hexanoic acid :

/E CO,H
Fmoc
B N.
N N_ \_{

Y
tBu0,C—" \_/ “—(C0,tBu
55

Cs0H74Ng010
MW =947.17 g/mol

Method B was used for the synthesis of compound 55 with Cp*RuCl(COD) (4 mg, 0.01
mmol, 0.1 eq), DO3A-propargyl (55 mg, 0.1 mmol, 1 eq) and Fmoc-Lys(N3)-OH (39 mg,
0.1 mmol, 1 eq) in dry DMF (1 mL) with a time of reaction of 30 min. Flash
chromatography (DCM/MeOH 100/0 to 85/15 v/v) yielded compound 55 as a brown
foam (33 mg, 35%).

14 NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 0.89-1.51 (m, 33H), 2.08-4.69 (m, 30H), 7.21-7.72 (m,
8H, Har), 8.10 (S, 1H, Htriazole).

HRMS (ESI): Calculated for C50H74NgO10K [M+K]*985.5159 found 985.5119.
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Tri-tert-butyl-2,2',2"-(10-((1-(4-(14-benzyl-11-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-
3,6,9,12,15-pentaoxo-5-(3-(3-((2,2,4,6,7-pentamethyl-2,3-dihydrobenzofuran-5-

yl)sulfonyl)guanidino)propyl)-1,4,7,10,13-pentaazacyclopentadecan-2-yl)butyl)-

1H-1,2,3-triazol-5-yl)methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-

trivl)triacetate :
NHPbf
HN
NH
(0]
NH
HN
0 \(O

tBuO,C—_ /—\ N
N N » HN CO,tBu
[ j LN I~
N —N
N N H

Bu0,C—" \_/ —C0,Bu

59
C73H115N15016S
MW = 1489.84 g/mol

Compound 59 was synthesized following the Method B with Cp*RuCICOD (2 mg, 0.005
mmol, 0.1 eq), DO3A-propargyl (27.5 mg, 0.05 mmol, 1 eq) and protected RGDfK azide
(47 mg, 0.05 mmol, 1 eq) in DMF (0.5 mL) with a reaction time of 1 h. Semi-preparative
HPLC was used to yield coumpound 59 as a white solid (18 mg, 24%).

HRMS (ESI): Calculated for C73H116N15016S [M+H]* 1490.8439 found 1490.8434.

HPLC (230 nm): Gradient 95/5 to 5/95 (H20 0.1%TFA/ACN 0.1%TFA), tr = 22.03 min
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2-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)ethanol:

4 3
N N 2
\__/ _\_OH
4 3 1
OMe

60
C13H20N202
MW =236.31 g/mol

2-Bromoethanol (650 pL, 9.18 mmol, 1.05 eq) was added to a solution of 1-(2-
methoxyphenyl)piperazine hydrochloride (2 g 8.74 mmol, 1 eq) and anhydrous
potassium carbonate (3 g, 21.85 mmol, 2.5 eq) in dry ACN (20 mL). The reaction mixture
was refluxed for 48 h. After that time, the mixture was filtered and concentrated. The
resulting slurry was then chromatographied on silica gel (CHClz to CHCl3/MeOH 94/6
v/v) to afformd compound 60 as a white solid (2.0 g, 97%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8,pm: 2.62 (t, ] = 5.4 Hz, 2H, CHz(z), 2.72 (m, 4H, CHz(3)), 3.10
(m, 4H, CH2(4)), 3.65 (t,] =54 HZ, ZH, CH2(1)), 3.86 (S, 3H, CH3(0Me)), 6.82-7.05 (m, 4H,
Har).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), §ppm: 50.9, 53.2, 55.5, 57.9, 59.4, 111.3, 118.3, 121.1, 123.1,
141.3,152.4.

HRMS (ESI): Calculate for C13H21N20; [M+H]* 237.1597 found 237.1595.
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1-(2-Azidoethyl)-4-(2-methoxyphenyl)piperazine:

4 3
/ \ 2

N N
__/ _\_N
4 3 1 3
OMe
61
C13H19N50
MW =261.32 g/mol

To a solution of compound 60 (354 mg, 1.5 mmol, 1 eq) under argon in anhydrous DMF
(3.75 mL) were added DBU (448 pL, 3 mmol, 2 eq) and DPPA (647 pL, 3 mmol, 2 eq).
The reaction mixture was stirred at 65°C overnight. After that time, the reaction mixture
was cooled to room temperature and water (10 mL) was added. The mixture was then
extracted with diethyl ether (2*10 mL). The resulting organic layer was successively
washed with water and brine, dried over sodium sulfate and concentrated. The crude
product was then chromatographied on silica gel (PE/EtOAc 50/50 v/v) to afford
compound 61 as a yellow oil (360 mg, 91%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 2.60-2.75 (m, 6H, CHz) and CHag), 3.11 (m, 4H,
CHas)), 3.40 (t,] = 6.1 Hz, 2H, CHa(z), 3.86 (s, 3H, CHz(ome)), 6.82-7.05 (m, 4H, Har).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), §ppm: 48.4, 50.7, 53.5, 55.5, 57.3, 111.3, 118.4, 121.1, 123.1,
141.3,152.4.

HRMS (ESI): Calculate for C13H20Ns0 [M+H]* 262.1662 found 262.1670.
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Tri-tert-butyl 2,2',2"-(10-((1-(2-(4-(2-methoxyphenyl)piperazin-1-yl)ethyl)-1H-

1,2,3-triazol-5-yl)methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate :
/\ N/\\
\\/ N
N\
[N N] N MeO
N N

tBu0,C—" \_/ “—C(0,tBu

62
C42H71NoO7
MW =814.07 g/mol

Compound 62 was synthesized following the Method B with Cp*RuCICOD (4 mg, 0.01
mmol, 0.1 eq), DO3A-propargyl (55 mg, 0.1 mmol, 1 eq) and MPP azide (26 mg, 0.1
mmol, 1 eq) in dry DMF (1 mL) with a reaction time of 30 min. Flash chromatography
(DCM/MeOH 100/0 to 96/4 v/v) yielded compound 62 as a brown foam (43 mg, 53%).

1H NMR (300 MHz, MeOD), 8ppm: 1.50 (m, 27H), 2.37-3.87 (m, 37H), 4.64 (m, 2H), 6.97
(m, 4H), 7.89 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, MeOD), 8ppm: 12.5, 28.4, 38.4, 46.9, 56.8, 57.3, 62.9, 77.2, 81.4, 83.5,
83.9,85.9,86.5,111.8,135.0,135.1,135.8,137.7,152.3, 166.2, 174.7, 175 .4.

HRMS (ESI): Calculated for C42H71N9O7Na [M+Na]*836.5368 found 836.5375.
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2'.2"-(10-((1-(3-(5-(2-Oxohexahydro-1H-thieno|[3,4-d]limidazol-4-yl)
pentanamido)propyvl)-1H-1,2,3-triazol-5-yl)methyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetic acid :

0
0 H/HN\.‘//
HOC— /7~ \ N/\/\N ‘ NH
N NA[ N H s—/ "}
™
N

HO,C—" \—/ —CO0,H

63
C30H50N100sS
MW = 710.85 g/mol

Compound 49 (50 mg, 0.056 mmol, 1 eq) was dissolved in HCl 37% (0.5 mL) and the
mixture was stirred 30 min at room temperature. The solvent was removed under
reduced pressure. The crude product was purified on Cis SepPack cartridge (washed
with water and eluted with acetonitrile). After lyophilisation, 37 mg of compound 63

(93%) was obtained as a white fluffly solid.

HRMS (FD): Calculated for C30H49N100gS [M-H*] 709.34501 found 709.34356.

HPLC (230 nm): Gradient 95/5 to 5/95 (H20 0.1%TFA/ACN 0.1%TFA) tg = 8.68 min
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Cold Gallium complex of 2,2'.2"-(10-((1-(3-(5-(2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-
d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-5-yl)methyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7-trivl)triacetate :

0
o 0 H/IHN\(
% /—\ N/\/\HM/NH
0-.. N ,NA[JN S—/ "H
0

[‘ficé{%t__ N
N OONT
O>—/ N %O
64
C30H47GaN100sS

MW = 777.55 g/mol

A solution of gallium nitrate hydrate (1.07 mg, 0.0031 mmol, 2 eq) and deprotected
DO3A-biotin 63 (1.1 mg, 0.0015 mmol, 1 eq) in acetate buffer pH 4.6 (0.6 mL) was
heated at 80°C for 20 min under microwaves. After evaporation, the mixture was
purified by semi-preparative HPLC and lyophilized to afford the compound 64 as a
white fluffly solid.

MS (ESI): 776.3 [M]*

HRMS (ESI): Calculated for C30H47GaN190OsSNa [M+Na]* 799.2447 found 799.2444.
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68Gallium complex of 2,2'.2"-(10-((1-(3-(5-(2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-
d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-5-yl)methyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7-trivl)triacetate :

0 0 H/’HN\(O
O%N/—\NA[N\;\/\HWNH
o o

k‘6\8Gé§+ N
N SN
>—/ \__/ %
0 0
65
C30H47%8GaN100sS

45 pL of a 2 mM DO3A-Biotin (63) solution in acetate buffer (pH 4.6) are introduced into
the labelling reactor. The 98Ga generator is eluted with 0.1 M hydrochloric acid (6.2 mL).
After discarding the first and the last mL, the second fraction is acidified with 5 mL HCl
30% and adsorbed onto an anion exchange resin. The resin is eluted with water (0.2
mL) and added to the DO3A-Biotin solution. The reaction mixture is heated under
microwave irradiation at 90°C for 300 s and then diluted with water. The activity
measured was 123 MBq for a synthesis time of 16 min. The crude product was purified

onto a Sep-Pak Cig-cartridge (elution with ethanol).

HPLC (Radioactivity and UV detection): Gradient 95/5 to 5/95 (H20 0.1%TFA/ACN
0.1%TFA), tr = 8.61 min.
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Gadolinium complex of 2,2',2"-(10-((1-(3-(5-(2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-
d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-5-yl)methyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7-trivl)triacetate :

0 0 H/"HN\(O
O>ﬁ: N/_,\N N\/\/\HWNH
. ?[ N s—/

o

36d% ] N
SN N \O
0 0
66
C30H47GdN100sS

MW =865.07 g/mol

Gadolinium chloride anhydrous (18 mg, 0.068 mmol, 1.3 eq) was added to a solution of

compound 63 (40 mg, 0.052 mmol, 1 eq) in water (1 mL). The mixture was stirred at

60°C for 24 h and the pH was periodically adjusted to 6.5-7 with a solution of NaOH 1 M

and/or HCl 0.1 M. The reaction was cooled down to room temperature and purified

through a column of chelex-100 to trap free Gd3*. After lyophilization, 45mg of

compound 66 (100%) was obtained as a white solid.

HRMS (FD): Calculated for C30H4gGdN100gS [M+H]* 866.26128 found 866.26408.
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Methyl 2,3-diaminopropanoate dihydrochloride :

69
C4H10N202.2HC1
MW = 191.06 g/mol

To a suspension of diaminopropionic acid hydrochloride salt (702 mg, 5 mmol, 1 eq) in
methanol (50 mL) was added thionyle chloride (0.54 mL, 7.5 mmol, 1.5 eq) at 0°C. The
reaction mixture was allowed to warm up to room temperature and was then heated at
reflux overnight. The mixture was concentrated to give the product 69 as a white foam

(948 mg, 99%).

TH NMR (300 MHz, D20), 8ppm: 3.42-3.66 (m, 2H, CHz¢y), 3.86 (s, 3H, CHz(g)), 4.50 (m,
1H, CH¢z)).

13C NMR (75 MHz, D;0), 8ppm: 37.9 (CHz¢y), 49.6 (CH¢z)), 54.2 (CHz(y)), 167.2 (C(z))-

HRMS (ESI): Calculated for C4H11N202 [M+H]* 119.0815 found 119.0813.
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Methyl 2,3-bis((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoate :

0

BocHN_3
2 "OMe
4 1

BocHN

70
C14H26N206
MW = 318.37 g/mol

The diamino coupound 69 (948 mg, 5 mmol, 1 eq) under argon was suspended in dry
DMF (20 mL). Triethylamine (3.5 mL, 25 mmol, 5 eq) and di-tert-butyl-dicarbonate (2.4
g, 11 mmol, 2.2 eq) were sequentially added and the reaction mixture was stirred 1 h at
60°C. The mixture was then slowly cooled down at room temperature and evaporated
under reduced pressure. The resulting crude oil was chromatographied on silica gel

Hex/EtOAC 85/15 v/v) to give the product 70 (1.466 g, 92%) as a pale yellow solid.
g p 8 paley

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 1.42 (s, 9H, CHzgsoo), 1.43 (s, 9H, CHzgmoc)), 3.43-3.58
(m, 2H, CHagg), 3.75 (s, 3H, CHag), 4.35 (m, 1H, CHz)), 4.88 (s, 1H, NH), 5.44 (s, 1H, NH).

13C NMR (75MHz, CDCl3), 8ppm: 28.4 (CH3(Boc)), 42.4 (CH2¢4)), 52.7 (CH3)), 54.2 (CH3z(p)),
79.9 (C(Bog)), 80.2 (CBocy), 155.5 (CO(Bor)), 156.2 (CO(Boc)), 171.4 (COz)).

HRMS (ESI): Calculated for C14H26N206¢Na [M+Na]* 341.1683, found 341.1671.
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Di-tert-butyl (3-hydroxypropane-1,2-diyl)dicarbamate :

1
BocHN_2
OH
3

BocHN
71

C13H26N205
MW =290.36 g/mol

To a solution of the ester 70 (420 mg, 1.32 mmol, 1 eq) under argon in dry THF (13 mL)
was added sodium borohydride (170 mg, 4.5 mmol, 3.4 eq). The reaction mixture was
stirred for 24 h at reflux. The solution was quenched by dropwise addition of methanol
then stirred 1 h at room temperature. The mixture was acidified to pH 2 with HCl 1 M.
The aqueous layer was extracted with dichloromethane (3*20 mL) and the organic layer
were combined, dried over sodium sulfate and evaporated under reduced pressure.
After chromatography on silica gel (Hex/EtOAc 70/30 v/v) the product 71 was obtained
as a white powder (301 mg, 80%).

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.43 (2s, 18H, CHzgo¢)), 3.26 (m, 2H, CHz3)), 3.48-3.72
(m, 4H, CHz(1), CH¢z) et OH), 5.09 (m, 2H, NH).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 28.4 (CH3z(Bog), 28.5 (CH3Bog), 40.4 (CHze), 52.4
(CH¢z)), 61.7 (CHz2(3)), 79.7 (C(Bocy), 80.3 (C(Boc)), 155.0 (CO(Boc)), 157.8 (CO(Boc))-

HRMS (ESI): Calculated for C13H26N205Na [M+Na]* 313.1733, found 313.1732.
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2,3-Bis((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl 4-methylbenzenesulfonate:

1
BocHN _?2
OTs
3

BocHN

72
C20H32N207S
MW = 444.54 g/mol

Triethylamine (0.87 mL, 6.25 mmol, 2.5 eq) and trimethylamine hydrochloride (24 mg,
0.25 mmol, 0.1 eq) were added to a solution of alcohol 71 (726 mg, 2.5 mmol, 1 eq) in
ACN (25 mL). Tosyl chloride (953 mg, 5 mmol, 2 eq) was added at 0°C and the reaction
mixture was slowly warmed up to room temperature overnight. The mixture was
diluted with water and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (3*50 mL).
The combined organic layer were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered
and concentrated under reduced pressure. The resulting crude oil was
chromatographied on silica gel (Hex/EtOAc 75/25) to give the product 72 (1.034 g,
93%) as a yellow foam. The product must be stored at -20°C or quickly used to avoid

degradation.

TH NMR (300 MHz, CDCI3), 8ppm: 1.38 (s, 9H, CH3(Boc)), 1.40 (s, 9H, CH3moc)), 2.43 (s, 3H,
CH3(rs)), 3.23 (m, 2H, CHz(y)), 3.85 (m, 1H, CHz)), 4.02 (m, 2H, CHz3)), 4.86 (s, 1H, NH),
5.20 (s, 1H,NH), 7.34 (d, ] = 7.8 Hz, 2H, Har(rs)), 7.77 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Har(rs)).

13C_ NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 21.7 (CH3z(rs)), 28.3 (CH3Bog), 41.0 (CHzez)), 50.4
(CHg¢z)), 69.1 (CHz(1)), 79.9 (C(Bocy), 128.0 (CHar(rs)), 129.1 (CHar(rs)), 130.1 (CHarrs)), 132.4
(Car(Ts)), 14’5.2 (Car(Ts)), 155.6 (CO(Boc)).
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Di-tert-butyl (3-bromopropane-1,2-diyl)dicarbamate :

1
BocHN _2
Br
)

BocHN
67

C13H25BrN204
MW = 353.25 g/mol

To a solution of tosylate 72 (445 mg, 1 mmol, 1 eq) in ACN (10 mL) was added lithium
bromide (87 mg, 10 mmol, 10 eq). The reaction mixture was stirred for 24 h at room
temperature. The mixture was diluted with water and the aqueous layer was extracted
with ethyl acetate (25 mL). The organic layer was washed with brine, dried over sodium
sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The resulting crude oil was
chromatographied on silica gel (Hex/EtOAc 85/15 v/v) to give the product 67 (248 mg,

70%) as a white powder.

1H NMR (300 MHz, CDC];MQM; 1.42 (S, 18H, CH3-BOC), 3.35 (m, 4-H, CH2(1) and CH2(3)),
3.88 (s, 1H, CHyz) ), 4.93 (s, 1H, NH), 5.32 (s, 1H, NH).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 28.4 (CH3(Boc)), 34.3 (CH2(1)), 42.8 (CHz2(3)), 51.7 (CH¢z)),
80.0 (C(Boc)), 155.6 (CO(BO(:)), 156.9 (CO(Boc)).

HRMS (ESI): Calculated for C13H25N204NaBr [M+Na]* 375.0889 found 375.0901.
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Triethyl 2,2',2"-(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-trivl)triacetate:

a

b
Et0,C— /\
N HN

a [N N]a

Et0,C— \—/ “;—CO,Et
a

73
C20H38N40¢
MW =430.54 g/mol

A solution of ethyl bromoacetate (4.97 mL, 45 mmol, 2.25 eq) in DCM (50 mL) was
added to a solution of cyclen (3.44 g, 20 mmol, 1 eq) in DCM (150 mL). The reaction
mixture was stirred 48 h at room temperature. The solution was filtered to remove
tetrasubstituted compound and the filtrate was washed with water, dried over sodium
sulfate and concentrated under reduced pressure. The crude product was
chromatographied on silica gel (DCM to DCM/MeOH 90/10 v/v) to afford coupound 73

as a yellow foam.

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8,pm: 1.16 (t, J = 7.2 Hz, 9H, CHagy), 2.79-3.01 (m, 16H,
CHaa), 3.30-3.39 (m, 6H, CHzg), 4.50 (q, ] = 7.2 Hz, 6H, CHaey), 9.84 (s, 1H, NH).

13C NMR (75 MHz, CDCls), 8ppm: 14.1 (CHs), 47.3 (CHz), 49.0 (CHz), 51.1 (CHz), 57.0
(CH,), 60.6 (CHz), 170.2 (C=0), 171.0 (C=0).
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Triethyl 2,2',2"-(10-(2,3-bis((Zert-butoxycarbonyl)amino)propyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate:

3
b a 1

BrO,C /2 NHBoc

N N
[ ] NHBoc
a a
N N

EtOZC—b/ N/ N —CO,Et
a

74
C33H62N6010
MW = 702.88 g/mol

To a solution of DO3A protected by ethyl ester (275 mg, 0.65 mmol, 1 eq) in dry DMF (7
mL) were sequentially added under argon, potassium carbonate (185 mg, 1.34 mmol,
2.1 eq) and bromide coupound 67 (247 mg, 0.7 mmol, 1.1 eq). After stirring for 48 h at
70°C the reaction mixture was slowly cooled down to room temperature, filtered and
the filtrate was evaporated under reduced pressure. The crude oil was
chromatographied on silica gel (DCM/MeOH 90/10 v/v) to give the product as a yellow
foam (204 mg, 45%).

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.27 (m, 9H, CH3zy), 1.41 (m, 18H, CH3(so()), 2.38-3.72
(m, 27H, CHz¢a), CHzg), CH2(1), CH2(3) and CHz)), 4.16 (m, 6H, CHzey), 8.03 (s, 1H, NH),
8.18 (s, 1H, NH).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 14.1, 28.3, 43.9, 47.4, 49.1, 50.7, 51.2, 52.1, 54.9, 55.5,
57.1,58.8,60.7,61.0,61.2,61.3,61.5,79.1,156.9,170.4,171.2, 173.1, 173.7.

HRMS (ESI): Calculated for C33He3zNgO10 [M+H]* 703.4600 found 703.4598.
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Triethyl 2,2',2"-(10-(2,3-diaminopropyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-

triyl)triacetate: 3
b a 1,
Et0,C— / 1\ /\fNHz

N N
T
a a
N N

Etochb \_/ \—CO,Et
a

75
C23H46N606
MW = 502.65 g/mol

TFA (0.77 mL, 10 mmol, 20 eq) was added dropwise to a solution of DO3A-diaminoBoc
coupound 74 (351 mg, 0.5 mmol, 1 eq) in DCM (3 mL). The reaction mixture was stirred
for 5 h at room temperature and solvents were evaporated under reduced pressure. The
crude mixture was solubilized in methanol (2.5 mL) and resin AG1-X2 was added to
remove TFA salt. The mixture was stirred for 30 min, filtered and evaporated under

reduced pressure to give the product 75 (250 mg, 100%).

1H NMR (300 MHz, MeOD), 8ppm: 1.30 (m, 9H, CH3z¢zy), 2.74-3.98 (m, 27H, CH2(a), CH2(),
CHz2(1), CH2(3)and CH¢z)), 4.26 (m, 6H, CHz2(gy).

13C NMR (75 MHz, MeOD), 8ppm: 14.1, 43.9, 47.4, 49.1, 50.7, 51.3, 52.2, 54.9, 55.1, 55.5,
57.1,60.7,61.2,61.5,79.1,173.1, 173.7.

HRMS (ESI): Calculated for C23H47N¢Os [M+H]* 503.3551 found 503.3550.
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(2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methyl 4-methylbenzenesulfonate:

C13H1805S
MW = 286.34 g/mol

Triethylamine (1.8 mL, 12.5 mmol, 2.5 eq), trimethylamine hydrochloride (48 mg, 0.5
mmol, 0.1 eq) and tosyl chloride (1.906 g, 10 mmol, 2 eq) were sequentially added to a
solution of solketal (661 mg, 5 mmol, 1 eq) in ACN (50 mL) at 0°C. The reaction mixture
was stirred 2 h and then diluted with water. The aqueous layer was extracted with
EtOAc (3*50 mL). The organic layers were combined, washed with brine, dried over
sodium sulfate and concentrated under reduced pressure. The crude product was
chromatographied on silica gel (Hex/EtOAc 80/20 v/v) to afford tosylate 78 as a yellow
oil (1.377 g, 96%).

TH NMR (300 MHz, CDCI3), 8ppm: 1.31 (s, 3H, CHss)), 1.34 (s, 3H, CH3s)), 2.45 (s, 3H,
CH3(rs)), 3.77 (dd, ] = 5.1 Hz, 1H, CHz3)), 4.02 (m, 3H, CH2(1) and CH(z)), 4.28 (m, 1H, CH»-
(3)), 7.35 (d,]: 8.1 HZ, ZH, Har(Ts)), 7.80 (d,]: 8.1 HZ, ZH, Har(Ts)).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 21.7 (CH3(rs)), 25.3 (CH3(s)), 26.7 (CHz(s)), 66.2 (CHz(3)),
69.6 (CHz1)), 72.9 (CH¢z), 110.1 (C¢s)), 128.0 (CHarers)), 130.0 (CHar(rs)), 132.6 (Car(rs)),
14’5.2 (Car(Ts)).
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2,3-Dihydroxypropyvl 4-methylbenzenesulfonate:

1
;;_(\OTS
2
HO OH
79
C10H1405S
MW = 246.28 g/mol

DOWEX 50WX2 (1.5 g) was added to a stirred solution of tosylate 78 (1.288 g, 4.5 mmol,
1 eq) in MeOH (50 mL). After stirring overnight at room temperature, the reaction
mixture was filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The
crude product was chromatographied on silica gel (EtOAc/Hex 90/10 v/v) to afford the
diol 79 as yellow oil (1.089 g, 98%).

1H NMR (300MHz, CDCl3), 8,pm: 1.88 (s, 2H, OH), 2.46 (s, 3H, CHsrs), 3.67 (dd, Jap =
11.7HZ, ]AX: 4.5 HZ, ZH, CH2(3)), 3.96 (m, 1H, CH(z)), 4.08 (dd, ]AB: 8.6 HZ, ]AX =33 HZ, 2H,
CHZ(])), 7.36 (d,] = 8.1 HZ, 2H, Har(Ts)), 7.81 (d,] = 8.1 HZ, 2H, Har[Ts)).

13C NMR (75MHz, CDCI3), 8ppm: 21.8 (CH3(rs)), 62.8 (CHz(3)), 69.7 (CH¢z)), 70.8 (CHz(1)),
128.1 (CHar(Ts)), 130.1 (CHar[Ts)), 132.4’ (Car(Ts)), 154’.4’ (Car(Ts)).
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3-Bromopropane-1,2-diol:

1
2
HO OH
77
C3sH7Bro0O:
MW = 154.99 g/mol

Lithium bromide (3.821 g, 44 mmol, 10 eq) was added to a solution of diol 79 (1.086 g,
4.4 mmol, 1 eq) in ACN (44 mL). The reaction mixture was refluxed overnight. After
cooling down to room temperature, the mixture was filtered and the filtrate was diluted
with water and extracted with diethyl ether (3*50 mL). The combined organic layers
were washed with water and brine, dried over sodium sulfate and evaporated under
reduced pressure. The crude product was chromatographied on silica gel (EtOAc/Hex

80/20 v/v) to afford 77 as a colorless oil (540 mg, 79%)

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 2.40 (s, 2H, OH), 3.49 (m, 2H, CH2 (1)), 3.73 (m, 2H,
CHz¢3)), 3.95 (m, 1H, CH(z)).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8,pm: 34.8 (CHz.1), 64.4 (CH2.3), 71.6 (CH.2).

HRMS (FD): Calculated for C3HgBrO2 [M+H]*'154.97077 found 154.97147.
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Tri-tert-butyl 2,2°,2”-(10-(2,3-dihydroxypropyvl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-

1,4,7-triyl)triacetate :

b a 1
tBquCﬂ / \
N N

N N
tBuOZC—b/ / l}cozz:}au
a
80

C29H56N40g
MW = 588.78 g/mol

3
OH
2
OH
a

Carbonate potassium (870 mg, 6.3 mmol, 2.1 eq) was added to a solution of DO3A(tBu)3
40 (1.787 g, 3 mmol, 1 eq) in DMF (27 mL). The reaction mixture was stirred for 30 min
at room temperature and bromodiol 77 (511 mg, 3.3 mmol, 1.1 eq) in DMF (3 mL) was
added dropwise. After stirring overnight at 70°C, the reaction was cooled down to room
temperature and the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude
product was chromatographied on silica gel (DCM to DCM/MeOH 90/10 v/v) to afford
DO03A-diol 80 as yellow foam (974 mg, 55%).

TH NMR (300 MHz, MeOD), 8ppm: 1.50 (m, 27H, CH3@sy)), 2.07-3.13 (m, 22H, CHz( and
CHzm)), 3.35-3.75 (m, 6H, CHz¢1), CHz¢3) and OH), 3.90 (m, 1H, CHz)).

13C NMR (75 MHz, MeOD), 8ppm: 29.2, 48.0, 51.3, 52.6, 54.2, 54.5, 56.0, 57.3, 57.5, 57.9,
58.1, 58.5, 65.2, 66.7, 70.0, 74.7, 79.8, 80.2, 80.6, 83.4, 83.8, 83.9, 84.1, 174.6, 175.1,
175.4.

HRMS (ESI): Calculated for C29H57N40g [M+H]* 589.4170 found 589.4188.
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Tert-butyl((2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methoxy)diphenylsilane:

1

MOTBDPS
2

04,0
57< 5
86
C22H3003Si
MW = 370.56 g/mol

To a solution of imidazole (783 mg, 11.5 mmol, 2.3 eq) under argon in dry DMF (5 mL) ¢-
butyldiphenylsilyl chloride (1.4 mL, 5.5 mmol, 1.1 eq) and solketal (0.62 mL, 5 mmol, 1
eq) were added. After stirring 5 h at room temperature, water was added and the
reaction mixture was extracted with diethyl ether. The organic layer was washed with a
HCI 1 M solution and with water, filtered on magnesium sulfate and concentrated under
reduced pressure. The crude product was purified by silica gel chromatography

(PE/EtOAc95/5 v/v) to afford 86 (1.669 g, 90%) as a colourless oil.

1H NMR (600 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.06 (s, 9H, CHz(raops)), 1.36 (s, 3H, CHags)), 1.39 (s, 3H,
CHs(s)), 3.55 (dd, ] = 10.4 Hz, ] = 6.4 Hz, 1H, CHaz)), 3.74 (dd, ] = 10.4 Hz, ] = 6.4 Hz, 1H,
CHz@3)), 3.92 (dd, J = 8.2 Hz, | = 6.0 Hz, 1H, CHz(1)), 4.08 (dd, ] = 8.2 Hz, ] = 6. OHz, 1H,
CHag)), 4.21 (m, 1H, CHz), 7.41 (m, 6H, Harraoes)), 7.67 (m, 4H, Har(zspps)).

13C NMR (200MHz, CDCls), 8ppm: 19.4 (Cirsops)), 25.6 (CHscrepes)), 26.8 (CHsgs)), 26.9
(CH3s)), 64.6 (CHze1y), 66.9 (CHz3)), 76.2 (CH¢z)), 109.3 (Cy), 127.8 (Car(repPs)), 129.8
(CarcrBpps)), 129.9 (Carcreors)), 133.4 (Carcreops)), 135.7 (Car¢rBDPS)).

HRMS (ESI): Calculated for C22H3003NaSi [M+Na]* 393.1856 found 393.1871.
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3-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)propane-1,2-diol:

1

OTBDPS
(2

HO OH

87
C19H2603Si
MW = 330.49 g/mol

The TBDPS protected solketal 86 (1.111 g, 3 mmol, 1 eq) was solubilized in acetic acid
90% (24 mL) and the mixture was warmed up to reflux. After stirring for 15 min, the
reaction mixture was slowly cooled down to room temperature and concentrated under
reduced pressure. The crude product was purified by silica gel chromatography

(DCM/MeOH/AcOH 93/3/2 v/v) to afford the diol 87 (901 mg, 91%) as a white solid.

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 1.07 (s, 9H, CHsrsopsy), 2.01 (s, 1H, OH), 2.60 (s, 1H,
OH), 3.65 (m, 2H, CHz(1y), 3.72 (dd, ] = 5.1 Hz, ] = 2.8 Hz, 2H, CHzz), 3.81 (m, 1H, CHgz),
7.43 (m, 6H, Har(rpps)), 7.66 (m, 4H, Har(repPS)).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), Sppm: 19.4 (Cirapps)), 27.0 (CHsersopsy), 64.0 (CHaz), 65.4
(CHz)), 71.9 (CH.z), 128.0 (Cascreors)), 130.1 (Carcroors)), 130.1 (Carcrepes)), 132.0
(CarcrBopsy), 135.7 (Carcreopsy), 135.7 (Car(rBDPS))-

HRMS (ESI): Calculated for C19H2603SiNa* [M+Na]* 353.1543 found 353.1536.
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4-((4-Methoxyphenoxy)methyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolane:

1 opMmP
e

04,0
57<5
89
C13H1804
MW =238.28 g/mol

DEAD (40% in toluene, 13 mmol, 591 mL, 1.3 eq) was slowly added at room
temperature to a stirred solution of solketal (1.322 g, 1.2 mL, 10 mmol, 1 eq), p-
methoxyphenol (3.724 g, 30 mmol, 3 eq) and triphenylphosphine (3.410 g, 13 mmol, 1.3
eq) in dry toluene (50 mL). The mixture was stirred at 70°C for 3 h.

The resulting mixture was evaporated under reduced pressure and chromatographied
on silica gel (Hex/EtOAC 90:10 v/v) to afford compound 89 as white crystals (2.209 g,
93%).

TH NMR (300 MHz, CDCI3), 8ppm: 1.40 (s, 3H, CHss)), 1.46 (s, 3H, CHzs), 3.77 (s, 3H,
CH3mp)), 3.89 (m, 2H, CHz(3) and CHz()), 4.02 (dd, ] = 9.5 Hz, ] = 5.5 Hz, 1H, CHz(3)), 4.16
(dd,J =84 Hz, ] = 6.4 Hz, 1H, CH2(1)), 4.46 (m, 1H, CHz)), 6.84 (m, 4H, Harpmp)).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 25.5 (CH3es)), 26.9 (CH3es)), 55.9 (CHzppmp)), 67.0
(CHz¢3)), 69.7 (CHz¢)), 74.3 (CH¢z), 109.8 (Cy), 114.8 (CHarpmp)), 114.8 (CHarpmp)),
152.9 (Car(PMP)), 154.2 9 (Car(PMP)).

HRMS (ESI): Calculated for C13H1804Na* [M+Na]* 261.1097 found 261.1092.
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3-(4-Methoxyphenoxy)propane-1,2-diol:

1 opmP
=

HO OH

90
C10H1404
MW =198.22 g/mol

To a suspension of DOWEX 50WX2 (1.191 g) in methanol (50 mL) was added protected
solketal 89 (1.191 g, 5 mmol, 1 eq). After stirring overnight at room temperature, the
reaction mixture was filtered and filtrate was evaporated under reduced pressure to
afford the crude product as a white powder. The crude product was chromatographied
on silica gel (EtOAc/Hex 75/25 v/v) to give compound 90 as a white solid (862 mg,
87%). The crude product can also be recrystallised in EtOAc/Hex.

1H NMR (400MHz, CDCl3), 8ppm: 2.18 (s, 1H, OH), 2.73 (s, 1H, OH), 3.74 (m, 4H, CH3(pmp)
and CHz3)), 3.83 (dd, J=11.4 Hz, ] = 3.4 Hz, 1H, CHz3)), 3.99 (m, 2H, CHz2(y)), 4.09 (m, 1H,
CH¢z), 6.85 (m, 4H, Harpmp))-

13 NMR (100 MHz, CDCls), Sppm: 55.9 (CHsemp), 63.9 (CHzg), 70.1 (CHapy), 70.6
(CH(Z)), 114’.9 (CHar(PMP)), 115.7 (CHar(PMP), 152.7 (Car(PMP), 154.4 (Car(PMP)).

HRMS (ESI): Calculated for C10H1404Na* [M+Na]* 221.0784 found 221.0780.
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1-(2,3-Bis(prop-2-yn-1-yloxy)propoxy)-4-methoxybenzene:

1

OPMP
AR
91

C16H1804
MW =274.31 g/mol

Diol 90 (792 mg, 4 mmol, 1 eq) was added to a suspension of NaH (640 mg, 16 mmol, 4
eq) in dry DMF (20 mL). After stirring 30 min at room temperature, propargyl bromide
80% in toluene (2.6 mL, 24 mmol, 6 eq) was slowly added. After stirring overnight at
room temperature, MeOH (15 mL) was added and the reaction mixture was diluted in
water. The aqueous layer was extracted with diethyl ether (3*100 mL) and the
combined organic layers were dried over sodium sulfate and removed under reduced
pressure. The crude product was chromatographied on silica gel to afford compound 91

as ayellow oil (1.035 g, 94%).

TH NMR (400 MHz, CDCl3), 8ppm: 2.44 (dt, /] = 3.6 Hz, ] = 2.4 Hz, 2H, CH(s) and CHy)), 3.77
(m, 5H, CHz(3) et CHzpmp)), 4.07 (m, 3H, CHze1) et CHz)), 4.20 (d, 2H, J = 2.3 Hz, CHzq),
4.37 (d, ] = 2.3 Hz, 2H, CHz(7)) 6.84 (m, 4H, Harpmp)).

13C NMR (100 MHz, CDCl3), 8ppm: 55.8 (CH3zemp)), 57.9 (CHz(7)), 58.8 (CHz¢y), 68.5
(CHz¢3)), 69.5 (CHz2(1y), 74.7 (CH¢z)), 74.9 (CH(9)), 76.0 (CHgs)), 79.5 (Cs)), 80.0 (C(5)), 114.7
(HCarpmpy), 115.7 (HCar(pmpy), 152.9 (Carpmpy), 154.1 (Carpmp)).

HRMS (ESI) : Calculated for C16H1804Na* [M+Na]* 297.1097 found 297.1090.
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2,3-Bis(prop-2-yn-1-yloxy)propan-1-ol:

1

OH
—

2
4 -0 OK
5 8 W\
6//// \ 9
92
CoH1203

MW =168.19 g/mol

At 0°C, cerium ammonium nitrate (1.370 g, 2.5 mmol, 2.5 eq) was added to a solution of
protected alcohol 91 (274 mg, 1 mmol, 1 eq) in a mixture of ACN-water (80/20, 10 mL).
After stirring 20 min, a solution of saturated NaHCO3 (5 mL) was added and the organic
layer was extracted three times with diethyl ether (15 mL). The organic layers were
combined, washed with water and brine, dried on sodium sulfate and evaporated under
reduced pressure. The crude product was chromatographied on silica gel (Hex/EtOAc

70/30 v/v) to afford the alcohol 92 as an orange oil (149 mg, 89%).

1H NMR (400 MHz, CDCl3), 8ppm: 2.14 (s, 1H, OH), 2.42 (2t, ] = 2.4 Hz, 2H, CH) and
CH¢9)), 3.66 (m, 2H, CHz3)), 3.80 (m, 3H, CH¢z) et CHz(y)), 4.17 (d, ] = 2.4 Hz, 2H, CHzy),
4.32 (dd,] = 2.4 Hz, 2H, CHz(7)).

13C_ NMR (100 MHz, CDCl3), 8ppm: 57.6 (CHz(7), 58.7 (CHza), 62.4 (CHz)), 69.6
(CHz2¢3)); 73.4 (CH¢z)), 74.8 (CH(9)), 75.0 (CHgg)), 79.4 (C¢s)), 79.9 (C(s)).
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2,3-Bis(prop-2-yn-1-yloxy)propanal:

1
—O

v \

CoH1003
MW =166.17 g/mol

TEMPO (8 mg, 0.05 mmol, 0.05 eq) and potassium bromide (12 mg, 0.1 mmol, 0.1 eq)
were added to a solution of alcohol 92 (168 mg, 1 mmol, 1 eq) in DCM (10 mL). At 0°C,
sodium hypochlorite 4.5% (1.7 mL, 1.1 mmol, 1.1 eq) and few drops of saturated
solution of NaHCO3 were added. The reaction mixture was stirred for 2 h at 0°C. The two
layers were then separated. The organic layer was washed with brine, dried over
sodium sulfate and concentrated under reduced pressure. The crude product was
chromatographied on silica gel (Etz0/Pent 30/70 v/v) to afford aldehyde 84 as a
volatile yellow liquid (108 mg, 65%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm 2.42 (2t, ] = 2.4 Hz, 2H, CH¢s) and CH(y)), 3.94 (m, 3H,
CH¢z) and CHz3)), 4.17 (d, ] = 2.4 Hz, 2H, CHz¢), 4.29 (d, | = 2.4 Hz, 2H, CHz(7), 9.6 (m,
1H, CH¢)).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 57.6 (CH2(7)), 58.5 (CHz¢y), 62.4 (CHz2¢3)), 89.9 (CH¢z)),
74.7 (CH¢9)), 75.2 (CH¢s)), 79.4 (C¢3)), 79.9 (C¢s)), 200.1 (CH¢g).
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2,3-Bis(prop-2-yn-1-yloxy)propyl 4-methylbenzenesulfonate:

1

| Z/{irs
g
94

C16H1805S
MW = 322.38 g/mol

To a solution of alcohol 92 (673 mg, 4 mmol, 1 eq) in ACN (40 mL) were successively
added triethylamine (1.4 mL, 10 mmol, 2.5 eq) and trimethylamine hydrochloride (38
mg, 0.4 mmol, 0.1 eq). The reaction mixture was cooled down to 0°C and tosyl chloride
(1.525 g, 8 mmol, 2 eq) was added portionwise. The reaction mixture was slowly
warmed up to room temperature and stirred overnight. The mixture was diluted with
water and extracted with ethyl acetate (2*50 mL). The combined organic layers were
washed with brine (50 mL), dried over sodium sulfate and concentrated under reduced
pressure. The crude was chromatographied on silica gel (Hex/EtOAc 75/25 v/v) to
afford the tosylate compound 94 as a yellow oil (1.010 g, 78%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 2.42 (m, 5H, CHz(rs), CHg) and CH¢y)), 3.61 (d, ] = 5.0
Hz, 2H, CHz(3)), 3.94 (q,/ = 5.0 Hz, 1H, CH¢z)), 4.05-4.19 (m, 4H, CH2(1) and CHz¢y)), 4.16 (d,
] = 4.5 HZ, ZH, CH2(7)), 7.34 (d,] = 8. OHZ, ZH, Har(Ts)), 7.80 (d,] = 8.0 HZ, ZH, Har(Ts)).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 21.8 (CH3(rs)), 57.8 (CH2(7)), 58.7 (CHz2(y), 68.4 (CHz(1)),
69.1 (CHzg), 74.9 (CHez), 75.1 (CHe), 75.1 (CHg), 79.2 (Cey), 79.3 (Cez), 128.1
(CHar(Ts)), 130.0 (CHar[Ts)), 132.9 (Car(Ts)), 145.0 (Car(Ts)).
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3-(3-Bromo-2-(prop-2-yn-1-yloxy)propoxy)prop-1-yne:

1

Br

3
I \
C9H11Bro:

MW =231.09 g/mol

To a solution of tosylate 94 (1.010 g, 3.13 mmol, 1 eq) in ACN (30 mL) was added
lithium bromide (2.718 g, 31.3 mmol, 10 eq). The reaction mixture was heated at reflux
for 6 h. The mixture was then cooled down to room temperature, diluted with water (50
mL) and extracted with EtOAc (2*50 mL). The combined organic layers were washed
with brine (50 mL), dried over sodium sulfate, filtered and the solvent were removed

under reduced pressure to afford the bromide 85 as a colorless oil (667 mg, 92%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 2.46 (m, 2H, CHgyand CHys)), 3.53 (m, 2H, CHz(1)), 3.73
(m, 2H, CHz(z), 3.95 (m, 1H, CHyz), 4.20 (d, J = 2.4 Hz, 2H, CHag)), 4.32 (d, ] = 2.4 Hz, 2H,
CHz(7)).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 31.7 (CHz(1)), 57.6 (CH2(7)), 58.9 (CH2¢y)), 69.8 (CHz(3)),
75.1 (CH¢9)), 75.2 (CH¢s)), 76.5 (CH¢z)), 79.4 (Cs)), 79.4, (C(5)).

HRMS (ESI): Calculated for CoH11BrOzNa [M+Na]* 252.9834 found 252.9845.
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Tri-tert-butyl 2,2',2"-(10-(2,3-bis(prop-2-yn-1-yloxy)propvl)-1,4,7,10-

tetraazacyclo dodecane-1,4,7-triyl)triacetate:

tBuocj/—\ﬁ(
COr A

tBuO ch \T/ \b—COZtBu

83
C35H60N4Og
MW = 664.87 g/mol

Under argon, potassium carbonate (406 mg, 2.9 mmol, 2.1 eq) was added to a stirred
solution of DO3A(tBu)3 (783 mg, 1.4 mmol, 1 eq) in DMF (14 mL). After stirring for 30
min at room temperature, dipropargyle 85 (420 mg, 1.82 mmol, 1.3 eq) was added. The
reaction mixture was heated at 70°C for 24 h. After cooling down to room temperature,
DMF was removed under reduced pressure. The crude product was chromatographied
on silica gel (DCM to DCM/MeOH90/10 v/v) to afford compound 83 as a yellow foam
(702 mg, 75%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.47 (m, 27H, CH3psy), 2.09-3.71 (m, 29H, CHz),
CHzm), CHz¢1), CH¢z), CHz3), CHs) and CHyy)), 4.19 (d, /] = 2.3 Hz, 2H, CHz¢4)), 4.39 (d, /] = 2.3
Hz, 2H, CHz(7).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 27.9, 28.1, 28.2, 47.4, 48.6, 51.3, 52.3, 55.4, 56.3, 77.2,
58.0, 58.4, 58.6, 58.7, 69.8, 75.1, 79.0, 79.1, 81.2, 82.0, 82.1, 82.7, 170.6, 172.4, 173.9.

HRMS (FD): Calculated for C3sHeoN4OgNa [M+Na]* 687.43088 found 687.43085.
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2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethylbenzoate:

4 3 2
HO/\/O\B/\O/\/OBZ
3 1
100
C13H1805

MW = 254.28 g/mol

To a solution of triethyleneglycol (6 mL, 45 mmol, 3 eq) in dry DCM (150 mL) pyridine
(1.33 mL, 16.5 mmol, 1.1 eq) and benzoyle chloride (1.74 mL, 15 mmol, 1 eq) were
successively added under argon. After stirring overnight at room temperature, water
was added. The aqueous layer was exctracted with ethyl acetate (3*100 mL) and the
organic layers were combined, dried over sodium sulfate and evaporated under reduced
pressure. The crude product was chromatographied on silica gel (EtOAc/Hex 70/30
v/v) to afford compound 100 as a colorless oil (3.409 g, 89%).

1H NMR (300 MHz, CDC]QMQM; 2.27 (S, 1H, OH), 3.60 (m, 2H, CH2(4)), 3.71 (m, 6H,
CH2(3)), 3.84 (t,]: 4.8 Hz, 2H, CHz(z)), 4.49 (t,]: 4.8 Hz, 2H, CH2(1)), 7.44 (t,]: 7.5 Hz, 2H,
Har(Bz)); 7.55 (m, 1H, Har(Bz)), 8.06 (m; 2H, Har(Bz))-

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 61.8 (CHz¢y), 64.1 (CHz2(1)), 69.3 (CHz2¢z)), 70.5 (CHz(3)),
70.8 (CHZ[_?)), 72.6 (CHZ(B)), 128 (CHar(Bz)), 129.8 (CHar[Bz)), 130.1 (Car(Bz), 133.1 (CHar(Bz)),
166.7 (CO¢Bz).
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2-(2-(2-(Tosyloxy)ethoxy)ethoxy)ethylbenzoate:

5 3 2
0 OB
TSO/\4/ \3/\0/\1/ VA
101
C20H2407S

MW =408.47 g/mol

To a solution of alcohol 100 (1.271 g, 5 mmol, 1 eq) in ACN (50 mL) triethylamine (1.74
mL, 12.5 mmol, 2.5 eq) and trimethylamine hydrochloride (48 mg, 0.5 mmol, 0.1 eq)
were added. Tosyle chloride (1.906 g, 10 mmol, 2 eq) was then added at 0°C. The
reaction mixture was slowly warmed up to room temperature and stirred overnight.
The reaction mixture was diluted with water and the aqueous layer exctrated with ethyl
acetate (2*50 mL). The organic layers were combined, dried over sodium sulfate and
concentrated under reduced pressure. The crude product was chromatographied on

silica gel (Hex/EtOAc 70/30 v/v) to afford compound 101 as a yellow oil (1.918 g, 94%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), Sppm: 2.42 (s, 3H, CHs1sy), 3.62 (m, 4H, CHzg3)), 3.68 (t, ] = 4.8
Hz, 2H, CHz¢y), 3.79 (t,] = 4.8 Hz, 2H, CHz(z)), 4.13 (t, ] = 4.8 Hz, 2H, CHz(s)), 4.45 (t, /] = 4.8
Hz, 2H, CHz)), 7.32 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Har(rs)), 7.43 (t, ] = 7.6 Hz, 2H, Har®z), 7.56 (m, 1H,
Harz), 7.78 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Har(sz), 8.04 (m, 2H, Harz).

13C NMR (75 MHz, CDCls), 8ppm: 21.7 (CHzrs)), 64.2 (CHaq1y), 68.8 (CHagay), 69.3 (CHagsy),
69.3 (CHzez), 70.7 (CHzs)), 70.9 (CHzez), 128.1 (CHarrs)), 128.5 (CHar@mz), 129.8
(CHar(z), 129.9 (CHar(rs)), 130.1 (Cargsz), 133.0 (Carrs)), 133.1 (CHarsz), 144.9 (Carcrs)),
166.6 (CO¢Bz).
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2-(2-(2-(Trityloxy)ethoxy)ethoxy)ethanol:

3 2 2
HO/\Z/O\Z/\O/\l/OTFt
104
C25H2804

MW = 392.49 g/mol

To a solution of triethylene glycol (4 mL, 60 mmol, 6 eq) in DCM (100 mL) was added
triethylamine (2.8 mL, 20 mmol, 1 eq). The reaction mixture was cooled down to 0°C
and trityl chloride (2.788 g, 10 mmol, 1 eq) was added portionwise. The mixture was
slowly warmed up to room temperature and stirred overnight. A solution of saturated
sodium carbonate was then added and the two layers were separated. The organic layer
was washed with brine, dried over sodium sulfate and concentrated under reduced
pressure. The crude product was chromatographied on silica gel (Hex/EtOAc 70/30 to
50/50 v/v) to afford compound 104 as a colorless oil (2.988 g, 76%).

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.84 (s, 1H, OH), 3.25 (t,/ = 5.1 Hz, 2H, CHz(3)), 3.68 (m,
10H, CHz¢1) and CHz¢z)), 7.25 (m, 9H, Harcrry), 7.46 (m, 6H, Har(rry)-

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 62.0 (CHz(3)), 63.4 (CHz(1)), 70.7 (CHz2¢z)), 70.8 (CHz(z)),
70.9 (CHZ(Z)), 86.7 (C(Trt)), 127.1 (CHar(Trt)), 127.9 (CHar(Trt)), 128.8 (CHar(Trt)), 144.2

(Car( Trt)) .
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2-(2-(2-(Trityloxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate:

4 2 2
0] OTrt
TSO/\s/ \2/\0/\1/ r
105
C32H3406S

MW = 546.67 g/mol

To a solution of alcohol 104 (1.569 g, 4 mmol, 1 eq) in ACN (40 mL) were added
triethylamine (1.4 mL, 10 mmol, 2.5 eq) and trimethylamine hydrochloride (38 mg, 0.4
mmol, 0.1 eq). At 0°C, tosyle chloride (1.525 g, 8 mmol, 2 eq) was then added. The
reaction mixture was slowly warmed up to room temperature and stirred overnight.
Water (50 mL) was then added and the aqueous layer was exctrated with ethyl acetate
(2*50 mL). The organic layers were combined, dried over sodium sulfate and
concentrated under reduced pressure. The crude product was chromatographied on
silica gel (Hex/EtOAc 80/20 v/v) to afford compound 105 as an orange oil (2.098 g,
96%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 2.42 (s, 3H, CHs(rs)), 3.23 (m, 2H, CHzz)), 3.72 (m, 8H,
CHZ(I) and CHZ(Z)), 4.17 (m, ZH, CH2(4)), 7.28 (m, 11H, Har(Trt) and Har(Ts)), 7.46 (m, 6H,
Har(Trt)), 7-79 (m, ZH, Har(Ts)).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 21.7 (CHz(rs)), 63.4 (CH2(1)), 68.8 (CH2(9), 69.3 (CHz(3)),
70.8 (CHz¢z)), 70.9 (CH¢z)), 86.7 (C(rryy), 127.0 (CHarcrry), 127.8 (CHarcrry), 128.0 (CHarcrs)),
128.8 (CHar(Trt)), 129.9 (CHar(Ts)), 133.0 (Car(Ts)), 14’4.2 (Car(Trt)), 144’.8 (Car(Ts)).
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1,1,1-Triphenyl-13-(prop-2-yn-1-yloxy)-2,5,8,11,15-pentaoxaoctadec-17-yne:

T
e " S et

/N

107
C34H3806
MW = 542.66 g/mol

To a suspension of sodium hydride 60% in oil dispersion (0.4 mmol, 16 mg, 2 eq) in dry
THF (2 mL) were added 15-C-5 and alcohol 104 (78 mg, 0.2 mmol, 1 eq) in THF (1 mL).
After stirring for 30 min at room temperature, tosyle 94 (97 mg, 0.3 mmol, 1.5 eq) in dry
THF (1 mL) was added dropwise. The reaction mixture was refluxed for 24 h and was
then slowly cooled down to room temperature. Water (3 mL) was added and the
aqueous layer was exctracted with EtOAc (3*5 mL). The combined organic layers were
dried over sodium sulfate and concentrated under reduced pressure. The crude product
was chromatographied on silica gel (Hex/EtOAc 80/20 v/v) to afford compound 107 as

a colorless oil (9 mg, 8%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 2.40 (t, ] = 2.1 Hz, 2H), 3.24 (m, 2H, CH,), 3.64 (m,
13H), 3.89 (m, 1H), 4.16 (m, 3H), 4.32 (d, ] = 2.1 Hz, 2H), 7.28 (m, 9H), 7.45 (m, 6H).

HRMS (FD): Calculated for C34H3g06 [M]™* 542.26684 found 542.26496.
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2,2-Dimethyl-4-(12,12,12-triphenyl-2,5,8,11-tetraoxadodecyl)-1,3-dioxolane:

/_ﬁo/\/o\/\o/\/om
0 0]

X

108
C31H3806
MW = 506.63 g/mol

To a solution of alcohol 105 (0.5 mmol, 196 mg, 1 eq) in THF (4 mL) were added sodium
hydride 60% in oil dispersion (40 mg, 1 mmol, 2 eq), 15-C-5 (197 pL, 1 mmol, 2 eq) and
tosyle 78 (215 mg, 0.75 mmol, 1.5 eq) in THF (1 mL). The reaction mixture was stirred
for 30 min at 100°C under microwaves. After cooling down to room temperature water
(3 mL) was added. The aqueous layer was exctracted with ethyl acetate (3*5 mL). The
organic layers were combined, dried over sodium sulfate and concentrated under
reduced pressure. The crude product was chromatographied on silica gel (Hex/EtOAc

80/20) to afford compound 108 as a colorless oil (145 mg, 57%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.37 (s, 3H), 1.43 (s, 3H), 3.24 (t, ] = 5.4 Hz, 2H), 3.51
(m, 2H), 3.69 (m, 11H), 4.01 (t, ] = 84 Hz, 1H), 4.27 (m, 1H), 7.27 (m, 9H), 7.47 (d, /= 7.5
Hz, 6H).

HRMS (FD): Calculated for C31H3g06 [M]™* 506.26684 found 506.26586.
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2-(2-(2-(4-Methoxyphenoxy)ethoxy)ethoxy)ethanol :

HO 3 3 o 1
0N O ome
111
C13H2005

MW = 256.29 g/mol

To a solution of paramethoxyphenol (310 mg, 2,5 mmol, 1 eq) under argon in dry DMSO
(25 mL) were sequentially added potassium carbonate (1.036 g, 7.5 mmol, 3 eq) and
sodium iodide (412 mg, 2.75 mmol, 1.1 eq). After stirring for 30 min at room
temperature, 2-[2-(2-chloroethoxy)ethoxy]ethanol (463 mg, 2.75 mmol, 1.1 eq) was
added. The reaction mixture was allowed to stir overnight at 80°C. The solution was
then slowly cooled down to room temperature, diluted with water and the aqueous
phase was extracted with ethyl acetate (3*50 mL). The combined organic layers were
washed with water and brine, dried over sodium sulfate and evaporated under reduced
pressure. The crude product was chromatographied on silica gel (EtOAc/Hex 80/20
v/v) to afford product 111 as a yellow oil (459 mg, 72%).

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 2.70 (s, 1H, OH), 3.61 (m, 2H, CHz¢y), 3.72 (m, 6H,
CHz¢3)), 3.76 (s, 3H, CH3pmp)), 3.83 (t, / =4.8 Hz, 2H, CHz(z)), 4.08 (t, ] = 4.8 Hz, 2H, CHz(1)),
6.85 (m, 4H, Harpmp)).

13C_ NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 55.7 (CHzeemp), 61.7 (CHzay), 67.0 (CHzp)), 69.8
(CHz¢z)), 70.3 (CHz3)), 70.7 (CHz2¢3)), 72.6 (CHz(3)), 114.6 (Carepmp)), 115.6 (Carepmpy), 152.7
(Carepmpy), 153.9 (Carepmp)).

HRMS (ESI): Calculated for C13H2005Na [M+Na]* 279.1202, found 279.1904.
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2-((2-(2-(2-(4-Methoxyphenoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)methyl)oxirane :

4 3 3 2
OPMP
/\/O\/\ %
6\25/\ o0 %Y Y 0 7
112
C16H2406

MW =312.36 g/mol

To a suspension of sodium hydride 60% in oil dispersion (42 mg, 1.05 mmol, 1.05 eq)
under argon in dry THF (4 mL) was added compound 111 (256 mg, 1 mmol, 1 eq) in
solution in dry THF (1 mL). After stirring for 30 min at room temperature,
epichlorhydrine (0.4 mL, 5 mmol, 1 eq) was added dropwise and the reaction mixture
was warmed up to reflux overnight. The mixture was then cooled down to room
temperature, diluted with water and the aqueous layer was extracted with diethyl ether
(3*10 mL). The combined organic layers were washed with water and brine, dried over
sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. After chromatography
on silica gel (EtOAc/Hex 70/30 v/v) the product 112 was obtained as a yellow oil (208
mg, 67%).

1 NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 2.61 (dd, J = 5.0 Hz, ] = 2.7 Hz, 1H, CHas)), 2.79 (m, ] =
4.6 Hz, 1H, CHz¢g)), 3.17 (m, 1H, CH¢s)), 3.42 (dd, J=11.6 Hz, ] = 5.9 Hz, 1H, CH¢y), 3.73 (m,
12H, CHz3), CHz¢¢y and CHzepmp)), 3.84 (t, ] = 4.8 Hz, 2H, CHz(z), 4.09 (t, ] = 4.8 Hz, 2H,
CHz(1)), 6.84 (m, 4H, Harpmp)).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 44.3 (CHz2¢)), 50.8 (CHgs)), 57.7 (CHzepmp)), 68.1 (CHz (1)),
69.9 (CHz(z)), 70.6 (CHz¢g), 70.7 (CHz2¢3)), 70.7 (CHz¢3)), 70.8 (CHz(3)), 71.0 (CHzc3)), 114.6
(Carepmp)), 115.6 (Carepmpy), 152.9 (Carpmp)), 153.8 (Carpmpy).

HRMS (ESI): Calculated for C16H2406Na [M+Na]* 335.1465 found 335.1476
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3-(2-(2-(2-(4-Methoxyphenoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)propane-1,2-diol :

] 2o A _OPMP
/%O y 3 0 ¥
HO OH
113
C16H2607
MW =330.37 g /mol

To a solution of compound 112 (120 mg, 0.38 mmol, 1 eq) in THF (1.5 mL) was added a
solution of sulfuric acid 1 M (1.52 mL, 4 mmol) dropwise. After stirring for 1 h 30 at
room temperature the reaction mixture was neutralized with a solution of sodium
hydroxyde 1 M and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (2*5 mL). The
combined organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered and
evaporated under reduced pressure to give the product 113 as a yellow oil (115 mg,

92%).

14 NMR (300 MHz, CDCls), 8ypm: 2.70 (s, 2H, OH), 3.64 (m, 13H, CHzg3) et CHg), 3.72 (s,
3H, CH3(pMP)), 3.86 (t,] =48 Hz, 2H, CHz(z)), 410 (t,] =48 Hz, 2H, CH2(1)), 6.85 (m, 4H,

Harpmp)).

13C_ NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 55.7 (CHzcpmp)), 63.8 (CHzey), 68.1 (CHz), 69.8
(CHz¢z)), 70.4 (CHz¢3)), 70.5 (CH¢g), 70.6 (CHz¢3)), 72.8 (CHz(s)), 114.6 (CHarpmp)), 115.6
(CHarepmp)), 152.8 (Carpmpy), 153.0 (Carcpmp).

HRMS (FD): Calculated for C16H2607 [M]™* 330.16785 found 330.16814.
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1-(4-Methoxyphenoxy)-11-(prop-2-yn-1-yloxy)-3,6,9,13-tetraoxahexadec-15-yne :

2

/‘(\ /\/0\/\ /\/OPMP

a \\

C22H3007
MW =406.47 g/mol

To a suspension of sodium hydride 60% in oil dispersion (62 mg, 1.56 mmol, 4 eq) in
DMF (1 mL) was added dropwise the diol 113 (130 mg, 0.39 mmol, 1 eq) in solution in
DMF (1 mL) at 0°C, under argon. After stirring for 30 min, propargyle bromide (0.21 mL,
2.34 mmol, 6 eq) was added dropwise and the reaction was allowed to warm to room
temperature overnight. The mixture was then quenched with methanol, diluted with
water and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (3*5 mL). The combined
organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered and
evaporated under reduced pressure. After chromatography on silica gel (Hex/EtOAc

60/40 v/v) the product 114 was obtained as a yellow oil (131 mg, 83%).

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 2.45 (2t, ] = 2.4 Hz, 2H, CH(7) and CHo)), 3.68 (m, 12H,
CHz¢z)), 3.78 (s, 3H, CH3pmp)), 3.84 (m, 2H, CHz¢y), 3.92 (m, 1H, CH¢z), 4.09 (t, /] = 4.8 Hz,
2H, CHze), 4.09 (d, J = 2.3 Hz, 2H, CHzs)), 4.19 (d, J = 2.3 Hz, 2H, CHz¢g), 6.85 (m, 4H,

Harpmp)).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 55.7 (CHspmp)), 57.6 (CHzs), 58.6 (CHzes), 68.0
(CHzq1y), 68.7 (CHze3), 69.9 (CHz)), 70.5 (CHze)), 70.8 (CHze3), 70.9 (CHzg), 71.1
(CHagwy), 744 (CHz), 744 (CHaoy), 76.3 (CHezy), 79.5 (Crsp), 80.1 (Cps)), 114.5 (CHargomr)),
115.6 (CHarepmp)), 152.9 (Carpmp)), 153.8 (Carcpmp).

HRMS (FD): Calculated for C22H3007 [M]™* 406.19915 found 406.19786.
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11-(Prop-2-yn-1-yloxy)-3,6,9,13-tetraoxahexadec-15-yn-1-0l:

2

JE N
£,

115
C15H2406
MW = 300.35 g/mol

At 0°C, to a solution of compound 114 (115 mg, 0.28 mmol, 1 eq) in a mixture
ACN/water 80/20 v/v (3 mL) was added cerium ammonium nitrate (384 mg, 0.7 mmol,
2.5 eq). The reaction mixture was stirred 30 min. The mixture was then quenched with a
saturated solution of sodium bicarbonate and the aqueous layer was extracted with
ethyl acetate (3*10 mL). The combined organic layers were washed with water and
brine, dried over sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The
crude product was chromatographied on silica gel (EtOAc/Hex 80/20 v/v) to give the
desired product 115 as a yellow oil (73 mg, 87%).

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 2.43 (2t, ] = 2.4 Hz, 2H, CH) and CH¢g)), 2.73 (s, 1H,
OH), 3.59-3.74 (m, 16H, CHz(1), CHz¢z)and CHz¢y), 3.91 (m, 1H, CH¢s)), 4.19 (d, ] = 2.3 Hz,
2H, CHz(s)), 4.34 (d, ] = 2.3 Hz, 2H, CHz(g)).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 57.6 (CHzs)), 58.6 (CHz(s)), 61.7 (CH2(1)), 69.6 (CHz(z)),
70.3 (CHzz)), 70.5 (CHzz)), 70.6 (CHzez)), 70.8 (CHzez)), 71.0 (CHzez)), 72.5 (CHzge), 74.4
(CH¢), 74.7 (CHag), 76.3 (CH¢s)), 79.5 (Cs)), 80.0 (C9)).

HRMS (ESI): Calculated for C15H2406Na [M+Na]* 323.1465 found 323.1465.
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1-Bromo-11-(prop-2-yn-1-yloxy)-3,6,9,13-tetraoxahexadec-15-y :

3 3 3 2 B
5 O/\/O\/\O/\/ r
6 4 3 3 1
0 O—o
//7 10
8 \\ 11
99
C15H23BrOs
MW = 363.24 g/mol

To a solution of the alcohol 115 (65 mg, 0.216 mmol, 1 eq) in dry DCM (0.5 mL) were
sequentially added triphenylphosphine (68 mg, 0.259 mmol, 1.2 eq) and
tetrabromomethane (86 mg, 0.259 mmol, 1.2 eq) at 0°C, under argon. The reaction
mixture was stirred for 3 h at room temperature and then chromatographied on silica

gel (Hex/EtOAc 70/30 v/v) to give the product 99 as a colorless oil (63 mg, 80%).

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 2.43 (2t, ] = 2.4 Hz, 2H, CHg)and CH¢11)), 3.46 (t,] = 6.3
Hz, 2H, CHz(1)), 3.63 (m, 12H, CHze3)and CHz(s)), 3.79 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CHz(z)), 3.88 (m,
1H, CH¢y), 4.16 (d,] = 2.4 Hz, 2H, CHz(s)), 4.32 (d, ] = 2.4 Hz, 2H, CHz(9)).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 30.4 (CHz(1)), 57.6 (CHz(9)), 58.6 (CHz¢)), 69.7 (CHz(3)),
70.5 (CHzs)), 70.6 (CHzs)), 70.6 (CHzgs)), 70.9 (CHzgs)), 71.1 (CHzgs)), 71.2 (CHzgz), 74.4
(CH¢s)), 74.7 (CHay), 76.3 (CHg), 79.5 (C¢7), 80.1 (C(z0p)-

HRMS (ESI): Calculated for C15H2305NaBr [M+Na]* 385.0621 found 385.0611.
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Tri-tert-butyl 2,2'.2"-(10-(11-(prop-2-yn-1-yloxy)-3,6,9,13-tetraoxahexadec-15-

yn-1-y1)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-trivl)triacetate :

3
b a 1 1 1 \/E
tBuO,C— /" '\ /\/O\/\O/\/O

N N 1 1 1 1
8

a[ ]a 7 %

N N N
tBu0,C— \—/ “\—CO0,tBu

b a b
98
C41H72N4011

MW = 797.03 g/mol

Under argon, to a solution of compound 40 (90 mg, 0.151 mmol, 1 eq) in dry DMF (0.725
mL) was added potassium carbonate (44 mg, 0.317 mmol, 2.1 eq). After stirring for 30
min at room temperature, the bromide coupound (63 mg, 0.173 mmol, 1.15 eq) was
added in solution in dry DMF (0.725 mL) and the reaction mixture was warmed up to
70°C overnight. The mixture was then cooled down slowly to room temperature and
filtered. The filtrate was evaporated under reduced pressure and chromatographied on
silica gel (DCM/MeOH 96/4 v/v) to give compound 98 (102 mg, 86%) as a pale yellow

foam.

TH NMR (300 MHz, MeOD), 8ppm: 1.44 (2s, 27H, CH3z@sw), 2.21-3.36 (m, 24H, CHz(),
CHzm), CHs) and CHg)), 3.36-3.65 (m, 16H, CHz(1) and CHz3)), 3.86 (m, 1H, CHz)), 4.16 (d,
J=2.4 Hz, 2H, CHz(g), 4.31 (d, ] = 2.4 Hz, 2H CHz(y)).

13C NMR (75 MHz, MeOD), 8ppm: 27.9 (CHsgzw), 28.0 (CHssw), 49.6 (CHzga), 50.4
(CHzq), 52.1 (CHz¢), 55.5 (CHzm)), 56.3 (CHzm)), 57.5 (CHz(7), 58.6 (CHzwy), 67.2
(CHzq1y), 69.5 (CHza), 69.8 (CHza1y), 69.8 (CHze), 70.3 (CHzey), 70.6 (CHze), 71.2
(CHz¢3)), 74.4 (CHgs)), 74.8 (CH¢y)), 76.3 (CH¢z)), 77.4 (CH2), 79.4 (C(s)), 79.9 (Cs), 82.1
(CeeBw), 81.2 (CeeBw), 172.5 (CO), 172.9 (CO).

HRMS (ESI): Calculated for C41H73N4011 [M+H]* 797.5270 found 797.5256.
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Tri-tert-butyl 2,2',2"-(10-(1-(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-4-((1-benzyl-1H-
1,2,3-triazol-5-yl)methoxy)-2,6,9,12-tetraoxatetradecan-14-yl)-1,4,7,10-

-N

aps
/\/0}0 N
N
/0 \\<\»f\ll

tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate:

tBu0,C—_ /—\ /\/0
C )
N N
tBu0,C—" \_—/ “—C(C0,tBu
116

Cs5Hg6N10011
MW =1063.33 g/mol

Cp*RuCl(COD) (4 mg, 0.1 mmol, 0.1 eq) and the compound 98 (80 mg, 0.1 mmol, 1 eq)
were solubilized under argon in dry DMF (1 mL) in a microwaves reactor. A solution of
benzyl azide (26 mg, 0.2 mmol, 2 eq) in dry DMF (0.5 mL) was added dropwise. The
reaction mixture was heated at 80°C for 30 min. After cooling, the solvent was
evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by silica gel
chromatography (DCM/MeOH 100% to 92/8 v/v) to afford compound 116 as a brown
oil (75 mg, 70%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 1.44 (s, 27H), 1.97-3.64 (m, 39H), 4.41 (s, 2H), 4.53 (s,
2H), 5.56 (s, 2H), 5.61 (s, 2H, CH), 7.72 (m, 10H), 7.60 (s, 2H).

HRMS (ESI): Calculated for CssHg7N10011 [M+H]* 1063.6550 found 1063.6509.
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Tri-tert-butyl 2,2',2"-(10-(1-(1-(2-(4-(2-methoxyphenyl)piperazin-1-yl)ethyl)-1H-
1,2,3-triazol-5-v1)-4-((1-(2-(4-(2-methoxyphenyl)piperazin-1-yl)ethyl)-1H-1,2,3-
triazol-5-yl)methoxy)-2,6,9,12-tetraoxatetradecan-14-yl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate:

~T NGO
0 i
C )
N N
tBu0,C—" \_/ “—(0,tBu
117

Ceé7H110N14013
MW =1319.68 g/mol

Cp*RuCl(COD) (4 mg, 0.1 mmol, 0.1 eq) and compound 98 (80 mg, 0.1 mmol, 1 eq) were
solubilized under argon in dry DMF (1 mL) in a microwaves reactor. A solution of MPP
azide (52 mg, 0.2 mmol, 2 eq) in dry DMF (0.5 mL) was added dropwise. The reaction
mixture was heated at 80°C for 30 min. After cooling, the solvent was evaporated under
reduced pressure. The crude product was purified by silica gel chromatography

(DCM/MeOH 100% to 95/5 v/v) to afford compound 117 as a brown oil (63 mg, 48%).

1H NMR (300MHz, CDCl3), 8ppm: 1.44 (m, 27H), 2.23-3.85 (m, 67H), 4.33 (m, 2H), 4.54
(m, 2H), 4.71 (s, 1H), 4.84 (m, 1H), 6.92 (m, 6H), 7.67 (m, 4H).

HRMS ]FDI: Calculated for C67H110N14013 [M]'+ 1319.8449 found 1319.8443
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Tri-tert-butyl 2,2",2"-(10-(1-(1-((((2R,3S,5R)-2-(hydroxymethyl)-5-(5-methyl-2,4-
dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)tetrahydrofuran-3-yl)oxy)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-5-y1)-4-((1-((((2R,3S,5R)-2-(hydroxymethyl)-5-(5-methyl-2,4-dioxo-
3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)tetrahydrofuran-3-yl)oxy)methyl)-1H-1,2,3-

triazol-5-yl)methoxy)-2,6,9,12-tetraoxatetradecan-14-yl)-1,4,7,10-
0

l NH
N/&O

tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate:

HO

0

0
0

LN
N" N | NH
24 N/go

0 HO

S
0

)

tBu0,C—" \__/ “—(C0,tBu

ELJ
0
/0
N
k[:N
N

118
C63H102N14021
MW =1391.57 g/mol

Cp*RuCl(COD) (4 mg, 0.1 mmol, 0.1 eq) and compound 98 (80 mg, 0.1 mmol, 1 eq) were
solubilized under argon in dry DMF (1 mL) in a microwaves reactor. A solution of
thymidine azide (60 mg, 0.2 mmol, 2 eq) in dry DMF (0.5 mL) was added dropwise. The
reaction mixture was heated at 80°C for 30 min. After cooling the solvent was
evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by silica gel
chromatography (DCM/MeOH 100% to 95/5 v/v) to afford compound 118 as a brown
oil (28 mg, 20%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.45 (m, 27H), 1.89-4.92 (m, 68H), 5.88 (m, 2H), 6.19
(m, 2H), 7.68 (m, 4H).

HRMS (FD): Calculated for Ce3H102N14021Na [M+Na]* 1413.72416 found 1413.72595.
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4-(Di-tert-butylsilyl)phenol:

[Bu
“tBu
120

C14H240Si
MW =236.43 g/mol

To a suspension of sodium hydride (528mg, 22 mmol, 1.1 eq) under argon in dry THF
(80 mL) was added 4-bromophenol (3.45 g, 20 mmol, 1 eq) portionwise. After stirring at
55°C for 2 h 30, the reaction mixture was cooled to -78°C and t-butyllithium was added
very slowly (1.35 M in hexane 31 mL, 42 mmol, 2.1 eq). The reaction mixture was stirred
at -78°C for 1 h and di-tert-butylchlorosilane (4.3 mL, 21 mmol, 1.05 eq) was added
dropwise. The reaction mixture was allowed slowly to warm up to room temperature
overnight. A solution of NH4ClI sat. (200 mL) was added and the resulting solution was
extracted with diethyl ether (200 mL). The combined organic layers were dried over
MgS04 and the solvent was removed to afford the crude product as a brown solid. The
residue was chromatographied on silica gel (PE/EtOAc 9/1 v/v) to give compound 120
(3.22 g, 68%) as a white solid.

NMR 'H (300 MHz, CDCls), 8ppm: 1.04 (s, 18H, CHz.su), 3.84 (s, 1H, SiH), 4.86 (s, 1H,
OH), 6.83 (d, ] = 7.6 Hz, 2H, Har), 7.46 (d, ] = 7.6 Hz, 2H, Hay).

NMR 13C (75 MHz, CDCls), 8ppm: 18.4 (Cy), 28.3 (CHz), 114.1 (Car), 125.9 (Car), 136.7
(Car), 155.6 (Car).

HRMS (ESI): Calculated for C14H240SiAg [M+Ag]* 343.0641, found 343.0641.
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Di-tert-butyl(4-((2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methoxy)phenyl)silane:

tBu

1 /

OOSi\—H

3//(27 tBu

0.4,0

K,
121

C20H3403Si
MW = 350.57 g/mol

DEAD (6.3 mL, 40 mmol, 2.5 eq) was slowly added at room temperature to a stirred
solution of silane 120 (3.78 g, 16 mmol, 1 eq), solketal (3.99 mL, 32 mmol, 2 eq) and
triphenylphosphine (10.5 g, 40 mmol, 2.5 eq) in dry THF (100 mL). The mixture was
then refluxed overnight.

After one night, solketal (2.0 mL, 16 mmol, 1 eq), triphenylphosphine (4.2 g, 16 mmol, 1
eq) and DEAD (2.5 mL, 16 mmol, 1 eq) were added successively at room temperature to
the reaction mixture. The mixture was then refluxed for another 24 h.

The resulting mixture was evaporated under reduced pressure and pentane (200 mL)
was added to the slurry to precipitate triphenylphosphine oxide. Triphenylphosphine
oxide is then filtered and the resulting mixture was concentrated under reduced
pressure. The crude product was chromatographied on silica gel (PE/EtOAC 95/5 v/v)
to afford compound 121 as a white solid (3.55 g, 63%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.03 (s, 18H, CHz(su), 1.41 (s, 3H, CHags)), 1.47 (s, 3H,
CHs(s)), 3.83 (s, 1H, SiH), 3.93 (m, 2H, CHzz), 4.07 (dd, 1H, ] = 9.4 Hz, ] = 5.4 Hz, CHa1y),
4.18 (m, 1H, CHa(p), 4.49 (m, 1H, CHz), 6.90 (d, ] = 8.5 Hz, 2H, Har), 7.49 (d, ] = 8.5 Hz, 2H,
Har).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 19.2 (CeBw), 25.5 (CHz(s)), 26.9 (CHz(s)), 29.1 (CH3(ey)),
67.1 (CHz3)), 68.5 (CHz¢y)), 74.1 (CH¢z)), 109.9 (Cy), 113.9 (CHar), 127.0 (CHar), 137.3
(Car), 159.4 (Car).

HRMS (ESI): Calculated for C20H3403SiAg [M+Ag]* 457.1322 found 457.1318.

198



3-(4-(Di-tert-butylsilyl)phenoxy)propane-1,2-diol:

1 tBu
/

HO OH

122
C17H3003Si
MW = 310.50 g/mol

Compound 121 (2.7 g, 7.7 mmol, 1 eq) was dissolved in MeOH (27 mL). DOWEX 50WX8-
200 resin (2.7 g) was then added and the reaction mixture was stirred at room
temperature for 48 h. The resin was filtered and the solvent was removed under
reduced pressure. The crude product was chromatophied on silica gel (EtOAc/PE 80/20
v/v) to afford compound 122 as a white solid (2.3 g, 96%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.03 (s, 18H, CHsgsy), 3.70-3.90 (m, 3H, SiH and
CHa(3)), 4.02-4.14 (m, 3H, CHyz) and CHa(sy), 6.90 (d, ] = 8.6 Hz, 2H, Har), 7.49 (d, ] = 8.6 Hz,
2H, Har).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 19.1 (CBwy), 29.0 (CHzpesw), 63.8 (CHz(3)), 68.8 (CHz(1)),
70.7 (CH(Z)), 113.9 (Car), 127.2 (Car), 137.3 (Car), 159.3 (Car).

HRMS (ESI): Calculated for C17H3003SiAg [M+Ag]* 417.1013 found 417.1009.
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1-(4-(Di-tert-butylsilyl)phenoxy)-3-(trityloxy)propan-2-ol:

tBu

1 /
OOSi—H
3//(27 \tBu

Trt0  OH

123
C36H4.4.03Si
MW = 552.82 g/mol

Triethylamine (1.18 mL, 8.45 mmol, 1.05 eq) and trityl chloride (2.36 g, 8.450 mmol,
1.05 eq) were added under argon to diol 122 (2.5 g, 8.05 mmol, 1 eq) in solution in dry
DCM (16 mL). After 4 h triethylamine (223 pL, 1.6 mmol, 0.2 eq) and trityl chloride (446
mg, 1.6 mmol, 0.2 eq) were added. The reaction mixture was stirred for an extra hour.
Water and diethyl ether were then added and the two layers were separated. The
organic layer was washed with brine, dried on sodium sulfate and concentrated under
reduced pressure. The crude product was chromatographied on silica gel (PE/EtOAc

90/10 v/v) to afford compound 123 as a colorless oil (3.980 g, 90%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.03 (s, 18H, CHsgesu), 2.47 (s, 1H, OH), 3.35 (d, ] = 5.3
Hz, 2H, CHzgz), 3.84 (s, 1H, SiH), 4.10 (m, 3H, CHza) and CHez), 6.87 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
Harepnsi), 7.26 (m, 9H, Harepnsi) and Harcrry), 7.44 (m, 8H, Har(rry).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 19.1 (Cew), 29.1 (CH3psy)), 64.3 (CHz2(3)), 68.7 (CHz(1)),
69.5 (CH¢z), 86.9 (C(rry), 114.0 (CHarcpnsip), 126.8 (Carrry), 127.2 (CHarepnsip), 128.0
(CHar(Trt)); 128.7 (CHar(Trt)); 137.2 (Car(PhSi)); 143.8 (Car(Trt)); 159.3 (Car(PhSi))-

HRMS (ESI): Calculated for C3sH4403SiNa [M+Na]* 575.2951 found 575.2958.
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Di-tert-butyl(4-(2-(prop-2-yn-1-yloxy)-3-(trityloxy)propoxy)phenyl)silane:

tBu

1 /
OOSi\—H
3//67 tBu

124
C39H4603Si
MW = 590.87 g/mol

To a suspension of sodium hydride 60% in oil dispersion (231 mg, 5.77 mmol, 1.5 eq)
under argon in dry THF (20 mL) was added dropwise a solution of compound 123
(2.125 g, 3.84 mmol, 1eq) in dry THF (19 mL). The reaction was refluxed for 2 h. After
cooling down to room temperature propargyl bromide 80% in toluene (642 uL, 5.77
mmol, 1.5 eq) was added dropwise. The mixture was refluxed for 24 h and was then
slowly cooled down at room temperature. Water was added and the aqueous layer was
extracted with diethyl ether. The organic layer was washed with brine, dried over
sodium sulfate and evaporated under reduced pressure. The crude product was purified
by chromatography on silica gel (PE/EtOAc 95/5 v/v) to afford compound 124 as a
yellow oil (2.100 g, 92%).

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.03 (s, 18H, CHzpwsw), 2.40 (t, J = 2.3 Hz, 1H, CHg)),
3.36 (m, 2H, CHz3)), 3.38 (s, 1H, SiH), 4.10 (m, 3H, CHz¢) and CH¢z)), 4.34 (d, /] = 2.3 Hz,
2H, CHz¢g), 6.85 (d, ] = 8.6 Hz, 2H, Harepnsiy), 7.25 (m, 9H, Harprsi) and Harcrrg), 7.43 (m, 8H,

H ar(’ Trt)) .

13C_NMR (75 MHz, CDCl3), Sppm: 19.2 (Cgesu), 28.9 (CHzgesw), 58.0 (CHzay), 63.2 (CHags)),
67.7 (CHz¢1)), 76.5 (CHg)), 77.4 (CH¢z), 80.1 (Cs)), 87.0 (C¢rry), 114.0 (CHarcrnsi), 126.7
(Carcrry), 127.2 (CHareensip), 128.0 (CHarerry), 128.9 (CHarcrry), 137.2 (Carpnsp), 144.0
(Carcrry), 159.7 (Carcpnsi)-

HRMS (ESI): Calculated for C39H4603SiAg [M+Ag]* 697.2262 found 697.2271.
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Di-tert-butyl(4-(oxiran-2-ylmethoxy)phenyl)silane :

3
1
(’)>2—\ /.tBu
0 SiH
\tBu
127
C17H28025i

MW =292.49 g/mol

To a suspension of sodium hydride 60% in oil dispersion (42 mg, 1.05 mmol, 1.05 eq)
under argon in dry THF (10 mL) was added portionwise 4-(di-tert-butylsilyl)phenol
(236 mg, 1 mmol, 1 eq). After stirring for 30 min at room temperature, epichlorhydrin
(0.4 mL, 5 mmol, 5 eq) was added dropwise and the reaction mixture was heated at
reflux overnight. The mixture was then cooled down to room temperature, diluted with
water and the aqueous layer was extracted with diethyl ether (3*20 mL). The combined
organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered and
evaporated under reduced pressure. The resulting crude oil was chromatographied on
silica gel (Hex/EtOAc 95/5 v/v) to give the product 127 as a colorless oil (200 mg,
68%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 1.04 (s, 18H, CHagsw), 2.79 (dd, J = 2.4 Hz, | = 4.9 Hz,
1H, CHaq1y), 2.94 (t, ] = 4.5 Hz, 1H, CHzq1y), 3.39 (m, 1H, CHyz), 3.85 (s, 1H, SiH), 3.99 (dd,
J=5.5 Hz, ] = 11 Hz, 1H, CHz(), 4.23 (dd, ] = 3.3 Hz, ] = 11 Hz, 1H, CHz(), 6.92 (d, ] = 8.7
Hz, 2H, Hay), 7.51 (d, ] =8.4 Hz, 2H, Har).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 19.0 (CeBw), 28.9 (CH3peBw), 44.8 (CHz2¢3)), 50.5 (CHyz)),
68.4 (CHz2(1)), 113.8 (CHar), 126.0 (Car), 137.2 (CHar), 159.2 (Car).

HRMS (ESI): Calculated for C17H2802NaSi [M+Na]* 315.1750 found, 315.1736.
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1-(4-(Di-tert-butylsilyl)phenoxy)-3-(4-methoxyphenoxy)propan-2-ol:

3 2
0
PMPO  OH \Q
_tB
iy
tBu
128

MW =416.63 g/mol

p-Methoxyphenol (248 mg, 2 mmol, 2 eq) was added under argon to a stirred
suspension of sodium hydride 60% in oil dispersion (88 mg, 2.2 mmol, 2.2 eq) in dry
THF (8 mL). After stirring for 30 min at room temperature, compound 127 (292 mmol, 1
mmol, 1 eq) in dry THF (2 mL) was added dropwise. The reaction mixture was heated at
reflux for 24 h. After cooling down to room temperature, water was slowly added and
the organic layer was extracted with diethyl ether (3*20 mL). The combined organic
layers were washed with brine, dried over sodium sulfate and concentrated under
reduced pressure. The crude product was chromatographied on silica gel (PE/EtOAc

90/10 v/v) to afford coupound 128 as a colorless oil (242 mg, 58%).

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 1.05 (s, 18H, CHsgsw), 2.52 (br, 1H, OH), 3.78 (s, 3H,
CH3(pMP)), 3.85 (S, 1H, SiH), 4,12 (m, 4-H, CH2(1) and CH2(3)), 4.39 (m, 1H, CH(Z)), 6.82-6.95
(m, 6H, Harpmp) and Harcpnsip), 7.51 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Harcpnsi)-

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 19.2, 29.0, 55.8, 68.4, 68.9, 69.5, 113.9, 114.8, 115.6,
127.2,137.3,152.7,154.3, 159.3.

HRMS (ESI): Calculated for C24H3604SiNa [M+Na]* 439.2275 found 439.2264.

203



Di-tert-butyl(4-(3-(4-methoxyphenoxy)-2-(prop-2-yn-1-yloxy)propoxy)phenyl)

silane:
1
3 2
0
PMPO 0 \©\
4 _tB
5 S,i‘H ’
\\ tBu
6
129
C27H3804Si

MW =454.67 g/mol

Alcohol 128 (242 mg, 0.58 mmol, 1 eq) was added under argon to a stirred suspension
of sodium hydride 60% in oil dispersion (35 mg, 0.87 mmol, 1.5 eq) in dry THF (6 mL).
The reaction mixture was stirred for 30 min at room temperature and propargyl
bromide (0.87 mmol, 1.5 eq) was slowly added. The mixture was heated at reflux
overnight and was then slowly cooled down to room temperature. Water was slowly
added and aqueous layer was extracted with ethyl acetate (3*15mL). The combined
organic layers were washed with water and brine, dried over sodium sulfate and
concentrated under reduced pressure. The crude product was chromatographied on

silica gel (PE/EtOAc 95/5 v/v) to afford propargyl 129 (243mg, 92%)

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.05 (s, 18H, CHzpusw), 2.49 (t, /] = 2.4 Hz, 1H, OH), 3.78
(s, 3H, CHzemp)), 3.86 (m, 2H, SiH and CHz)), 4.10 (m, 4H, CHz(1) and CHz3)), 4.31 (d, ] =
2.4 Hz, 2H, CHg), 6.80-6.96 (m, 6H, Harpmp) and Harepnsiy), 7.55 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Harcphsiy)-

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 19.2, 29.0, 55.8, 57.7, 68.7, 69.4, 75.4, 78.0, 79.7, 113.6,
114.9,115.6,127.2,137.2,152.5, 154.3, 159.2.
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3-(4-(Di-tert-butylsilyl)phenoxy)-2-(prop-2-yn-1-yloxy)propan-1-ol:
1 /tBu
0 Si—H
3//(7 \tBu
125

2
HO O
4
5
&\
6
C20H3203Si

MW = 348.55 g/mol

Procedure 1 :

Aluminium trichloride (542 mg, 4.06 mmol, 1.2 eq) was solubilized in diethyl ether (17
mL). This mixture was added dropwise to a solution of trityl compound 124 (2 g, 3.38
mmol, 1 eq) in diethyl ether (17 mL). After stirring for 2 h at room temperature HCl 1 N
was added. The two layers were separated and the organic layer was washed with brine,
dried over sodium sulfate and concentrated under reduced pressure. The crude product
was chromatographied on silica gel (80/20 PE/EtOAc v/v) to afford alcohol 125 as a
colorless oil (900 mg, 76%).

Procedure 2:

CAN (726 mg, 1.32 mmol, 2.5 eq) was added to a solution of compound 129 (242 mg,
0.53 mmol, 1 eq) in a mixture of ACN/H20 80/20 v/v (5 mL) at 0°C. After stirring for 30
min, a solution of saturated NaHCO3z (3 mL) was added. The aqueous layer was
exctracted with ethyl acetate (3*5 mL). The combined organic layer were washed with
brine, dried over sodium sulfate and concentrated under reduced pressure. The crude
product was chromatographied on silica gel (80/20 PE/EtOAc v/v) to afford compound
125 as colorless oil (162 mg, 88%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.03 (s, 18H, CHzwsw), 2.47 (t, ] = 2.3 Hz, 1H, CHg)),
3.83 (m, 3H, CHz(3) and SiH), 4.07 (m, 3H, CHz(1) and CH¢z)), 4.38 (m, 2H, CHz¢g), 6.89 (d, J
= 8.3 HZ, ZH, Har), 7.49 (d,] = 8.3 HZ, ZH, Har).
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13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 19.2 (Cqewy), 29.1 (CH3penyy), 58.0 (CHz(y), 62.6 (CHz(3)),
75.0 (CHgg)), 77.6 (CH¢z)), 79.9 (C(s5)), 113.9 (CHar), 127.1 (Car), 137.3 (CHar), 159.3 (Car).

HRMS (ESI): Calculated for C20H3203SiNa [M+Na]* 371.2012 found 371.2028.
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3-(4-(Di-tert-butylsilyl)phenoxy)-2-(prop-2-yn-1-yloxy)propyl 4-methylbenzene

1 tBu
/
. OOSi—H
2 \tBu
0
4

sulfonate:

TsO
\

126
C27H3805SSi
MW = 502.74 g/mol

To a solution of alcohol 125 (871 mg, 2.5 mmol, 1 eq) in ACN (25 mL), triethylamine
(0.87 mL, 6.25 mmol, 2.5 eq), trimethylamine hydrochloride (24 mg, 0.25 mmol, 0.1 eq)
and p-tosyl chloride (953 mg, 5 mmol, 2 eq) were successively added at 0°C. The
reaction mixture was slowly warmed up to room temperature and stirred overnight.
Water and ethyl acetate (30 mL) were then added to the reaction mixture and the layers
were separated. The aqueous layer was extracted with EtOAc (2*30 mL). The organic
layers were combined, dried on sodium sulfate and the solvent was evaporated under
reduced pressure. The crude product was then chromatographied on silica gel

(Hex/EtOAc 95/5 v/v) to afford 126 as a colorless oil (1.141 g, 91%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.03 (s, 18H, CHagaw), 2.41 (s, 3H, CHacr), 2.44 (t, ] =
2.4 Hz, 1H, CHs)), 3.82 (s, 1H, SiH), 4.01 (m, 2H, CHz()), 4.13 (dd, ] = 3.0 Hz, ] = 6.0 Hz, 1H,
CHez), 4.21 (m, 1H, CHy3)), 4.29 (m, 3H, CHzand CHa)), 6.79 (d, ] = 8.6 Hz, 2H, Hargpnsi),
7.28 (d, ] = 8.3 Hz, 2H, Harrs)), 7.47 (d, ] = 8.6 Hz, 2H, Harensy), 7.78 (d, J = 8.3 Hz, 2H,

Har( Ts)) .

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 19.2 (C(tBwy), 21.8 (CHs(1s)), 29.0 (CH3(tBy)), 58.0 (CHz¢9)),
65.9 (CHz(), 68.6 (CHz(y), 74.3 (CHez), 75.4 (CH(g), 79.1 (Cr5)), 113.8 (CHarepnsy), 127.2
(CHar(pnsp), 128.1 (CHar(rs)), 130.0 (CHarrs), 132.6 (Car(rs)), 137.2 (Carepnsip), 145.1 (Carrs)),
158.9 (Car¢pnsi)-

HRMS (ESI): Calculated for C27H3g05SSiNa [M+Na*] 525.2101 found 525.2108.
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(4-(3-Bromo-2-(prop-2-yn-1-yvloxy)propoxy)phenyl)di-tert-butylsilane:
1 /tBu
0] Si\— H
3//( tBu
r 0
4
X\S
A\
119

C20H31Bro0-Si
MW =411.45 g/mol

B

To a solution of tosylate 126 (1.005 g, 2 mmol, 1 eq) in ACN (20 mL), lithium bromide
(1.736 g, 20 mmol, 10 eq) was added. After stirring overnight at 70°C the reaction
mixture was cooled down to room temperature and diluted with water. The aqueous
layer was extracted with EtOAc (3*25 mL). The organic layers were combined, washed
with brine, dried on sodium sulfate and evaporated under reduced pressure to afford

the bromide compound 119 (740 mg, 90 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.03 (s, 18H, CHaau), 2.48 (t, ] = 2.4 Hz, 1H, CHeg)),
3.65 (m, 2H, CHz(z), 3.83 (s, 1H, SiH), 4.16 (m, 3H, CHz(z) and CHyz), 4.38 (d, ] = 2.4 Hz,
2H, CHagg)), 6.91 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Har), 7.49 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Hay).

13C NMR (75 MHz, CDCI3), 8ppm: 19.1 (CeBw), 29.0 (CH3pesw), 31.7 (CHz(1)), 57.8 (CHz¢g)),
67.3 (CHz¢3)), 75.4 (CH¢z)), 75.9 (CHge)), 79.3 (Cs)), 113.9 (CHar), 127.1 (CHar), 137.3 (Car),
159.1 (Car).

HRMS (FD): Calculated for C20H31Br0O2Si [M]** 410.12767 found 410.12692.
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Triethyl 2,2',2"-(10-(3-(4-(di-tert-butylsilyl)phenoxy)-2-(prop-2-yn-1-yloxy)

propyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate:

Etohmﬁ(@&
T

. EtOZC—b/ / \b—co Et
a

133
C40H68N4OBSi
MW =761.08 g/mol

Carbonate potassium was added under argon to a stirred solution of DO3A(Et)3; (304
mg, 0.7 mmol, 1eq) in dry DMF (5 mL). After 30 min, bromosilane 119 (302 mg, 0.735
mmol, 1.05 eq), in solution in DMF (2 mL) was added dropwise. The reaction mixture
was heated at 70°C for 16 h. After cooling down to room temperature the solvent was
removed under reduced pressure. The crude product was chromatographied on silica

gel (DCM to DCM/MeOH 95/5 v/v) to afford 133 as a white foam (378 mg, 71 %).

TH NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.01 (s, 18H, CHswsy), 1.43 (s, 9H,CHzy), 2.13-3.63
(m, 30H, CH2¢a), CH2»), CHz2¢1), CH{z), CH2¢3), CH2¢¢) and CHgg)), 3.81 (s, 1H, SiH), 4.03-4.46
(m, 6H, CHz¢ey), 6.84 (d, /] = 8.5 Hz, 2H, Har), 7.47 (d, ] = 8.5 Hz, 2H, Har).

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 14.4, 19.7, 29.0, 47.4, 51.7, 57.5, 57.8, 60.2, 67.9, 75.7,
79.8,115.0,127.9,130.0, 132.5, 160.8, 175.7, 176.0.
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Triethyl 2,2',2"-(10-(3-(4-(di-Zertbutylsilyl) phenoxy)-2-((1-(3-(5-((3a.5,4.5,6ak)-
2-oxohexahydro-1/4-thieno|3,4-4dlimidazol-4-yl)pentanamido)propvl)-1/4-1,2,3-

triazol-5-yl)methoxy)propvl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-

triyl)triacetate:

EtOzCﬂ/_\/—<7 OS] j)\
(Y L,

Et0,C—" \_/ \—COZEt

134
Cs53H90N10010SSi
MW =1087.49 g/mol

Method A and B (cf p142) were used for the synthesis of 134.

Cp*RuCICOD (4 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq) was used with biotin azide (32 mg, 0.1 mmol, 1
eq) and DO3A 133 (76 mg, 0.1 mmol, 0.1 eq) in DMF (1 mL). The crude product was
chromatographied on silica gel to afford 134 as a white foam (55% method A, 53%
method B).

14 NMR (300 MHz, MeOD), Sppm: 0.90 (m, 2H), 1.04 (s, 18H, CHz:), 1.19-1.77 (m,
22H), 2.04-3.71 (m, 27H), 4.09-5.00 (m, 16H), 7.00 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Hay), 7.52 (d, ] = 8.4
HZ, 2H, Har), 7.79 (S, 1H, Htr[qzole).

13C NMR (75 MHz, MeOD), 8ppm: 14.6, 19.8, 26.8, 29.4, 29.8, 30.8, 36.8, 37.6, 41.1, 47 4,
51.7,56.2,56.7,57.0, 60.2,61.6,61.7, 62.9, 63.3, 115.1, 127.9, 129.9, 132.4, 134.6, 135.9,
138.4,160.8,165.9,175.3,176.0.

HRMS (ESI): Calculated for CsoHgsN10010SSi [M+H]* 1045.5934 found 1045.5967

(corresponding to the compound protected by methyl ester).
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2,2'.2"-(10-(3-(4-(Di-tert-butylsilyl)phenoxy)-2-((1-(3-(5-((3as$,4.5,6a/)-2-
oxohexahydro-1/-thieno|3,4-dlimidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1/4-1,2,3-

triazol-5-yl)methoxy)propyvl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetic

acid:

HO Cﬂ/_\/—( OSI j)\
C Y L,

HO,C—" \_/ \—co2

135
C47H78N10010SSi
MW =1003.33 g/mol

A solution of NaOH 1 M (1.5 mL) was added to a stirred solution of compound 136 (117
mg, 0.11 mmol, 1 eq) in THF (1.5 mL). The reaction mixture was stirred for 24 h at room
temperature and then pH was adjusted to 6 with HCl 1 M. The mixture was then
concentrated under reduced pressure and the crude product was dissolved in water and
purified on a Sep-Pak Cig cartridge (elution EtOH). After lyophilization the deptrotected
compound 134 was obtained as a white powder (100 mg, 90%).

MS (ESI): 1039.3 [M+K-2H]- (Observed).
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Gadolinium complex of 2,2',2"-(10-(3-(4-(di-Zerbutylsilyl)phenoxy)-2-((1-(3-(5-
((3as5,45,6ak)-2-oxohexahydro-1/4-thieno|3,4-4limidazol-4-

vl)pentanamido)propyl)-1/4-1,2,3-triazol-5-yl)methoxy)propyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate:

Bu

136
C4.7H75GdN1(]01()SSi
MW =1157.56 g/mol

Gadolinium chloride anhydrous (8.5 mg, 0.033 mmol, 1.3 eq) was added to a solution of
compound 135 (25 mg, 0.025 mmol, 1 eq) in water. The mixture was stirred at 60°C for
24 h and the pH was periodically adjusted to 6.5-7 with a solution of NaOH 1 M and HCl
0.1 M. The reaction was cooled down to room temperature and purified through a
column of chelex-100 to trap free Gd3*. After lyophilization, 28 mg of compound 136

(100%) was obtained as a white solid.

MS (ESI): 1196.5 [M+K-2H]- (Observed).
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1-(4-(Di-tert-butylsilyl)phenoxy)-3-(2-(2-(2-(4-methoxyphenoxy)ethoxy)ethoxy)

ethoxy)propan-2-ol :

‘tBu
SiH
PMPO 3 3 o 3 3 . ‘tBu
HO
140

C30H4807Si
MW = 548.78 g/mol

To a suspension of sodium hydride 60% in oil dispersion (44 mg, 1.1 mmol, 2.2 eq)
under argon in dry THF (3 mL), compound 111 (256 mg, 1 mmol, 2 eq) in solution in dry
THF (1 mL) was added slowly. After stirring for 30 minutes at room temperature, the
epoxide 127 (146 mg, 0.5 mmol, 1 eq) in dry THF (1 mL) was added dropwise. The
reaction mixture was stirred 24 h at reflux. The mixture was then cooled down to room
temperature, quenched with water and the aqueous layer was extracted with diethyl
ether (3*15 mL). The combined organic layers were washed with brine, dried over
sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The resulting crude oil
was purified by chromatography on silica gel (EtOAc/Hex 50/50 v/v) to give the
product 140, as a yellow oil (171 mg, 62%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.05 (s, 18H, CHzpsw), 2.95 (s, 1H, OH), 3.73 (m, 15H,
CHz(3) and CHz¢pmp)), 3.84 (m, 3H, CH2¢g and SiH), 4.03 (d, J = 4.8 Hz, 2H, CHz(1)), 4.19 (m,
1H, CH¢z)), 6.86 (m, 6H, Harepmp) and Harepnsiy), 7.49 (d, ] = 8.5 Hz, 2H, Har¢pnsiy)-

13C NMR (75 MHz, CDCl3), 8ppm: 19.0 (Ceaw), 28.9 (CH3esy), 55.6 (CHzpmp)), 68.1
(CHz(1)), 68.4 (CHz¢y), 69.0 (CHez), 69.9 (CHz3), 70.5 (CHz)), 70.6 (CHz)), 70.8
(CHz3)), 70.9 (CHz¢3)), 72.4 (CHzz)), 113.8 (CHarepnsiy), 114.6 (CHarers)), 115.6 (Carrs)),
129.7 (Car¢pnsi)), 137.1 (CHarpnsiy), 152.9 (Carcrs)), 153.9 (Carcrs)), 159.3(Carcpnsiy).

HRMS (ESI): Calculated for C3oH4g07SiNa [M+Na]* 571.3061, found 571.3055.
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Di-tert-butyl(4-(3-(2-(2-(2-(4-methoxyphenoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)-2-(prop-

2-yn-1-yloxy)propoxy)phenyl)silane :

;cBu
3 3 SthB
3 3 1 u
PMPO
~ N\ /\/O ) /©/
0
5

k"

C33H5007Si
MW = 586.83 g/mol

Alcohol 140 (274 mg, 0.5 mmol, 1 eq) was slowly added under argon to a suspension of
sodium hydride 60% in oil dispersion (30 mg, 0.75 mmol, 1.5 eq) in dry THF (3 mL) and
stirred for 30 min at room temperature. Propargyl bromide (67 pL, 0.75 mmol, 1.5 eq)
was then added dropwise and the solution was allowed to warm up to reflux overnight.
The mixture was then cooled down slowly to room temperature, quenched with water
and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (3*10 mL). The combined
organic layers were washed with brine, dried over sodium sulfate, filtered and
evaporated under reduced pressure. The crude was chromatographied on silica gel

(Hex/EtOAc 70/30 v/v) to afford compound 141 as a yellow oil (265 mg, 90%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3), 8ppm: 1.05 (s, 18H, CHsgsw), 245 (t, ] = 2.4 Hz, 1H, CHyz),
3.72 (m, 10H, CHz3)), 3.78 (s, 3H, CH3emp)), 3.84 (m, 3H, CHz¢y and SiH), 4.08 (m, 5H,
CHzq1), 1*CHz3) and CHyz)), 4.40 (d, ] = 2.4 Hz, 2H, CHz(s)), 6.84 (m, 4H, Harpup)), 6.91 (d, J
= 8.4 Hz, 2H, Hargpnsi), 749 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Harpsi)-

13¢ NMR (75MHz, CDCl3), 8ppm: 19.0 (Cgpw), 289 (CHsesw), 55.7 (CHsemp), 57.9
(CHzs)), 67.3 (CHz(), 68.1 (CHzey), 69.9 (CHze)), 70.6 (CHze3), 70.7 (CHze)), 70.8
(CHa@), 70.9 (CHz), 71.0 (CHz), 745 (CHg), 759 (CHey), 80.1 (Crs), 113.8
(CHarepnsip), 114.6 (CHarrs)), 115.6 (CHarers)), 126.6 (Carepnsip), 137.1 (CHarepnsp), 152.9
(Carcrs)), 153.9 (Carers)), 159.3 (Carcpnsiy)-

HRMS (FD): Calculated for C33Hs007Si [M]** 586.33258, found 586.33497.
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11-((4-(Di-tert-butylsilyl)phenoxy)methyl)-3,6,9,12-tetraoxapentadec-14-yn-1-

ol: tBu
SiH
HO 3 3 3 3 1 "tBu
4 0 3 3 O/Y\O
0

’

142
C26H4.4.06Si
MW =480.71 g/mol

At 0°C to a solution of compound 141 (234 mg, 0.4 mmol, 1 eq) in ACN/water (80/20
v/v, 4 mL) was added cerium ammonium nitrate (548 mg, 1 mmol, 2.5 eq). After stirring
for 30 min, the reaction mixture was quenched with a saturated sodium bicarbonate
solution. The aqueous layer was then extracted with ethyl acetate (3*15 mL). The
combined organic layers were washed with water and brine, dried over sodium
sulphate, filtered and evaporated under reduced pressure. The resulting crude product
was chromatographied on silica gel (EtOAc/Hex 80/20 v/v) to give the product 142
(165 mg, 86%) as a pale yellow oil.

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8ppm: 1.03 (s, 18H, CHsgsu), 2.45 (t, ] = 2.4 Hz, 1H, CHz),
2.70 (s, 1H, OH), 3.60 (m, 2H, CHze), 3.68 (m, 12H, CHa(z)), 3.83 (s, 1H, SiH), 4.11 (m, 3H,
CHz(1) and CHgz), 4.40 (d, ] = 2.4 Hz, 2H, CHy(s), 6.90 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Har), 7.48 (d, ] = 8.7
Hz, 2H, Har).

13C NMR (75MHz, CDCI3), 8ppm: 19.0 (Cfeyy), 28.9 (CH3pesw), 57.8 (CHz2(s)), 61.7 (CHzeg),
67.3 (CHz¢y), 70.3 (CHze3)), 70.5 (CHz3)), 70.7 (CHz)), 70.9 (CHz)), 72.5 (CH2), 74.5
(CH¢z), 75.9 (CH¢7)), 80.0 (C¢s), 113.8 (CHar), 126.1 (Car), 137.1 (CHar), 159.3 (Car).

HRMS (ESI): Calculated for C26H4406NaSi [M+Na]* 503.2799, found 503.2804.
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(4-(3-(2-(2-(2-Bromoethoxy)ethoxy)ethoxy)-2-(prop-2-yn-1-yloxy)propoxy)

phenyl) di-tert-butylsilane :

;cBu
SiH
Br 3 3 o 3 3 4 /©/ tBu
0]

k

139
C26H43BroOsSi
MW = 543.61 g/mol

To a solution of alcohol 142 (155 mg, 0.32 mmol, 1 eq) in dry DCM (0.5 mL) were added
sequentially triphenylphosphine (101 mg, 0.384 mmol, 1.2 eq) and carbon tetrabromide
(127 mg, 0.384 mmol, 1.2 eq), at 0°C, under argon. The reaction mixture was then
stirred for 1 h 30 at room temperature and then chromatographied on silica gel (75/25
Hex/EtOAc v/v) after evaporation of the solvent under reduced pressure to afford the

bromo compound 139 (132 mg, 75%), as a yellow oil.

1H NMR (300 MHz, CDCls), 8,pm: 1.04 (s, 18H, CHagsuw), 2.46 (t, ] = 2.4 Hz, 1H, CHz)),
3.47 (t, ] = 6.3 Hz, 2H, CHyg)), 3.66-3.87 (m, 13H, CHa(z) and SiH), 4.12 (m, 3H, CHz() and
CHz), 4.40 (d, ] = 2.4 Hz, 2H, CHas)), 6.90 (d, ] = 8.7 Hz, 2H, Har), 7.49 (d, ] = 8.4 Hz, 2H,
Har).

13C NMR (75 MHz, CDCls), 8ppm: 19.0 (Cgeguy), 28.9 (CHsgew), 30.3 (CHagay), 57.9 (CHagsy),
67.3 (CHz¢1)), 70.5 (CHz¢3)), 70.6 (CHz¢3)), 70.6 (CHz(3)), 70.9 (CHz(s)), 71.0 (CHz3)), 71.2
(CHaz), 745 (CHz), 75.9 (CHz), 79.9 (Cps)), 113.8 (CHar), 126.6 (Car), 137.1 (CHar),
159.3 (Car).

HRMS (ESI): Calculated for C26H4305NaSiBr [M+Na]* 565.1955, found 565.1958.
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Triethyl 2,2',2"-(10-(11-((4-(di-tert-butylsilyl)phenoxy)methyl)-3,6,9,12-tetraoxa

pentadec-14-yn-1-yl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl) triacetate :
tBu \g_, tBu
1

1

N e g o
N N 3 3 3 3 4‘\5
L S
6

EtOZC—b/ / \b—cozEt 138
C46H30N4011Si
MW =893.23 g/mol

To a suspension of DO3A(Et)373 (86 mg, 0.2 mmol, 1 eq) in dry DMF (1 mL) was added
potassium carbonate (58 mg, 0.42 mmol, 2.1 eq) under argon. After stirring for 1 h at
room temperature, the bromide compound 139 (114 mg, 0.21 mmol, 1.05 eq) in
solution in DMF (1 mL) was added dropwise and the reaction mixture was warmed up
to 70°C overnight. The mixture was then slowly cooled down to room temperature
filtered and the filtrate was evaporated under reduced pressure. The crude was
chromatographied on silica gel (DCM/MeOH 95/5 v/v) to give compound 138 as a
yellow foam (120 mg, 67%).

1H NMR (300 MHz, MeOD), 8ppm: 1.04 (s, 18H, CHzgsy)), 1.28 (m, 9H, CH3(y), 2.28-3.64
(m, 37H, CHz@), CHzp) and CH¢z) and CHz(3)), 3.85 (s, 1H, SiH), 4.01-4.19 (m, 9H, CHzy),
CHz(1) and CH¢y)), 4.37 (d, ] = 2.4 Hz, 2H, CHzg), 6.95 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, Har), 7.49 (d, ] = 8.4
Hz, 2H, Har).

13C NMR (75 MHz, MeOD), 8ppm: 13.2 (CHzy), 18.4 (Cew), 28.1 (CHzeeyy), 49.6 (CH2),
49.9 (CHz), 50.3 (CH2), 52.2 (CH2), 52.7 (CHz), 53.0 (CH2), 54.7 (CH2), 55.0 (CH2), 55.2
(CHz), 57.1 (CHz), 60.4 (CHz), 61.0 (CH2), 61.0 (CH2), 64.9 (CH2), 67.0 (CH2), 67.2 (CHz),
69.5 (CHz), 70.0 (CH2), 70.1 (CHz), 70.2 (CHz), 70.6 (CHz2), 74.6 (CH¢z)), 76.0 (CH¢s)), 79.7
(Cee)), 113.7 (CHar), 126.1 (Car), 136.9 (CHar), 159.7 (Car), 171.2 (CO), 173.6 (CO), 173.8
(CO).

HRMS (ESI): Calculated for C46HgoN4O11SiNa [M+Na]* 915.5485 found 915.5473.
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Triethyl 2,2'.2"-(10-(3-((4-(di-tert-butylsilyl)phenoxy)methyl)-1-(1-(3-(5-(2-0x0

hexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-

5-v1)-2, 5,8,11-tetraoxatridecan-13-yl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-

triyl)tri acetate :

tBu _H.tBu
Si

0
/E NH
N
N

o ¢

Et0,C—" \_/ “—CO0,Et
143

Cs9H102N10013SSi
MW =1219.65 g/mol

Method A and B (cf p142) were used for the synthesis of 143.

Cp"RuCl(COD) (5 mg, 0.12 mmol, 0.1 eq) was used with biotin-azide (41 mg, 0.125 mmol,
1 eq) and DO3A 145 (112 mg, 0.125 mmol, 1 eq) in dry DMF (1 mL). The crude was
chromatographied on silica gel (DCM to DCM/MeOH 90/10 v/v) to afford compound
143 as yellow foam (47% method A, 52% method B).

1H NMR (300 MHz, MeOD), 8,pm: 0.88 (m, 2H), 1.04 (s, 18H), 1.25-1.91 (m, 19H), 2.04-
3.08 (m, 20H), 3.18-3.76 (m, 24H), 3.85 (s, 1H), 4.14-4.48 (m, 7H), 4.48 (m, 2H), 4.92 (s,
1H), 6.95 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.50 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.72 (s, 1H).

13C NMR (75MHz, MeOD), 8ppm: 13.3, 18.4, 22.3, 24.9, 25.4, 28.1, 28.4, 29.1, 29.3, 31.7,
354, 36.3,39.7, 46.1, 49.7, 50.3, 50.4, 52.2, 53.5, 54.7, 55.1, 55.6, 59.6, 60.2, 61.0, 61.9,
67.2, 67.5, 69.6, 70.0, 70.1, 70.4, 70.5, 77.0 113.7, 126.3, 133.3, 134.4, 137.0, 159.6,
164.6,173.6,173.8,174.1, 174.6.

MS (ESI): 1219.7 [M+H]*, 1241.7 [M+Na]* (Observed).
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2,2'.2"-(10-(3-((4-(di-tert-butylsilyl)phenoxy)methyl)-1-(1-(3-(5-((3aS$,4S,6aR)-2-

oxohexahydro-1H-thieno|3,4-d]limidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-

triazol-5-y1)-2,5,8,11-tetraoxatridecan-13-yl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-

1,4,7-triyl)triacetic acid: J(
tBu \g./ tBu AN “NH
1 '

0

C, e

HO,C—" \—/ “—(CO0,H 144

Cs53H90N10013SSi
MW =1135.49 g/mol

NaOH 1 M (1 mL) was added to a solution of compound 143 (80 mg, 0.65 mmol, 1 eq) in
THF (1 mL). After stirring for 48 h at room temperature, the reaction mixture was
evaporated under reduced pressure and purified onto a C1g Sep-Pak cartridge (washed
with water and elution with acetonitrile). After lyophilization, 53 mg of deprotected

compound 144 was obtained (74 mg, 100%).

Maldi-TOF: 1132.9 [M-H]", 1154.8 [M+Na-2H]-, 1170.8 [M+K-2H]- (Observed).
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Gadolinium complex of 2,2',2"-(10-(3-((4-(di-tert-butylsilyl])phenoxy)methyl)-1-
(1-(3-(5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-

vl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-5-y1)-2,5,8,11-tetraoxatridecan-13-yl)-

1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-trivl)triacetate:

tBu _H.tBu
Si

145
C53H87GdN1(]013SSi
MW =1289.72 g/mol

Gadolinium chloride anhydrous (14 mg, 0.053 mmol, 1.2 eq) was added to a solution of
compound 144 (50 mg, 0.044 mmol, 1 eq) in water (1 mL). The mixture was stirred at
60°C for 48 h and the pH was periodically adjusted to 6.5-7 with a solution of NaOH 1 M
and HCl 0.1 M. The reaction was cooled down to room temperature and purified through
a column of chelex-100 to trap free Gd3*. After lyophilization, 54 mg of compound 145

(95%) was obtained as a white solid.

Maldi-TOF: 1290.3 [M+H]*, 1312.3 [M+Na]* (Observed).
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Synthese de traceurs bimodaux utilisables en imagerie médicale TEP/IRM

Résumé : Aujourd’hui les médecins disposent de nombreuses techniques d’imagerie médicale afin
d’établir des diagnostics précis et précoces. Cependant chacune de ces techniques posséde ses propres
avantages et inconvénients. C’est pourquoi, 'utilisation de méthodes bi- ou multi-modales parait
intéressante. Parmi celles-ci, la combinaison TEP/IRM permet d’apporter des informations
complémentaires. Il est alors nécessaire d’injecter aux patients un traceur adapté a chacune de ces
modalités. Ce travail de thése a donc consisté a synthétiser des plateformes moléculaires
« universelles » utilisables pour I’imagerie IRM et TEP selon 2 stratégies. La premiere a consisté en la
synthése d’une molécule composée d’un macrocycle de type DO3A permettant a la fois la chélation
d’un atome de gadolinium pour I’IRM mais aussi d’un atome de gallium 68 pour la TEP. L’idée étant,
afin d’avoir une sonde bimodale, de réaliser un mélange des deux composés. La seconde stratégie a été
de synthétiser une unique molécule pouvant étre marquée a la fois par du gadolinium pour ’IRM et
par un atome de fluor 18 pour la TEP. Afin de pouvoir cibler un phénoméne physiopathologique
donné, I’idée de ces plateformes est de pouvoir introduire de mani¢re simple et versatile une
biomolécule. La chimie « click » semble étre une méthode particuliérement attractive pour pouvoir
réaliser cet objectif. Cependant, cette réaction, habituellement catalysée au cuivre est difficilement
applicable sur ce genre de plateforme du fait de I’affinité du cuivre pour le macrocycle DO3A. Ce
probleme a donc été contourné par utilisation de la réaction de chimie « click » catalysée par des
complexes de ruthénium afin d’avoir accés aux deux plateformes macrocycliques.

Mots clés: Traceurs bimodaux, IRM, TEP, DOTA, gadolinium, gallium 68, fluor 18, chimie
« click » catalysée au ruthénium.

Bimodal tracers synthesis for medical imaging PET/MRI

Abstract : Today physicians can use a wide variety of medical imaging techniques to establish early
and accurate diagnosis. Nevertheless, each modality has its own advantages and drawbacks. This is
why bi- or multimodality approach seems interesting. Among them, PET/MRI combination seems
very promising because it can bring complementary informations. It is therefore necessary to inject to
patients tracers specific to each imaging modality. This work described the synthesis of molecular
platforms for MRI and PET imaging, according to 2 different strategies. The first one consisted in the
synthesis of a DO3A macrocycle allowing the chelation of both gadolinium for MRI and gallium 68
for PET. The aim here is to have a bimodal probe, with a mixture of each compound. The second
strategy was the preparation of a single molecule that can be simultaneously labeled by both
gadolinium for MRI and fluorine 18 for PET. The final goal is to introduce onto these platforms a
biomolecule in a versatile and easy way, to be able to target a specific pathophysiological process.
““Click’’ chemistry seems to be an attractive methodology to achieve this goal. However, this reaction,
usually catalyzed with copper is not suitable to DO3A macrocyles due to the copper affinity with
those azamacrocycles. This issue has been circumvent by the use of ruthenium catalyzed ‘‘click”
chemistry. We were then able to access to both macrocycles platforms.

Keywords : Bimodal Tracer, MRI, PET, DO3A, gadolinium, gallium 68, fluorine 18, ruthenium
catalyzed « click » chemistry.
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