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Résumé 
 

Le travail présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans une stratégie de vectorisation 

d’agents diagnostiques et thérapeutiques, vers les protéoglycanes du chondrosarcome, via une 

structure chimique de reconnaissance : un ammonium quaternaire.  

Nous nous sommes intéressés aux deux aspects de la prise en charge du 

chondrosarcome : l’aspect diagnostique par imagerie scintigraphique et l’aspect 

thérapeutique. 

Pour l’imagerie, nous avons validé l’intérêt du radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 dans le 

diagnostic précoce, le staging et le suivi de la réponse au traitement dans un modèle de 

chondrosarcome de rat. Ce dernier démontre une accumulation spécifique et rapide au niveau 

du tissu tumoral, et ce, dès les stades précoces de la pathologie. Actuellement en phase de 

transfert vers la clinique pour la pathologie de l’arthrose, nos résultats ont permis de proposer 

une extension de l’application au chondrosarcome.  

Pour la thérapie, nous avons confirmé, in vitro, que la greffe du vecteur ammonium 

quaternaire, sur un agent alkylant, le melphalan, ne modifiait pas son activité cytotoxique. In 

vivo, les résultats obtenus avec le dérivé ammonium quaternaire du melphalan, ont mis en 

évidence un ralentissement net de la croissance tumorale associée à une diminution 

considérable du syndrome myélodysplasique associé au traitement. Ces résultats prouvent tout 

l’intérêt de la vectorisation pour l’amélioration de l’index thérapeutique et nous ont permis de 

valider la preuve de concept pour la vectorisation d’agent cytotoxique. 

Une autre approche de thérapie a consisté à greffer le vecteur sur des dérivés du 

cyclophosphamide clivables en hypoxie. Parmi les composés synthétisés, l’un d’entre eux a 

montré, in vitro, un différentiel de cytotoxicité hypoxie/normoxie intéressant. Son évaluation 

in vivo dans le modèle de xénogreffe de chondrosarcome HEMC-SS a démontré une 

inhibition importante de la croissance tumorale. En nous intéressant à l’environnement 

hypoxique de la tumeur, nous offrons ainsi une approche encore plus spécifique de la 

thérapie. 

L’ensemble de ces travaux offrent un véritable espoir pour le management du 

chondrosarcome, pathologie, certes rare mais néanmoins redoutable. 
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Abstract 

 

 Our strategy consists in using the quaternary ammonium function, that exhibits a high 

affinity for proteoglycans of extracellular matrix, as a selective carrier to chondrosarcoma of 

(i) radioisotopes for a targeted in vivo imaging or (i) cytotoxics for a targeted therapeutic 

approach.  

 For diagnosis application, a radiotracer radiolabeled with 
99m

Tc (
99m

Tc-NTP 15-5) was 

designed and tested in vivo in an orthotopic Swarm chondrosarcoma model. For therapeutic 

application, a quaternary ammonium derivative of melphalan, Melphalan-AQ, was 

synthesized and assessed in vitro (cytotoxic activity, cell cycle distribution) and in vivo in the 

orthotopic Swarm chondrosarcome model (antitumor efficacy, toxicity). Since 

chondrosarcoma is characterized by hypoxia, research was focused on the vectorization of 

hypoxia-activated prodrugs. 

 For diagnosis, 
99m

Tc-NTP 15-5 radiotracer highly accumulated in tumoral tissue at 

very early stage of pathology while no palpable nor measurable tumor could be assessed. 

 For therapy, chondrosarcoma bearing rats treated with Melphalan-AQ showed a 

significant tumor growth inhibition with associated heamatological side effects being 

significantly reduced as compared to Melphalan. 

 Among all phosphoramidate-AQ derivatives synthetised, one was selected on the basis 

of cytotoxic activity improvement under hypoxia respectively to normoxia. In vivo, this 

compound demonstrated a significant tumoral growth inhibition in the hypoxic HEMC-SS 

chondrosarcoma model. 

 This work underlines the potential of the proteoglycans vectorization strategy 

developed in our lab, for a targeted management of chondrosarcoma including: (i) the first 

and only radiopharmaceutical able to provide in vivo a specific diagnosis and staging of the 

tumoral pathology of cartilage and (ii) a promising targeted antineoplastic approach exploiting 

both the chondrogenic and hypoxic features of chondrosarcoma. 
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 Ce travail de thèse s’inscrit dans la stratégie de vectorisation, développée par l’unité 

UMR 990 Inserm, d’agents diagnostiques et thérapeutiques vers les protéoglycanes du 

cartilage via une structure chimique de reconnaissance, un ammonium quaternaire. Cette 

stratégie qui a fait l’objet d'un brevet mondial, a déjà démontré que les dérivés ammonium 

quaternaire de principes actifs tels que des anti-inflammatoires, des chondroprotecteurs et ou 

encore des anticancéreux, s'accumulaient de façon sélective dans le cartilage [1-3].  

 L'application de cette démarche pour la vectorisation de radioisotopes comme le 

technétium 99m est, d’ailleurs, à l'origine du transfert clinique du radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-

5, pour l'imagerie diagnostique d’une pathologie dégénérative du cartilage, l’arthrose (Projet 

OSEO/Fond Régional d’Innovation). 

 Compte tenu du manque de radiotraceurs précoces et spécifiques disponibles 

actuellement en clinique pour le chondrosarcome, le développement de nouveaux outils 

permettant un diagnostic précoce et spécifique de cette pathologie est essentiel pour sa prise 

en charge thérapeutique.  

 Il faut également souligner la faible efficacité de la chimiothérapie, en partie, due à 

l’absence de vascularisation et à la nature chondrogénique du tissu qui limitent la diffusion 

des agents cytotoxiques jusqu’à la tumeur. Cette accessibilité doit être améliorée et une 

spécificité recherchée.  

 Dans la mesure où les cellules de chondrosarcome synthétisent une matrice 

extracellulaire riche en protéoglycanes comparable à la matrice extracellulaire du cartilage, 

leur ciblage par une fonction ammonium quaternaire semble être adaptée : 

 à l’adressage spécifique, en médecine nucléaire, de radioisotopes, tels que le technétium 

99m, pour l’imagerie diagnostique, le suivi et la réponse au traitement du chondrosarcome, 

mais aussi,  

 à l’adressage de cytotoxiques en vue d’une chimiothérapie sélective de cette pathologie. 

Cette approche permettrait ainsi d’améliorer l’accessibilité des principes actifs vers le tissu 

tumoral, de minimiser les effets secondaires et finalement d’augmenter l’index 

thérapeutique des principes actifs. 

 Par ailleurs, le chondrosarcome étant caractérisé par un environnement hypoxique, la 

double exploitation des caractéristiques de la matrice extracellulaire : hypoxie et 

protéoglycanes, avec le développement de prodrogues vectorisées par un ammonium 

quaternaire et activables spécifiquement en milieu hypoxique constitue une stratégie 



Introduction 

 

 



Introduction 

3 

 

 

innovante et très prometteuse. 

 

 L’objectif de ce travail fut donc de valider le concept de ciblage des protéoglycanes 

du chondrosarcome pour l’application diagnostique avec le radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5, 

mais aussi pour l’application thérapeutique avec un dérivé ammonium quaternaire du 

melphalan dont l’activité cytotoxique a été caractérisée in vitro et démontrée in vivo. Cette 

stratégie a ensuite été appliquée à la vectorisation de prodrogues dérivées des 

phosphoramides et activables en hypoxie, de leur synthèse jusqu’à leur évaluation in vitro 

et in vivo en passant par des études de clivage en millieu réducteur suivis par RMN 
31

P. 
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Le chondrosarcome, ou tumeur  maligne du cartilage, a été décrit pour la première fois 

par Jaffe et Liechtenstein en 1943 [4]. Bien que rare, cette tumeur représente 20 à 25 % des 

tumeurs osseuses primitives et se classe en troisième position après l’ostéosarcome. Environ, 

120 cas par an sont recensés en France et concernent généralement des personnes âgées de 30 

à 60 ans [5] avec un pic de survenue à 50 ans et une prédominance masculine discrète [6]. 

Le chondrosarcome se caractérise par la production d’un tissu cartilagineux, une 

croissance relativement lente et l’apparition de métastases rares. Du fait de la nature 

chondrogénique du tissu et de l’absence de vascularisation, le chondrosarcome est 

généralement résistant à la chimiothérapie et à la radiothérapie ; la meilleure alternative 

proposée aux patients est la chirurgie qui consiste en une exérèse large de la tumeur pouvant 

aller jusqu’à l’amputation. Malgré tout, ces tumeurs ont un risque de récidive élevé, avec un 

plus mauvais pronostic que la tumeur initiale. 

Le pronostic sera fortement conditionné par la rapidité de la prise en charge du 

chondrosarcome et l’efficacité de la chirurgie. 

 

Vers le milieu  du XX
ème

 siècle Lichenstein et Jaff isolent le chondrosarcome du 

groupe des sarcomes ostéogéniques et établissent les critères diagnostiques et cytologiques. 

Les années suivantes, des formes particulières sont décrites. 

Les chondrosarcomes se classent, aujourd’hui,  selon des critères histologiques en : 

 

 Chondrosarcome conventionnel 

 Chondrosarcome dédifférencié 

 Chondrosarcome mésenchymateux 

 Chondrosarcome à cellules claires 
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Tableau 1 : Les différents types de chondrosarcomes, leur fréquence, l’âge moyen et le taux de survie à 5 ans [7] 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Localisations fréquentes des chondrosarcomes 
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III...   CCClllaaassssssiiifffiiicccaaatttiiiooonnn   dddeeesss   ccchhhooonnndddrrrooosssaaarrrcccooommmeeesss   

A. Les chondrosarcomes dits "conventionnels"  

1. Epidémiologie et localisation 

 Les chondrosarcomes dits conventionnels concernent en majorité les personnes âgées 

de 40 à 60 ans (90 %) avec une prédominance discrète chez les hommes (1.5-2 / 1) (Tableau 

1).  

Bien que tous les os puissent être touchés, les plus généralement atteints sont les os longs au 

niveau métaphyse (49 %) ou diaphyse (36 %) [7]. Les tumeurs sont plus fréquemment situées 

au niveau (Figure 1): 

 du pelvis (24 à 38%), 

 du fémur proximal (16 à 27 %), 

 de l’humérus proximal (9 %), 

 des côtes (8 %), 

 du fémur distal (6 %), 

 de la scapula, 

 du tibia proximal. 

 Les chondrosarcomes des mains et des pieds sont rares et représentent moins de 1 % 

de tous les chondrosarcomes.  

 La majorité des chondrosarcomes conventionnels (75%) se localisent principalement 

au niveau de la zone intramédullaire des os longs (chondrosarcome central). Si ils se 

développent à la surface de l’os, ils sont dits périphériques ou juxtacorticales. 

2. Classification  

Lorsqu’ils ne sont pas associés avec une lésion préexistante, les chondrosarcomes sont 

dits « primitifs », ils sont alors toujours centraux. Dans le cas contraire, ils sont dits « 

secondaires », sont soit centraux soit périphériques et représentent 10 % des tumeurs malignes 

cartilagineuses. Les tumeurs bénignes du cartilage peuvent parfois évoluer en 

chondrosarcome. On note parmi elles, l’ostéochondrome qui correspond à une excroissance 

osseuse localisée principalement au niveau de la métaphyse des os longs et recouverte d’une 

coiffe cartilagineuse rappelant le cartilage de conjugaison [8], ou, l’enchondrome qui est une 

tumeur osseuse bénigne localisée dans la région médullaire des petits os long.    
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Figure 2 : Représentation schématique illustrant les principaux critères de classification d’un chondrosarcome 

conventionnel [7] 

 

           Grade I                        Grade II                    Grade III 

Cellularité 

Matrice chondroïde 

Changement myxoide 

Atypie nucléaire 

Cellules en fuseau 

Mitoses, nécrose 
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Il existe un grading histologique des chondrosarcomes dits « conventionnels » qui 

repose principalement sur les caractéristiques cytologiques de la lésion. Cette classification 

fut proposée en 1997 par Evans [9] mais est toujours d’actualité. Ce grading prend en compte 

la densité cellulaire, la taille des noyaux, le degré d’hyper-chromatisme nucléaire, l’index 

mitotique et la nature de la matrice extracellulaire (Figure 2). 

Les grades vont du grade I, le plus bénin, jusqu’au grade III, le plus malin : 

 Grade I : Le grade I, présente un faible degré de malignité. Le tissu est composé d’une 

matrice semblable au cartilage hyalin dans laquelle se trouve une faible densité de 

chondrocytes. On observe occasionnellement des cellules binucléés ou présentant un 

noyau atypique [10]. Le taux de survie à dix ans est d’environ 83 %. 

 Grade II : Le grade II, intermédiaire, présente quelques lésions cellulaires 

caractéristiques telles qu’une augmentation nette de la cellularité avec des noyaux 

atypiques, pléiomorphes et dont la taille est légèrement plus importante. L’activité 

mitotique est rarement visible. 

L’apparition d’un stroma myxoide indique que la tumeur devient agressive, plus 

maligne. Le taux de survie à dix ans, pour le grade II, est d’environ 60 % [11]. 

Les grades I et II présentent un faible potentiel métastatique.  

 Grade III : Le grade III, environ 10 % des chondrosarcomes, présente un haut degré 

de malignité et un fort potentiel métastatique (plus de 70 % des patients), 

essentiellement au niveau des poumons. Il se caractérise par la présence d’un tissu 

muco-myxoïde associé à des cellules en fuseau ou pléiomorphes. L’activité mitotique 

est très importante. De la nécrose peut parfois être observée. A un stade très avancé, le 

tissu peut se dédifférencier et présenter des caractéristiques de fibrosarcome ou 

d’ostéosarcome.  

Pour le grade III, le taux de survie à dix ans est d’environ 5 % [11].  

3. Clinique 

La symptomatologie est habituellement d’installation progressive. Le chondrosarcome 

s’exprime surtout par une douleur localisée dans 80 % des cas, et/ou l’apparition d’une 

grosseur.  
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Figure 3 : Photographie de chondrosarcomes conventionnels localisés au niveau de la métaphyse du fémur [7] 

 

 

         

                                                          A                                                  B 

Figure 4 : Chondrosarcome conventionnel central [12] 

A : Observation macroscopique après résection ; B : Analyse histologique après coloration HE 

 

 

 

 

 

  

Figure 5 : Envahissement du tissu osseux par le chondrosarcome, coloration HES, grossissement x 40 [13] 
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4. Imagerie 

 L’imagerie du chondrosarcome sera développée dans le paragraphe II : "Diagnostic du 

chondrosarcome par l’imagerie" p14. 

5. Anatomopathologie 

a. Analyse macroscopique 

La tumeur présente une architecture lobulaire "effet pop-corn", molle et de nature 

mucoïde ou gélatineuse. Les lobules tumoraux sont blanc nacré, gris-bleu parfois mixoïdes 

(Figure 3 et Figure 4). Des phénomènes d’ossification endochondrale, de nécrose ou de 

kystisation peuvent être observés. L’extension dans les parties molles est fréquente [6]. Des 

phénomènes d’ostéolyse peuvent être également mis en évidence (Figure 5).  

b. Analyse histologique 

Les lobules tumoraux sont de tailles et de formes irrégulières, délimités par des septa 

conjonctifs. Des fragments d’os spongieux résiduels peuvent parfois persister au sein des 

globules et témoignent de la perméation du tissu ostéomédullaire.  

Au sein des lobules, la cellularité est souvent importante et prédominante en périphérie. Les 

chondrocytes sont plus atypiques et présentent des binucléations et un polymorphisme. Le 

noyau des cellules tumorales est important, la chromatine dense. Lorsque des zones myxoïdes 

sont observées et que l’activité métabolique est importante, le diagnostic s’oriente vers un 

chondrosarcome de haut grade [12].  

c. Critères de malignité  

Les critères de malignité sont des critères : 

 Cytologiques : 

o Cellularité 

o Taille importante des noyaux 

o Densification de la chromatine 

o Pluri-nucléations 

o Mitoses 

 Architecturaux : 

o Organisation en lobules de grande taille, irréguliers, séparés d’épais septums 



Chapitre I – Revue bibliographique 

 

 

  

 

 

 

A 
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Figure 6 : Espérance de vie pour des patients atteints d’un chondrosarcome conventionnel [14] 

A : La survie dépend de l’intervention chirugical 

B : Les métastases sont associées à un très mauvais pronostic vital 
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o fibreux 

o Résorption des travées osseuses médullaires et englobement des travées 

osseuses résiduelles par la tumeur 

o Atteinte corticale (rupture, résorption, perméation) 

o Extension aux parties molles 

 Remaniements : 

o Remaniements myxoïdes extensifs 

o Nécrose spontanée 

o Présence de kystes 

Ces caractéristiques cytologiques et histologiques sont utilisées pour établir le grade 

du chondrosarcome.  

 Une corrélation entre les signes cliniques, les radiographies et les analyses 

histologiques sont essentielles pour un diagnostic optimal, une bonne évaluation de 

l’agressivité de la tumeur et du potentiel métastatique. A partir d’un seul critère d’agressivité, 

la chirurgie est recommandée.  

5. Pronostic 

 Le pronostic vital, le risque de récidive et le développement de métastases dépendent 

du stade histologique de la tumeur ainsi que de sa prise charge. Les sites préférentiels pour les 

métastases sont les poumons, mais aussi les os, le cerveau, les nodules lymphatiques et le foie 

[15].  

Une étude clinique a évalué le devenir de patients atteints d’un chondrosarcome 

conventionnel de la paroi thoracique après traitement chirurgical (Figure 6). Dans cette étude, 

pour 97 patients opérés, le taux de survie à dix ans était de 67 % et le taux de récurrence de 34 

%. Les récurrences apparaissaient environ trois ans après l’intervention. Des métastases 

étaient observées chez 14 % des patients, pour la quasi-totalité au niveau pulmonaire [14]. Les 

auteurs soulignent, de plus, l’intérêt de la marge chirurgicale lors de l’exérèse de la tumeur. 

En effet, plus la marge chirurgicale est importante (Figure 6, A), plus le taux de survie 

augmente. De plus, lorsque la marge chirurgicale est large, les risques de métastases et de 

récidives locales sont diminués (Figure 6, B).  

Dans certains cas, l’amputation peut s’avérer nécessaire mais il s’agit d’un cas 

extrème. 
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Figure 7 : Critères d’agressivité visibles en radiographie dans le cas d’une tumeur cartilagineuse [16] 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Management d’une tumeur cartilagineuse proposé par Parlier-Cuaua [16] 
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6.  Chondrosarcome de bas grade et chondrome, un diagnostic délicat 

L’un des problèmes les plus difficiles à résoudre durant le diagnostic est de faire la 

différence entre un chondrome (tumeur bénigne du cartilage) et un chondrosarcome de bas 

grade (tumeur maligne du cartilage), un chondrosarcome de bas grade se montrant plus 

agressif et devant être traité immédiatement par la chirurgie, avec des contrôles réguliers. 

Actuellement aucun marqueur moléculaire ne permet la distinction entre ces deux 

tumeurs cartilagineuses. Leur séparation se fait, par conséquent, d’après les observations 

cliniques. 

Parlier-Cuaua  et al propose un management pour la prise en charge de ces tumeurs 

lorsque la distinction entre le caractère bénin ou malin est difficile [16] : 

« Est un chondrosarcome plutôt qu’un chondrome, jusqu’à preuve anatomo-pathologique du 

contraire, toute tumeur cartilagineuse :    

 douloureuse de l’adulte,    

 localisée aux ceintures ou aux segments proximaux,  

 dont la taille est supérieure à 5 cm,  

 hétérogène, à contours flous,  

 entraînant une soufflure, un épaississement cortical, un scalopping (encoche sur la corticale 

par atteinte de contiguïté d’une quelconque lésion tumorale) 

 comportant une réaction périostée, un envahissement des parties molles,  

 entraînant une hyperfixation scintigraphique. » 

 

 Le management doit se faire d’après des critères d’agressivité cliniques, radiologiques 

ou histologiques tels que des fractures pathologiques, une destruction de la corticale, etc... 

(Figure 7 et Figure 8). En l’absence de tout critère, un suivi régulier par l’imagerie (IRM, 

scanner, scintigraphie) est préconisé.  
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B. Les chondrosarcomes "non conventionnels" 

 Les chondrosarcomes dits non conventionnels sont rares, on distingue les 

mésenchymateux, à cellules claires ou encore dédifférenciés (de haut grade). 

1. Le chondrosarcome mésenchymateux 

a. Définition, épidémiologie 

 Il s’agit d’un chondrosarcome très agressif qui représente environ 2 % de tous les 

chondrosarcomes. Il peut se produire à tout âge avec, cependant, un pic d’incidence aux 

alentours de 20 - 30 ans [11]. Ce type de chondrosarcome a été décrit par Jacobson en 1977 

[12]. Il se localise majoritairement au niveau région cranofacial (15 à 30 %) [7]. Le taux de 

survie à dix ans se situe bien en-dessous de 50 %.  

b. Diagnostic par imagerie 

 Le chondrosarcome mésenchymateux est relativement proche d’un chondrosarcome 

conventionnel. Des lésions ostéolytiques et zones de calcifications peuvent être observées en 

IRM. L’extension au niveau des tissus mou est fréquente. Les examens d’imagerie sont, 

cependant, les mêmes que pour le chondrosarcome conventionnel et seront présentés dans le 

paragraphe II " Diagnostic du chondrosarcome par l’imagerie" p14.  

c. Anatomopathologie 

Il s’agit d’un tissu constitué de deux zones morphologiquement distinctes : des cellules 

mésenchymateuses primitives indifférenciées entremêlées d’ilots de cartilage.  

d. Marqueurs moléculaires 

Certains marqueurs moléculaires peuvent être utilisés dans le cas du chondrosarcome 

mésenchymateux : 

 La protein S-100 intervient dans la régulation de processus cellulaires tels que la 

croissance et la motilité, la régulation du cycle cellulaire, la transcription et la 

différenciation. 

 Le facteur de transcription SOX9 joue un rôle important dans le développement du 

squelette. Cette protéine se fixe à des régions spécifiques de l'ADN et régule l'activité 

d’un certain nombre de gènes.  
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Figure 9 : Les petites cellules indifférenciées qui composent le tissu d’un chondrosarcome 

mésenchymateux sont positives à CD99 [7] 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Scanner d’un chondrosarcome à cellules claires localisé en épiphyse métaphyse du 

fémur proximal. 
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 Le cluster de différenciation CD99 est exprimé dans tous les leucocytes et les cellules 

vasculaires endothéliales, il intervient notamment dans l’extravasation des leucocytes 

vers les tissus enflammés. 

Dans le cas d’un chondrosarcome mésenchymateux, la zone cartilagineuse est positive 

pour la protéine S-100 [17], et les petites cellules indifférenciées sont positives pour CD99 

[18] (Figure 9). Les deux zones sont positives à SOX9 [19]. 

e. Pronostic 

Le pronostic pour cette tumeur est mauvais. Des récurrences et des métastases peuvent  

s’observer majoritairement au niveau pulmonaire et, cela, plus de vingt ans après le diagnostic 

de la tumeur primitive [7]. Enfin, la chirurgie ablatrice reste le traitement de choix. 

 

2. Le chondrosarcome à cellules claires 

a. Définition, épidémiologie 

 Il s’agit d’un chondrosarcome rare (environ 1 à 2 % de tous les chondrosarcomes) 

décrit en 1976 par Unni et al [20] qui présente un faible degré de malignité. Il existe une 

prédominance masculine (2,6 / 1) et le pic d’incidence est compris entre trente et quarante 

ans. Il se retrouve généralement localisé au niveau de la zone épiphysaire des os longs. Les 

sites les plus affectés sont le fémur proximal et la tête humérale.  

b. Imagerie 

La lésion est localisée typiquement au niveau épiphysaire des os longs (Figure 10). La 

marge entre la tumeur et l’os normal est étroite. Des calcifications intra-tumorales radio-

opaques peuvent être présentes. Des destructions de la corticale sont très peu observées. 

 La encore, les examens d’imagerie ne sont pas différents du chondrosarcome 

conventionnel et seront développés dans le chapitre suivant. 

c. Anatomopathologie 

Les cellules tumorales contiennent un important noyau rond localisé au centre et un 

cytoplasme riche en glycogène qui est responsable de son apparence claire (Figure 11, B) [28, 

30]. Les membranes cytoplasmiques sont bien délimitées. Les mitoses sont rares.  
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Figure 11 : Pièce chirurgicale d’un chondrosarcome à cellules claires, observation macro 

et microscopique [21] 

A : Observation macroscopique, la tumeur est localisée au niveau de la région épiphysaire du fémur. 

B : Observation microscopique, les cellules montrent un cytoplasme d’aspect clair. 

 

 

 

Figure 12 : Observation microscopique d’un chondrosarcome dédifférencié avec deux composantes histologiques : un 

chondrosarcome de grade I juxtaposé à un rhabdomyosarcome de haut grade. Grossissement x 100 [22]. 

A 

B 
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d.  Marqueurs moléculaires 

Les cellules de ce type de chondrosarcome sont positives pour le collagène II et pour 

la protéine S-100 [17]. 

d. Pronostic 

Ce type de chondrosarcome est faiblement malin et se traite par une résection 

complète. On peut néanmoins observer des récurrences et des métastases (poumon, cerveau et 

os) chez environ 25 % des patients [7]. 

3. Le chondrosarcome dédifférencié 

a. Définition, épidémiologie 

 Dahlin et Beabout furent les premiers, en 1971 [23], à décrire le phénomène de 

dédifférenciation du chondrosarcome. Ce phénomène se traduit par l’évolution de 

l’organisation d’un tissu tumoral bien différencié en un tissu de haut grade exprimant souvent 

des caractéristiques d’ostéosarcome ou de fibrosarcome. 

Ce type de chondrosarcome représente 10 % de tous les chondrosarcomes. La moyenne d’âge 

se situe entre cinquante et soixante ans. Les sites les plus touchés sont le fémur et le pelvis 

[24]. 

b. Imagerie 

Un chondrosarcome dédifférencié apparait radiologiquement comme un tissu non 

homogène. Un dimorphisme tumoral avec, à la fois, une composante cartilagineuse et une 

composante  agressive, ostéolytique et envahissant les tissus mous est souvent observé [25]. 

La présence d’une fracture pathologique survient dans 13 à 25 % des cas. 

c. Anatomopathologie 

On distingue classiquement deux composantes : l’une présente un aspect cartilagineux 

bleu-gris et correspond à un chondrosarcome bien différencié de bas grade, l’autre correspond 

à une composante sarcomateuse de haut grade, non cartilagineuse (Figure 12). Cette dernière 

prend le plus souvent l’aspect d’un histiocytofibrome malin, mais peut aussi correspondre à 

un ostéosarcome ou à un sarcome d’origine musculaire. 
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Figure 13 : Visualisation par radiographie d’un chondrosarcome localisé au niveau tibia proximal [26] 

A : Visualisation antéropostérieur ; B : Visualisation latérale 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Scanner, coupe axiale d’un 

chondrosarcome d’une femme de 56 ans [27] 

Visualisation d’une tumeur importante de la 6ème 

côte droite, avec des calcifications centrales. 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Radiographie d’un 

chondrosarcome central du fémur [26]. 

Visualisation d’une lésion lytique bien définie 

avec une zone de transition et des calcifications. 
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d. Pronostic 

A moins d’un traitement très agressif, le taux de survie à cinq ans est de 13 % avec 

une médiane de survie de 7,5 mois [28]. Les métastases sont fréquentes et localisées 

essentiellement au niveau pulmonaire mais aussi au niveau viscéral et osseux. 

IIIIII...   DDDiiiaaagggnnnooossstttiiiccc   ddduuu   ccchhhooonnndddrrrooosssaaarrrcccooommmeee   pppaaarrr   lll’’’iiimmmaaagggeeerrriiieee   

A. L’examen radiologique 

 L’examen radiologique permet une première visualisation et localisation de la tumeur 

(Figure 13), il donne des informations relatives à sa taille et à l’aspect de sa matrice 

(visualisation des calcifications intra-tumorales donnant un aspect floconneux ou en « pop 

corn »). Dans le cas d’un chondrosarcome central, la radiologie permet de visualiser une 

lésion lytique bien définie avec une zone de transition étroite encerclant de la sclérose avec 

peu de calcifications (Figure 15). Le développement d’une telle lésion peut entrainer une 

rupture corticale et une destruction des tissus mous [26].  

B. L’examen tomodensitométrique, le scanner 

 Le scanner (ou tomodensitométrie) est la seconde étape si les clichés standards ne 

suffisent pas. Il permet une meilleure visualisation de la matrice tumorale ainsi que des 

éléments favorables au diagnostic tels que des petites calcifications et une matrice 

floconneuse, qui sont des critères permettant d’affirmer la nature cartilagineuse, une lyse de la 

corticale et un envahissement des parties molles (Figure 14). Il est, de plus, possible de 

mesurer l’épaisseur de la coiffe non calcifiée d’une tumeur : fine dans le cas de tumeurs 

bénignes et, épaisse (plus de 3 cm) dans le cas d’un chondrosarcome. 

C. L’imagerie par résonance magnétique, l’IRM 

 Le principal avantage de l’IRM est sa résolution spatiale. Même si elle analyse mal les 

calcifications et les lyses corticales limitées, elle peut détecter, plus aisément que les 

techniques précédentes, des niveaux liquides dans des cavités à fort contenu protéique et de 

l’oedème péritumoral. Elle permet également l’évaluation de l’extension intraosseuse, la mise 

en évidence du dimorphisme tumoral et la détection d’un envahissement des parties molles.   

L’aspect  lobulaire  du  tissu  chondrosarcome  peut  ainsi  être  visualisé  [29],  les  lobules  
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                    A                                                       B                                                          

Figure 16 : Visualisation d’un chondrosarcome dédifférencié de la diaphyse tibiale gauche par IRM [25]. 

B : IRM coupe coronale pondérée T2 

C : IRM coupe axiale pondérée T2 passant par la composante cartilagineuse (flèche) ayant un aspect en 

logettes de haut signal T2.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Structure des principaux agents de contraste au gadolinium commercialisé 
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apparaissant sous forme de logettes (Figure 16, B et C). 

Parmi les techniques d’IRM, nous pouvons citer une technique appelée "Gadolinium-

enhanced magnetic resonance imaging" (dGEMRIC) qui utilise un agent de contraste, le 

gadolinium  (Figure 17) [30-32]. Après injection en i.v. de l’agent de contraste anionique de 

gadolinium, ce dernier atteint le cartilage et se distribue inversement à la concentration en 

protéoglycanes car il est repoussé par les charges négatives de ces macromolécules. En 

revanche, en cas de lésion et dégradation du cartilage, le produit de contraste persiste [33]. 

Cette technique est donc une méthode non invasive d’évaluation indirecte de la concentration 

en protéoglycanes du tissu cartilagineux [34]. Cependant, elle ne semble pas avoir été 

exploitée pour l’imagerie du chondrosarcome. 

D. La scintigraphie 

 Alors que les techniques d’imageries morphologiques telles que la radiographie, le 

scanner ou l’IRM permettent d’obtenir des informations quant à la localisation et la taille de la 

tumeur, la scintigraphie va apporter l’information fonctionnelle et aide au diagnostic, au 

staging et à l’évaluation de la réponse à la thérapie. Ce type d’imagerie est complémentaire de 

l’imagerie anatomique, puisqu’il permet d’étudier certains processus physiologiques et peut 

ainsi mettre en évidence des disfonctionnements relatifs à une pathologie avant même que des 

anomalies morphologiques ne soient visualisables en imagerie anatomique.   

 Cette technique consiste à injecter un radiotraceur qui peut être soit, un radionucléide 

libre tel que l’iode 123 ou le Thallium 201, soit l’association d’un ligand et d’un 

radionucléide, le ligand ayant une affinité sélective pour un organe, un tissu ou une fonction. 

Quelque soit le radiotraceur, il doit répondre à un certain nombre de critères : 

 Il doit être le plus stable possible dans l’organisme.  

 Il doit être capable de franchir les barrières pour atteindre sa cible. 

 Il ne doit pas perturber les processus physiologiques et doit donc être administré à une 

très faible concentration (dose traceuse). 

 Il doit rester lié à sa cible et, au contraire, être éliminé très rapidement lorsqu’il est 

libre. 

 Il doit être de très faible toxicité sur le plan biologique et radiotoxicologique. 

 La liaison entre le ligand et le radionucléide doit être stable in vivo de manière à ce que 

le signal du radionucléide détecté reflète bien la présence du ligand dans l’organisme. 
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Figure 18 : Structure du 18F-FDG 
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 Le radionucléide émet un rayonnement adapté à sa détection in vivo par les 

équipements d’imagerie. De plus, la période effective du radiotraceur, prenant en compte la 

période physique et biologique, doit être à la fois, suffisamment longue pour permettre 

l’examen d’imagerie, mais aussi, suffisamment courte pour ne pas entraîner d’exposition 

excessive pour le patient. 

1. Les rayonnements 

 Les rayonnements α ayant un parcours extrêmement faible, ils ne peuvent pas être 

détectés par des dispositifs externes de détection. Ils ne sont donc pas utilisés en scintigraphie. 

En revanche, les rayonnements γ et β sont utilisés : 

 Les rayonnements γ, tels que ceux émis par le technétium 99m, le thallium 201 et 

l’iode 123, interviennent dans l’imagerie TEMP "Tomographie par Emission Mono-

Photonique". L’une des principales limites à l’imagerie TEMP est l’atténuation du 

rayonnement lors de la traversée de la matière qui ne permet pas une analyse 

quantitative absolue. 

 Les rayonnements β, plus particulièrement les rayonnements β
+
, tels que ceux émis le 

fluor 18, le carbone 11 et le cuivre 64, interviennent dans l’imagerie TEP 

"Tomographie par Emission de Positons". Les rayonnements détectés sont des paires 

de photons émis à 180 ° l’un de l’autre, suite à des phénomènes d’annihilation entre un 

positon et un électron. Ces photons possèdent une énergie de 511 keV et sont émis en 

coïncidence ce qui permet de localiser l’émission. 

2. La détection 

 La détection s’effectue par l’intermédiaire d’un détecteur externe adapté au 

rayonnement, et permet d’évaluer la répartition topographique de la radioactivité dans 

l’organisme. On parle d’imagerie monophotonique lors de la détection directe des 

rayonnements γ ou d’imagerie TEP lors de la détection indirecte des photons de 511 keV 

résultant de l’annihilation des positons. 

3. Les radiotraceurs 

Plusieurs traceurs sont actuellement utilisés en clinique pour l’imagerie du chondrosarcome:  

 Le 
18

F-fluorodésoxyglucose (
18

F-FDG) (Figure 18), utilisé en imagerie TEP, et qui est 

un analogue du glucose marqué au 
18

F dont la période physique est de 112 minutes.  
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 Figure 19 : Pénétration intracellulaire du 18F-FDG dans les cellules tumorales et accumulation 

 

 

 

 

  

 

Figure 20 : Imagerie TEP au 18F-FDG, récidive d’un chondrosarcome maxillaire [35]. 

Femme ayant eu un chondrosarcome traité par chirurgie 5 ans auparavant. 

L’imagerie PET met en évidence des métastases hypermétaboliques au 

niveau du sacrum et de l’ilium droit ainsi que des lésions au niveau des 

côtes droites, des poumons et au niveau de la colonne. 

Histologie : chondrosarcome mésenchymateux de grade II 

côtes 

poumon 
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sacrum 
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vessie 



Chapitre I – Revue bibliographique 

17 

 

Ce dernier est fortement capté par les tissus dont le métabolisme glucidique est très 

important (cerveau, tissu tumoral…) (Figure 19). Il pénètre dans la cellule en utilisant 

les mêmes transporteurs membranaires que le glucose (les GLUT 1) puis commence à 

subir les mêmes processus enzymatiques. Toutefois, une fois transformé en FDG-6-

phosphate par les hexoquinases, la présence du fluor en position empêche la poursuite 

de la réaction de glycolyse. Le 
18

F-FDG, sous sa forme phosphorylée, s’accumule 

alors dans la cellule. Sa captation est donc un bon reflet de la consommation du 

glucose dans l’organisme, elle augmente avec le grade de la tumeur. Dans le cas d’un 

chondrosarcome, le 
18

F-FDG pourra imager très difficilement un chondrosarcome de 

bas grade à un stade précoce puisque sa fixation est liée à l’activité métabolique du 

tissu. L’activation métabolique augmentant avec le grade, l’utilisation du 
18

F-FDG 

sera plus adaptée à des chondrosarcomes de haut grade. De plus, il peut être utilisé 

pour localiser d’éventuelles métastases (Figure 20). 

 

 Les traceurs osseux tels que les diphosphonates marqués au technétium 99m et 

utilisés en imagerie TEMP, par exemple l’hydroxy-méthylène diphosphonate (
99m

Tc-

HMDP) qui peut mettre en évidence un remodelage osseux et des métastases osseuses 

[36]. La fixation de ce radiotraceur est conditionnée par le métabolisme et la 

vascularisation de l’os. Elle est essentiellement représentée par la fraction minérale 

(hydoxyapatite) avec une affinité particulière pour les sites où l’activité ostéoblastique 

est plus importante.  

 

 Le 
201

Tl (thallium), un analogue du potassium dont la captation dépend de la pompe 

Na/K ATPase dépendante qui est présente au niveau des membranes des cellules 

viables, et peut être surexprimée au niveau de certains carcinomes peu différenciés. 

Kaya et al. [37] rapportent une fixation du 
201

TI pour chondrosarcomes à partir du 

grade II, les tumeurs de grade I ne fixant pas. 

 

 Le 
99m

Tc-MIBI [38], 
99m

Tc 2-methoxy-isobutyl-isonitrile, est un traceur cationique 

lipophile. Sa captation s’effectue de manière passive selon le gradient du potentiel 

transmembranaire et dépend de l’activité mitochondriale. De ce fait, le 
99m

Tc-MIBI 

peut être considéré comme un marqueur de viabilité cellulaire et d’activité 

métabolique. Par ailleurs, la mise en évidence de l’affinité du 
99m

Tc-MIBI pour  
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certaines protéines exprimées par les gènes MDR "Multi-Drug Resistance", telles que 

la glycoprotéine P, rendent l’interprétation de l’imagerie difficile, avec la possibilité 

d’avoir de faux-négatifs. 

 

 Le
 99m

Tc-tetrofosmine [38], est un autre traceur lipophile et sa captation est semblable 

à celle du 
99m

Tc-MIBI.  

Toutefois, puisque leur fixation dépend de la cellularité et du flux sanguin, ces trois 

derniers traceurs ne sont pas de bons outils dans le diagnostic des chondrosarcomes de 

bas grade. 

 

 Enfin, nous pouvons citer le 
99m

Tc-DMSA V, l’acide dimercaptosuccinique marqué au 

technétium 99m qui peut être utilisé pour détecter les métastases osseuses des tissus 

mous. Choong et al. [39] ont d’ailleurs étudié l’intérêt de réaliser un double diagnostic 

au 
201

Tl et au 
99m

Tc-DMSA pour l’évaluation du grade du chondrosarcome et la 

différenciation avec une tumeur bénigne. Une fixation positive au 
201

Tl et au 
99m

Tc-

DMSA orienterait vers un chondrosarcome de grade II ou III, une fixation positive au 

99m
Tc-DMSA mais négative au 

201
Tl orienterait vers un chondrosarcome de grade I ou 

une tumeur bénigne. Enfin, dans le cas où aucun traceur ne fixerait, le diagnostic 

s’orienterait vers une tumeur bénigne.  

 

 La fixation des traceurs dépend principalement de la vascularisation et de la cellularité 

du tissu tumoral. Un chondrosarcome de bas-grade sera ainsi difficilement visualisé par 

scintigraphie quelque soit le radiotraceur.  

 

Le chondrosarcome étant avasculaire et hypoxique, nous pouvons également souligner 

le développement de traceurs en imagerie TEP spécifiques de l’hypoxie :  

 

 Le 
18

F-FMISO, dérivé nitroimidazolé, marqué au 
18

F, émetteur β
+
 est utilisé avec la 

technologie TEP
 
(Figure 21). Ce traceur diffuse de façon homogène dans la plupart des 

tissus et est éliminé par voix hépatobiliaire et urinaire. La rétention du traceur est due 

à l’action de nitroréductases intracellulaires qui convertissent le 
18

F-FMSIO en un 

dérivé hydroxylamine ou amine qui peut alors se lier au niveau d’un site nucléophile 

d’une macromolécule intracellulaire par liaison covalente (Schéma 1) [40]. Sa rétention  
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Figure 21 : Structures de différents radiotraceurs spécifiques de l’hypoxie 

 

 

 

 

Schéma 1 : Réduction intracellulaire des nitro-imidazolés conduisant à la rétention de ces composés [40] 
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est donc liée à la tension en O2 du tissu, car il peut être réoxydé en présence d’oxygène 

et regagner la circulation générale. 

En clinique, le 
18

F-FMISO est très bien toléré, l’acquisition nécessite 20 à 30 min et 

 débute de 75 à 150 minutes après injection du traceur.  

Cependant, son emploi en routine se heurte à plusieurs limitations : une fixation aux 

cellules hypoxiques assez lente, un rapport signal sur bruit faible et la présence de 

métabolites radioactifs parasites. De ce fait, des dérivés nitroimidazoles marqués de 

2
nd

 génération ont été développés. C’est le cas du 
18

F-fluoroérythronitroimidazole (
18

F-

FETNIM) et du 
18

F-EF5 (Figure 21), plus hydrophiles, plus stables et qui présentent un 

meilleur contraste que le 
18

F-FMISO [41]. 

 

 Le traceur Cu-diacétyl-bis(N-4-méthylthiosemicarbazone) (Cu-ATSM) est un 

complexe métallique qui vient chélater un atome de cuivre (Figure 21). Plusieurs 

isotopes du cuivre émetteurs β
+
 sont disponibles : 

60
Cu (T1/2 = 23,7 minutes), 

61
Cu (T1/2 

= 201 minutes), 
62

Cu (T1/2 = 9,7 minutes) et 
64

Cu (T1/2 = 762 minutes). Ce complexe est 

suffisamment lipophile pour franchir les membranes cellulaires. La captation de ce 

complexe est rapide et caractéristique des cellules hypoxiques. Le complexe est 

électriquement neutre lorsqu’il s’agit du Cu(II). Le cuivre II est naturellement réduit 

par le NADPH ou le NADH cytoplasmique en présence de réductases, et 

immédiatement réoxydé en présence d’oxygène. En hypoxie, le cytoplasme est 

acidifié et pauvre en oxygène. Le complexe reste donc chargé négativement. Il y a 

alors captation d’un proton du milieu, ce qui provoque la libération du Cu(I) dans le 

cytoplasme et formation d’adduits cellulaires. [42,40].  

Comparativement au 
18

F-FMISO, il offre un meilleur contraste sur les images 

précoces. Lorsque l’isotope est un atome de 
64

Cu, la molécule peut être utilisée à la 

fois en imagerie et en radiothérapie [43,44]. Le 
64

Cu étant émetteur d’électrons Auger 

peut créer des lésions à l’ADN et induire l’apoptose. 

 

 Le 
18

F-FAZA correspond à l’azomycine arabinoside marqué au 
18

F (Figure 21). 

Comparativement au 
18

F-FMISO, le 
18

F-FAZA offre un meilleur contraste, évoquant 

une clairance rapide du traceur dans les tissus sains [45,46]. L’intérêt de la TEP au 

18
F-FAZA a été montré pour la radiothérapie ciblée dans les cancers du col de l’utérus 

[47].  
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Des analogues iodés, tels que le 
124

I-iodoazomycine galactopyranoside (
124

I-IAZG) 

 (Figure 21), ont été développés en tant que radiotraceurs spécifiques de l’hypoxie. 

Cependant, comparativement aux radiotraceurs fluorés, ces analogues iodés n’offrent 

pas d’avantages : la résolution est plus faible, la biodistribution est variable et le risque 

d’irradiation par l’iode 124 est élevé [48,49]. 

 

 Il existe donc un certain nombre de radiotraceurs spécifiques de l’hypoxie. 

Néanmoins, leur utilisation ne permet pas d’évaluer ni d’affirmer la nature cartilagineuse de la 

tumeur, une information essentielle pour l’orientation de la thérapie. Ces traceurs, pourraient, 

en revanche, permettre d’évaluer la fraction hypoxique d’une tumeur et ainsi prévoir la 

résistance à la radiothérapie.  

 Aucune imagerie spécifique de l’hypoxie du chondrosarcome n’a été trouvée dans la 

littérature. 

  

 



Chapitre I – Revue bibliographique 

 

 

   

   

   

 

Figure 22 : Mécanisme de radio et de chimiorésistance pour le chondrosarcome [50] 
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IIIIIIIII...   TTTrrraaaiiittteeemmmeeennnttt   ddduuu   ccchhhooonnndddrrrooosssaaarrrcccooommmeee   

A. La chimiothérapie 

L’utilisation de chimiothérapie en adjuvant ou néoadjuvant est controversée du fait 

d’une faible réponse. En effet, le chondrosarcome est résistant à la chimiothérapie. 

Plusieurs raisons peuvent expliquer cette chimiorésistance : 

 L’absence de vascularisation et la matrice extracellulaire très importante qui limitent 

la diffusion des molécules jusqu’au tissu tumoral. 

 La nature hypoxique du tissu qui entraine l’activation d’un certain nombre de voies :  

 diminution de la sensibilité à l’apoptose,  

 augmentation de nombreuses protéines impliquées dans la résistance aux 

molécules de chimiothérapie (augmentation du phénotype de multirésistance 

MDR "multidrug resistance", accroissement du glutathion ou de la 

métallothionine cellulaire). 

Les mécanismes de l’hypoxie seront développés dans le chapitre IV.A. 

"L’hypoxie" p27. 

 Il existe une protéine, la P-glycoprotéine, fortement exprimée dans les 

chondrosarcomes qui intervient dans les phénomènes de chimiorésistance (Figure 22). 

Cette protéine est encodée par le gène MDR-1 Multi Drug Resistance-1 . Il s’agit du 

principal mécanisme de défense des cellules de chondrosarcome contre les agents 

chimiothérapeutiques. Elle agit comme une pompe ATPase capable d’expulser, grâce 

à l’énergie fournie par l’ATP, les agents anticancéreux [50]. Elle diminue ainsi 

considérablement les concentrations intracellulaires des cytotoxiques. 

 Enfin, les chondrosarcomes se développent lentement alors que la plupart des 

anticancéreux agissent sur des cellules qui se divisent rapidement [17,51]. 

B. La radiothérapie 

En ce qui concerne la radiothérapie, aucune véritable efficacité n’a été recensée à ce 

jour. Le mécanisme de radiorésistance du chondrosarcome n’est pas totalement élucidé. La 

radiorésistance pourrait être due à l’hypoxie, comme décrit dans de nombreuses tumeurs, qui 

limiterait les effets des radiations ionisantes. 
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Figure 23 : Résultats de l’étude clinique de Potluri et al. concernant la dose administrée en radiothérapie 

et le volume tumoral [52] 
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taille de la tumeur. 
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Les radiations ionisantes entrainent deux types d’effets: 

 Ionisation directe : Très rapidement, les cellules subissent des altérations atomiques et 

moléculaires au niveau de l’ADN (coupures simples et doubles brin). 

 Ionisation indirecte (la majorité des effets dus au rayonnement) : Les rayons ionisants 

réagissent avec la matière en formant des radicaux libres. Ces radicaux libres sont 

capables de réagir avec les molécules d’O2 et de générer des espèces réactives tels que 

des anions superoxydes O2
•-
, des radicaux hydroxyles OH

•
 et du peroxyde d’oxygène 

H2O2. Ces espèces réactives de l’oxygène sont, elles-mêmes, responsables des 

dommages observés au niveau de macromolécules tel que l’ADN [53]. L’efficacité de 

ce processus est, par conséquent, maximale si des molécules d’O2 sont présentes au 

moment de la radiation. En milieu anaérobie, les radicaux libres peuvent se 

recombiner entre eux sans engendrer de lésions au niveau de l’ADN [54] ce qui 

explique la radiorésistance des fractions hypoxiques tumorales; la dose nécessaire 

pour détruire une cellule doit alors être augmentée de 2,5 à 3 fois plus pour avoir le 

même effet qu’en milieu aérobie.  

 

Plusieurs méthodes ont été testées pour pallier cette forme de radiorésistance : 

 L’hyperthermie [55]  

 L’oxygénation forcée  

 Des agents cytotoxiques spécifiques de l’hypoxie et radiosensibilisants [56-58].  

 

 Bien que les chondrosarcomes répondent faiblement à la radiothérapie, la 

radiothérapie peut avoir un intérêt pour les chondrosarcomes de taille importante ou localisés 

dans des zones où les marges de résections ne peuvent pas être suffisamment larges pour que 

la chirurgie soit véritablement efficace, la base du crâne par exemple. Dans ce cas, la 

radiothérapie est proposée en tant que traitement adjuvant à la chirurgie et permet un 

allongement de l’espérance de vie [52,59,60]. 

Du fait de la résistance du chondrosarcome vis à vis de la radiothérapie, les doses minimales 

efficaces administrées sont généralement de 65 Gy mais peuvent varier selon la taille de la 

tumeur (Figure 23). 
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 Les protéines antiapoptotiques telles que Bcl-2 peuvent intervenir dans les 

phénomènes de radiorésistance. Les radiations induiraient une surexpression de Bcl-2 dose 

dépendante et donc une diminution de la réponse à la radiothérapie [61]. Le ciblage de 

l’expression de Bcl-2 semble être une piste intéressante pour améliorer la sensibilité aux 

radiations ionisantes. 

 Enfin, la protéine p16, une protéine suppresseur de tumeur, pourrait également avoir 

un rôle dans la radiorésistance du chondrosarcome [62]. Il a été démontré que pour 41 % des 

chondrosarcomes, le gène CDKN2 codant pour la protéine p16 était altéré [63].  

C. Les thérapies ciblées 

Depuis quelques années, la recherche s’intéresse au développement de thérapies 

ciblées avec notamment le contrôle de l’expression de certaines molécules ayant une action 

sur la mort, la survie ou la prolifération cellulaire. Cibler la voie de signalisation de l’apoptose 

et induire la mort cellulaire permettrait d’améliorer la réponse à la chimiothérapie ou la 

radiothérapie. L’expression de gènes contrôlant la mort et la survie cellulaire, tels que les 

membres de la famille Bcl-2, sont bien documentés dans la pathologie du chondrosarcome 

[64]. 

1. Le ciblage de l’angiogénèse 

La croissance et la progression tumorale nécessitant un apport adéquat en nutriments 

et oxygène, l’angiogénèse joue un rôle primordial dans les tissus néoplasiques. 

Dans le cas des tumeurs cartilagineuses, les vaisseaux sanguins s’organisent autour des 

lobules tumoraux. La densité de ces microvaisseaux est en général faible à l’exception des 

chondrosarcomes dédifférenciés de haut grade. L’angiogénèse est également induite, en 

réponse à l’hypoxie, par le factor HIF-1 qui active de nombreux facteurs proangiogéniques 

dont le facteur de croissance VEGF "Vascular Endothelium Growth Factor", elle permet la 

prolifération, la croissance et le développement de métastases. Cette voie est donc une cible 

thérapeutique potentielle. Les principes actifs inhibant les différents signaux intervenant dans 

la cascade angiogénique et notamment les inhibiteurs des récepteurs Tyrosine Kinase ont 

montré des résultats précliniques prometteurs : 

 Morioka et al. ont mis en évidence que l’association d’un traitement ciblant 

l’angiogénèse (le PRPR-B) et de la chimiothérapie (l’ecteinascidine 743), entraine de 

la nécrose [65].  
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Figure 24 : Contrôle de différents processus cellulaires par le proto-oncogène Myc en conditions normales 

ou lors de la tumorogénèse [66]. 

 

 

 

 

Figure 25 : Activation de la voie PI3K/Akt/mTOR [67] 
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 Klenke et al ont démontré que l’inhibition du récepteur tyrosine kinase pour les 

facteurs de croissance VEGF, FGF "Fibroblast Growth Factor" et PDGF "Platelet-

Derived Growth Factor", tous trois médiateurs de l’angiogénèse tumorale, entrainait 

un effet antitumoral. Les auteurs ont étudié l’inhibiteur SU6668. Lorsque des modèles 

de xénogreffe de chondrosarcome humain (SW1353) sur souris SCID étaient traités en 

sous-cutané par l’inhibiteur angiogénique SU6668 : une inhibition de la croissance 

tumorale associée à une diminution de la néovascularisation  étaient observées [68]. 

2. Le ciblage des gènes suppresseur de tumeur 

 Le gène p53 est un gène suppresseur de tumeur qui induit l’apoptose et/ou inhibe 

efficacement la croissance cellulaire en empêchant la transition entre la phase G1 et la phase S 

[69]. En réponse à un stress, p53 est stabilisé. Son rôle reste encore mal élucidé dans la 

pathologie du chondrosarcome. Toutefois, des mutations de ce gène ont pu être observées 

dans des chondrosarcomes de haut grade et associées à la progression de ce cancer [10,70].   

 La protéine MDM2 intervient dans l’ubiquitination et la dégradation de p53 et est 

également retrouvée dans des chondrosarcomes de haut grade. Le ciblage de MDM2 constitue 

donc une cible thérapeutique potentielle. 

3. Le ciblage des proto-oncogènes Myc 

 Les proto-oncogènes myc (c-myc, N-myc, L-myc) sont activés dans 20 % des cancers 

humains. Ce sont des facteurs de transcription qui activent l’expression d’un grand nombre de 

gènes (Figure 24) et qui sont eux-même activés par certaines protéines ou facteurs de 

croissance épidermiques. Ils interviennent dans la prolifération, la régulation et la 

différenciation cellulaire, dans l’apoptose etc… Une étude a révélé une amplification du 

proto-oncogène c-myc dans les chondrosarcomes de haut grade [71]. Ce proto-oncogène 

constitue donc une cible thérapeutique attrayante. Des inhibiteurs sélectifs en association avec 

des traitements chimiothérapeutiques usuels pourraient permettre d’améliorer la réponse au 

traitement [66].  

4. L’inhibition de la voie mTOR 

 La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR joue un rôle essentiel dans la prolifération et 

la survie des cellules tumorales [72]. La protéine mTOR est une sérine/thréonine-kinase. Son 

activation peut être effectuée en réponse à l’activation de récepteurs membranaires à activité 

tyrosine-kinase  tels  qu’EGFR  "Epidermal  Growth  Factor  Receptor",  HER2  "Human  
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Figure 26 : Les différents rôles de mTOR [73] 

 

 

Figure 27 : Activation des MMPs au niveau du tissu chondrosarcome [74] 
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Epidermal Receptor 2" ou IGF-1R "Insulin-Like Growth Factor Receptor 1", à l’activation de 

Ras ou à des mutations (Figure 25). mTOR intervient dans la croissance et la prolifération 

cellulaire, dans l’angiogénèse et dans la survie cellulaire (Figure 26). Elle se trouve impliquée 

dans de nombreux cancers et peut être associée à un mauvais pronostic. mTOR constitue une 

cible potentielle thérapeutique. De nombreuses études cliniques rapportent les effets 

bénéfiques des inhibiteurs de mTOR en oncologie, que ce soit en monothérapie ou en 

combinaison,  pour différents types de tumeurs dont les tumeurs osseuses [75-77].  

5. Les métalloprotéinases 

 Les métalloprotéinases sont une famille d’enzymes protéolytiques zinc-dépendantes 

qui dégradent les composants de la matrice extracellulaire. Les collagénases MMP-1, MMP-2, 

MMP-3, MMP-9 et MMP-13 sont surexprimées dans les chondrosarcomes invasifs et sont 

responsables de la dégradation du collagène [78,79]. L’expression de MMP-1 est corrélée 

avec le taux de récurrence et d’invasion du chondrosarcome [80]. 

 Avec le développement tumoral, l’inflammation du tissu entraine la libération de 

protéines pro-inflammatoires, telles que TGF-β1 et BMP-2, qui se lient à leur récepteur et 

activent l’expression de CCN1/2 par la voie SMAD (Figure 27). CCN1/2, en se liant à son 

récepteur à la surface cellulaire, entraine l’activation des MMPs par la voie FAK-MEK-ERK. 

L’expression des MM-Ps entraine la dégradation du collagène et l’augmentation du potentiel 

migratoire des cellules de chondrosarcome. 

Actuellement, des inhibiteurs de PI3K et MEK sont en essai clinique de phase I pour 

l’application à de nombreux types de cancers. Ils devraient bientôt entrer en phase II/III pour 

inhiber la croissance des chondrosarcomes craniens [74]. 

6. L’inhibition de la voie de signalisation PTHLH 

 La voie PTHLH, "Paratyroid Hormone-Like Hormone", intervient dans la 

différenciation des chondrocytes de la plaque de croissance ce qui aboutit à la croissance 

longitudinale de l’os. PTHLH fut, à l’origine, identifiée comme un produit du tissu tumoral 

associé à la malignité. En se liant à son récepteur, PTHLH surexprime Bcl-2 qui inhibe la 

différenciation des chondrocytes. Bcl-2 est surexprimé dans les chondrosarcomes de haut 

grade et pourrait être une cible thérapeutique. Mayaji et al. ont démontré in vitro que 

l’utilisation d’un anticorps monoclonal anti-PTHLH induisait la différenciation et l’apoptose 

des cellules de chondrosarcome [81]. 
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Figure 28 : Radiographie d’un chondrosarcome de grade I au niveau fémoral avant et après cryothérapie 

A : Avant traitement ; B : après cryothérapie, ostéosynthèse and allogreffe 
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Figure 29 : Quelques études cliniques actuellement en cours pour le traitement du chondrosarcome [82]
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http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01182753?term=Chondrosarcoma&recr=Open&rank=3
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01182753?term=Chondrosarcoma&recr=Open&rank=3
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01310816?term=Chondrosarcoma&recr=Open&rank=6
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01449149?term=Chondrosarcoma&recr=Open&rank=7
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01267955?term=Chondrosarcoma&recr=Open&rank=8
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01346124?term=Chondrosarcoma&recr=Open&rank=9
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01346124?term=Chondrosarcoma&recr=Open&rank=9
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D. La chirurgie 

1. La résection large 

 Le chondrosarcome étant résistant à la chimiothérapie et la radiothérapie, la chirurgie 

ablatrice reste actuellement le choix privilégié de traitement [83] et s’adresse à tous les types 

de chondrosarcomes. Elle consiste en une exérèse large de la tumeur après avoir réalisé un 

bilan complet en imagerie pour évaluer l’extension intraosseuse et extraosseuse. Une 

résection incomplète expose aux récidives locales, très difficiles à réopérer. Un grand nombre 

de chondrosarcomes, situés notamment au niveau du pelvis ou de la colonne [84,85], sont très 

difficiles à opérer avec une marge chirurgicale suffisamment importante et donne lieu à des 

récurrences locales inévitables.  

La chirurgie est de plus en plus conservatrice et est associée à des stratégies de 

reconstructions comprenant des techniques d’ostéosynthèses, d’auto et d’allogreffes osseuses 

et la mise en place de prothèses massives. 

Dans certains cas, l’utilisation d’azote liquide (cryothérapie) peut être envisagée. Cette 

récente technique est moins invasive et donne des résultats très encourageants sur les 

chondrosarcomes (Figure 28) [86-88]. Une étude montre d’ailleurs que sur neuf patients 

atteints de chondrosarcome, traités par la cryothérapie et suivis tous les deux ans minimum, 

une seule récidive a été observée (11 %) [89]. 

2. L’amputation 

 L’amputation est indiquée dans le cas de tumeurs très volumineuses et envahissantes 

ou lors de récidives après de multiples interventions. Il s’agit d’un cas extrême. 

 

 

Bien que la chirurgie reste, actuellement, le traitement privilégié pour le 

chondrosarcome, de nombreuses études cliniques sont en cours (Figure 29). 
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 Figure 30 : Altération du réseau vasculaire dans un tissu tumoral [90] 
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IIIVVV...   EEEnnnvvviiirrrooonnnnnneeemmmeeennnttt   hhhyyypppoooxxxiiiqqquuueee   eeettt   ppprrréééssseeennnccceee   dddeee      
ppprrroootttéééoooggglllyyycccaaannneeesss   :::   DDDeeeuuuxxx   cccaaarrraaaccctttééérrriiissstttiiiqqquuueeesss   ddduuu   tttiiissssssuuu   
ccchhhooonnndddrrrooosssaaarrrcccooommmeee   

 

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons aux deux principales caractéristiques du 

chondrosarcome, auxquelles nous nous sommes intéressés pour ce travail : la nature 

hypoxique et la densité importante en protéoglycanes. 

A. L’hypoxie 

1. La faible perfusion intratumorale à l’origine de l’hypoxie  

 L’absence de vascularisation organisée au sein d’une tumeur aboutit à la présence de 

zones hypoxiques (approvisionnement en oxygène insuffisant et créant des carences) ou 

anoxiques (privation totale d’oxygène). Même si une néovascularisation se met en place, elle 

n’assure pas, au niveau du tissu tumoral, un approvisionnement suffisant en oxygène et 

nutriments. En effet, son organisation est très hétérogène avec des vaisseaux sanguins dilatés, 

tortueux et la présence de culs de sac (Figure 30) [90]. De plus, la structure des vaisseaux est 

elle-même anormale (fenestrations, absence de membranes basales). Il faut également noter 

qu’avec le développement tumoral, les vaisseaux peuvent se retrouver comprimés. Par 

conséquent, il existe une hétérogénéité de perfusion [91] et donc une variabilité de la quantité 

d’oxygène arrivant au tissu. Cette vascularisation anormale est à l’origine de la limitation de 

la quantité de chimiothérapie délivrée au sein de la tumeur [92,93].  

Après avoir quitté le compartiment vasculaire, les molécules anticancéreuses doivent 

parfois parcourir une distance allant jusqu’à 200 µm (à cause de la distance intercapillaire 

augmentée) pour atteindre toutes les cellules tumorales [94]. La pénétration se fait alors soit 

par convection, soit par diffusion mais dans la majorité des cas, cette pénétration est faible et 

lente. Les régions les plus éloignées des capillaires sont, par conséquent, beaucoup moins 

exposées aux chimiothérapies [93]. 

L’hypoxie entraine un certain nombre de processus et notamment l’activation du 

facteur HIF-1. Ce facteur de transcription régule la réponse engendrée par le stress hypoxique. 

Il joue un rôle primordial, notamment, pour la croissance des tumeurs solides, dont fait partie 

le chondrosarcome.  
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Figure 31 : Régulation de l’activité HIF-1 [95]  
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2. L’hypoxie responsable de la résistance aux thérapies par l’activation 

du facteur HIF-1 

Le facteur HIF-1, Hypoxia-inductible factor , est un facteur de transcription 

hétérodimérique activé en conditions hypoxiques et constitué de deux sous unités HIF-1α et 

HIF-1β. Cette protéine est impliquée dans la régulation d’un grand nombre de gènes jouant un 

rôle important dans la tumorogénèse, l’angiogénèse, la glycolyse, la survie cellulaire, la 

croissance tumorale, l’invasion, les métastases et la résistance aux thérapies [96,95]. Les 

ARNm des deux sous-unités sont exprimées de façon constitutive et stable. Au niveau 

protéique par contre, alors que HIF-1β est stable quelques soient les conditions, HIF-1α est 

rapidement dégradé en normoxie avec un temps de demi-vie de cinq minutes [97]. 

L’expression de HIF-1α est, par conséquent, induite par l’hypoxie.  

En condition normoxique, la sous unité HIF-1α subit une hydroxylation au niveau 

d’un résidu proline (Pro 564), sous l’action d’une hydroxylase (PHD, prolyl-4-hydroxylase ) 

qui utilise de l’oxygène, des ions ferreux Fe
2+

 et du 2-oxoglutarate. Sous sa forme hydroxylée, 

la sous-unité HIF-1α est reconnue par une protéine suppresseur de tumeur (pVHL, Protéine 

Von Hippel-Lindau ) qui dirige l’ubiquitinylation de HIF-1α puis sa dégradation par le 

protéasome 26S (Figure 31).  

En condition hypoxique, PHD n’est pas activée et le facteur de transcription de HIF-1α 

est stabilisé, ce qui entraine une accumulation de la sous-unité α qui migre alors vers le noyau 

et forme un hétérodimère avec la sous unité β et certains cofacteurs, comme le p300/CBV 

acétyltransférase, co-activateur transcriptionnel très important impliqué dans la régulation 

d'un grand nombre de processus biologiques dont la transcription de l'ADN, le SRC-1 

steroid-receptor co-activators  ou encore le TIF2 Transcription intermediary factor 2  [95]. 

De plus, en hypoxie, l’activation d’oncogène ou l’inactivation de gènes suppresseurs de 

tumeur peuvent aider l’activation de HIF-1. Le complexe, ainsi formé, est responsable de 

l’activation d’un grand nombre de gènes permettant l’adaptation au déficit en oxygène et 

intervenant dans l’angiogénèse tels que VEGF, Vascular endothelial Growth Factor , 

l’érythropoièse (EPO), la glycolyse (GLUT-1 et GLUT-3, transporteurs du glucose)… etc 

(Figure 32). La cytokine angiogénique la plus importante activée par HIF-1 est la cytokine 

angiogénique VEGF.  

L’interaction de VEGF avec son récepteur tyrosine kinase entraine l’activation de 
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Figure 32 : Activation des gènes par le complexe hétérodimèrique HIF-1 [94] 
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nombreuses voies de signalisation intracellulaire dont :  

 la voie RAS qui induit la prolifération cellulaire et l’induction de gènes cibles,  

 la voie FOCAL, "focal adhesion kinase", qui entraine la migration cellulaire, 

 la voie PI(3)K"phosphatidylinositol-3-OH kinase" qui active la prolifération et la 

survie cellulaire et enfin,  

 la voie PLCδ : "Phospholipase C delta" qui est responsable de la perméabilité 

vasculaire et de la prolifération [98]. 

 

 Dans de nombreuses localisations tumorales, la détection de HIF-1α est corrélée à un 

stade avancé du cancer, à un mauvais pronostic et à une moindre chimio- et radiosensibilité. 

HIF-1α est aujourd’hui considéré comme une cible potentielle puisqu’elle se retrouve 

surexprimée dans un certain nombre de tumeurs solides [99].   

 Des études ont démontré notamment que le facteur HIF-1α était plus exprimé dans des 

chondrosarcomes de haut grade que dans des chondrosarcomes de bas grade et qu’il était 

corrélé avec la mise en place d’un réseau vasculaire et le développement de métastases 

pulmonaires [100-102] : 

Chen et al. [101] ont, par exemple, mis en évidence une expression accrue de HIF-1, en 

réponse à des conditions hypoxiques, dans les tumeurs malignes du cartilage 

comparativement aux tissus sains, ainsi qu’une corrélation entre l’expression de HIF-1 et le 

grade du chondrosarcome. 

Kubo et al.[102] ont quant à eux, établi une relation entre la microvascularisation des tumeurs 

du cartilage et l’expression de HIF-1.   

 

3. L’exploitation de l’hypoxie comme avantage thérapeutique. 

Etant donné son rôle majeur dans le développement de la chimiorésistance, l’hypoxie 

tumorale représente une cible thérapeutique attrayante. Un certain nombre de stratégies, et 

notamment le recours aux prodrogues activables en hypoxie, ont donc été envisagées. Ces 

prodrogues sont basées sur l’utilisation de structures chimiques sensibles à une réduction et 

appartiennent essentiellement à trois familles : les quinones, les nitro-aromatiques et les N-

oxydes. 
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Schéma 2 : Schéma général de bioréduction des quinones [90] 

 

 

 

Schéma 3 : Activation de la mitomycine C en milieu hypoxique 

 

 

 

 
 

Figure 33 : Exemple de quinones activées en hypoxie 

 

 

 

Figure 34 : Structure de la camptothécine 
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a. Les quinones 

 Les quinones sont des composés naturels ou synthétiques appartenant à une importante 

classe de composés biologiquement actifs, allant des coenzymes Q et des vitamines K jusqu’à 

la doxorubicine, un antibiotique ayant démontré une activité anticancéreuse. Les quinones 

peuvent être réduites facilement par des enzymes selon une réduction monoélectronique ou 

diélectronique (Schéma 2) [90].  

 La réduction monoélectronique conduit à un radical semiquinone et fait intervenir des 

enzymes tels que le cytochrome P450 réductase, le cytochrome b5 réductase ou 

l’ubiquinone oxydoréductase [103]. Cette voie peut être réversible en présence 

d’oxygène. L’anion radical libéré agit en inhibant la topoisomérase II ce qui entraine 

des coupures au niveau de l’ADN.  

 La voie diélectronique conduit à une hydroquinone et fait intervenir des enzymes tels 

que la DT-diaphorase (NADPH quinone oxydoreductase). Le radical ainsi formé 

interagit par liaison covalente à l’ADN entrainant des lésions majeures responsables 

de la cytotoxicité des composés. Les prodrogues substrats de cette enzyme sont, en 

général, plus cytotoxiques mais moins sélectifs que les substrats de la voie 

monoélectronique.  

Le premier composé de cette famille à avoir été exploité est un agent alkylant, la 

mitomycine C (MMC). Cette quinone est substrat du cytochrome P450  réductase (voie 

monoélectronique) mais aussi de la DT-diaphorase (voie diélectronique) ce qui explique sa 

faible sélectivité vis à vis de l’hypoxie [104]. Sa cytotoxicité dérive d’un métabolisme 

réducteur suivi d’une fragmentation en une espèce alkylante (Schéma 3). 

De nombreux dérivés de la mitomycine C ont par la suite été développés : 

 La porfiromycine (Figure 33) est un analogue méthylé de la mytomicyne C. Ce dérivé, 

présentant moins d’affinité avec la DT-diaphorase, est beaucoup plus sélectif vis à vis 

de l’environnement hypoxique que la mitomicyne C.  

 L’apaziquone EO9  (Figure 33) a été identifié comme étant un bon substrat pour la 

DT-diaphorase [105]. EO9 démontre une excellente activité dans les tumeurs solides 

de modèles animaux. Cependant les études cliniques de phase II sur l’homme ont mis 

en évidence un faible bénéfice thérapeutique [106,107] qui serait dû à ses propriétés 

pharmacocinétiques (courte ½ vie et faible pénétration tissulaire). Des analogues de 

EO9, comme le composé AZQ [108] (Figure 33), ont alors été développés pour amé- 
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Figure 35 : Stratégie d’amélioration des propriétés physicochimiques et de la sélectivité de la camptothecine  

 

 

 

 

Figure 36 : Exemple de quinones greffées à des moutardes azotées 

 

 

Schéma 4 : Réduction des composés nitroaromatiques et réoxygénation du radical anion en présence d’oxygène [109] 

 

 

Figure 37 : Structures de quelques nitroaromatiques 
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liorer ses propriétés. 

 En utilisant le cycle indolequinone de la mitomycine, certaines stratégies ont consisté 

à greffer, en position 3, un composé cytotoxique, susceptible de se libérer après réduction de 

la quinone, pour en améliorer la sélectivité ou les propriétés physicochimiques. 

 La camptothécine est un très bon exemple (Figure 34). En effet, cet alcaloïde 

pentacyclique, inhibiteur de la topoisomérase I, est très peu soluble. Le fait de greffer la 

camptothécine en position 3 de l’indolquinone par l’intermédiaire d’un bras espaceur (N,N-

diméthyl-2-aminoéthylcarbamate) (Figure 35) améliore cette solubilité. En condition 

anaérobie, une bioréduction suivie d’une cyclisation permet de libérer la camptothécine. Cette 

stratégie permet donc à la fois d’améliorer les propriétés physicochimiques et la sélectivité vis 

à vis de l’hypoxie [110-112]. 

Cette stratégie a été également appliquée à d’autres agents cytotoxiques tels que des 

moutardes azotées et à d’autres quinones comme des benzoquinones et des naphtoquinones 

[113-115] (Figure 36).  

b. Les nitroaromatiques 

 Les nitroaromatiques sont des composés pouvant être réduis par une suite de réactions 

monoélectroniques (Schéma 4). La première étape, permettant d’obtenir le radical anion 

susceptible de créer des liaisons covalentes avec l’ADN, est réversible en présence d’oxygène 

et conduit donc à une sélectivité de ces composés en milieu hypoxique. 

Les premiers composés nitroaromatiques à avoir été exploités sont le misonidazole et 

l’étanidazole (Figure 37). Ces deux composés sont capables de produire des radicaux libres et 

ont une action radiosensibilisante. Cependant le misonidazole et l’étanidazole sont 

caractérisés par une cytotoxicité et une sélectivité vis à vis de l’hypoxie faibles [116].  

Afin d’améliorer ces propriétés, des modifications structurales du misonidazole ont été 

effectuées (Figure 37) : 

 Une première stratégie a consisté à greffer un ou plusieurs résidus alkylants au 

misonidazole. C’est le cas du composé RSU1069 C qui démontre une amélioration de 

la sélectivité hypoxique [117] ou encore, du composé RB6145 D qui présente une plus 

faible toxicité et un meilleur profil pharmacocinétique que le RSU1069 [118]. 

Cependant, du fait de leur toxicité rétinale, ces dérivés n’ont pas été testés en clinique. 

  Une seconde stratégie a consisté à combiner deux nitroaromatiques, via un espaceur de 

type carboxamide. C’est le cas du NSC639862 E. Dans ce cas, la sélectivité vis à vis  
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Schéma 5 : Schéma d’activation de la tirapazamine TPZ 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Exemples de structures de dérivés N-oxydes 
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de l’hypoxie était améliorée mais les lésions engendrées au niveau de l’ADN étaient 

diminuées.  

 Un autre groupe important rassemble des molécules comprenant un nitrobenzène 

greffé à un agent alkylant (F et G). Parmi eux, la prodrogue PR-104 G [119,120] s’est 

révélée très intéressante et est rentrée en phase clinique. Actuellement le PR-104 est 

entré en étude clinique de phase II pour le traitement du carcinome pulmonaire non à 

petites cellules et pour le traitement du carcinome hépatocellulaire avancé [121].  

 

Tout comme les quinones, les nitroaromatiques peuvent être greffés, par 

l’intermédiaire de bras espaceur de nature variable, à des agents cytotoxiques pour améliorer 

leur sélectivité et diminuer leur toxicité.  

Cette stratégie appliquée à la famille des phosphoramides sera développée ultérieurement 

dans le paragraphe V.C. : "Amélioration de la spécificité des molécules vectorisées par la 

fonction ammonium quaternaire" p44. 

c. Les N-oxydes 

 Les deux représentants essentiels de cette famille sont la tirapazamine et le AQ4N qui 

sont tous deux entrés en phase clinique [122].  

 La tirapazamine est une prodrogue qui est convertie en un radical anion cytotoxique 

par l’action d’une réductase intracellulaire monoélectronique. En présence d’oxygène, le 

radical peut être réoxydé en tirapazamine non active (Schéma 5) [123]. Sous sa forme 

radicalaire, la tirapazamine entraine des lésions au niveau de l’ADN (formation de ponts 

intrabrins ou interbrins) et inhibe la topoisomérase II, qui intervient notamment dans la 

réplication et la transcription de l’ADN. Cette inhibition se traduit par de nombreuses 

coupures des deux brins de l’ADN. La molécule a démontré une activité cytotoxique 

significative lors d’essais cliniques de phase II et III en association avec la radiothérapie et la 

chimiothérapie au cisplatine [57,124,125]. Il faut toutefois noter la toxicité systémique de ce 

composé qui a conduit au développement de nouvelles molécules [126,127] (Figure 38). 

 L’AQ4N est activée par une réduction diélectronique et est similaire, d’un point de 

vue structural, à la mitoxantrone (Figure 38), une anthracycline antinéoplasique utilisée dans 

le traitement de divers cancers tels que le cancer du sein métastasé, la leucémie myéloïde 

aigüe et le lymphome non-hodgkinien. Ce composé agit comme un intercalant de l’ADN et 

poison de la topoisomérase II [128].  



Chapitre I – Revue bibliographique 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Structure d’un aggrégat de protéoglycanes 

 

 

Familles Dénomination Localisation 

Lecticannes Agrécannes Cartilage hyalin, ménisques, disque intervertébral 

 Versicannes Autres tissus conjonctifs (peau, tendons, capsule et synoviale, 

os) 

 Neurocannes Tissu nerveux central 

 brévicannes Tissu nerveux central 

Petits PGs riches en 

leucine 

Biglicanne  

 Décorine  

 Fibromoduline  

PGs associés à la 

membrane cellulaire 

Syndécannes, 

glypicannes 

La portion extra-cellulaire porte des chaînes d’héparane-

sulfate. 

La portion intra-cellulaire, connectée au cytosquelette, 

transmet à celui-ci les informations venant de l’environnement 

péro-cellulaire.  

 

Tableau 2 : Localisation des différents protéoglycanes

Acide 

hyaluronique 
Glycosaminoglycanes 

sulfatés 

Core protein 
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B. Les protéoglycanes 

 Les protéoglycanes sont des molécules à localisation extracellulaire, membranaire ou 

intracellulaire, constituées d’une protéine appelée "core protein" sur laquelle sont greffées des 

chaines polyosidiques dénommées glycosaminoglycanes (Figure 39). Cette double nature 

biochimique leur permet d’interagir avec de multiples constituants matriciels et cellulaires. 

Présents dans les tissus conjonctifs et le cartilage (Tableau 2), ils ont un rôle structural dans 

l’organisation cellulaire et tissulaire. Si le rôle des protéoglycanes est particulièrement bien 

démontré dans les pathologies du cartilage, la liste de leurs fonctions physiologiques et 

physiopathologiques qu’on leur prête ne cesse de s’allonger, ceci est particulièrement valable 

en cancérogénèse avec notamment leur rôle dans la dissémination. 

1. Structure et classification des protéoglycanes 

Un protéoglycane est constitué d’une protéine axiale liée de manière covalente à une 

ou plusieurs chaînes de glycosaminoglycanes (GAG) de type chondroïtine sulfate (CS), 

héparane sulfate (HS), kératane sulfate (KS) ou encore dermatane sulfate (DS) (Figure 40). 

Ces GAG correspondent à de longues chaînes polysaccharidiques formées par la répétition 

d’unités disaccharides composées d’un  sucre  aminé,  une  N-acétyl-D-glucosamine 

(GlcNAc)  ou une N-acétyl-D-galactosamine (GalNAc), et d’un acide uronique, l’acide  D-

glucuronique (GlcA) ou l’acide L-iduronique (IdoA). Chaque unité disaccharidique contient 

au minimum une charge négative sur le groupement carboxylate ou sulfate, faisant de ces 

molécules de longues chaînes anioniques, repoussant les molécules négatives, et captant les 

ions Ca
2+

 et Na
+
 qui attirent les molécules d’eau. Les protéoglycanes peuvent se retrouver au 

niveau extracellulaire (agrécane, versicane…), péricellulaire (syndécanes) ou intracellulaire 

(serglycine) et interviennent, de façons variées, dans la régulation du métabolisme cellulaire. 

Ils peuvent intervenir en tant que régulateurs de la fibrillogénèse des collagènes, peuvent agir 

comme des filtres biologiques (perlécanes au niveau de la membrane basale glomérulaire), 

interviennent dans le développement neuronal, peuvent, en se liant à des facteurs de 

croissance, réguler leur biodisponibilité, leur stabilité [129]. Enfin, ils peuvent être impliqués 

dans la régulation de la croissance et de l’invasion des cellules tumorales. 

 Nous nous intéresserons ici, plus particulièrement aux protéoglycanes de la matrice 

extracellulaire du cartilage. 
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Figure 40 : Structure des unités disaccharidiques constituant les GAGs 

 

 

 

 

 

 Figure 41 : Structure du monomère d’agrécane 

 



Chapitre I – Revue bibliographique 

34 

 

 

 Les protéoglycanes de la matrice extracellulaire du cartilage sont représentés 

essentiellement par des protéoglycanes de haut poids moléculaire, surtout de l’agrécane, et, 

par de petits protéoglycanes riches en leucine tels que la décorine, le biglycane et la 

fibromoduline. Des protéoglycanes peuvent toutefois être retrouvés à la surface des 

chondrocytes. Il s’agit des syndécanes (1, 2 et 4), du bêtaglycane et du glypicane. 

2. L’agrécane et le versicane 

 L’agrécane fait partie de la famille des hyalectanes qui comprend l’agrécane, le 

versicane, le neurocane et le brévicane. 

L’agrécane est le protéoglycane prédominant de la matrice extracellulaire du cartilage. 

Sa partie protéique est composée de trois domaines globulaires G1, G2 et G3 contenant 

chacun des résidus cystéines qui établissent entre eux des ponts disulfures (Figure 41) :  

 Le domaine G1, situé à l’extrémité N-terminale, est constitué de 335 acides aminés. Il 

interagit avec la matrice extracellulaire en se liant à l’acide hyaluronique par 

l’intermédiaire d’une protéine de liaison. Plusieurs agrécanes peuvent se lier à une 

même molécule d’acide hyaluronique, ce qui crée des agrégats de grande taille. 

 Le domaine G2 a une structure proche du domaine G1 et se compose de 200 acides 

aminés. Sa fonction est peu connue. 

 Le domaine G3, situé à l’extrémité C-terminale, est apparenté à la famille "LEC-

CAMS" (Lectin, EGF, complément-regulatory-cell-adhesion-molecules). Ce domaine 

présente une structure identique à la lectine hépatique, au facteur de croissance 

épidermique (EGF) et au complément de type C3. 

 Les régions G1 et G2  sont séparées par un court domaine interglobulaire E1 qui joue 

un rôle important dans le cas de pathologies telles que l’arthrose. En effet, il possède 

deux sites de clivage respectivement pour les agrécagénases (Glu
373

-Ala
374

) et les 

métalloprotéinase (Asn
341

-Phe
342

) [130].  

 Les régions G2 et G3 sont séparées, quant à elles, par une région de grande taille 

(domaine interglobulaire E2) sur laquelle sont fixées les chaînes de GAGs 

(chondroïtine sulfate et kératane sulfate). La structure de cette région varie selon les 

espèces.  
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Le versicane est un autre membre de la famille des hyalectanes. Il est présent 

essentiellement dans les tissus mous. Sa structure est proche de celle de l’agrécane avec des 

domaines globulaires G1 et G3 semblables. L’agrécane et le versicane se diffèrencient l’un de 

l’autre par les chaines de GAGs qui sont attachées à la protéine centrale. Des épissages 

alternatifs du versicane génèrent quatre isoformes V0, V1, V2 et V3. Le versicane est un 

protéoglycane inductible sous certaines conditions pathologiques ou physiologiques [131]. Il 

intervient dans la prolifération, l’adhésion, la migration et l’invasion [132,133]. De 

nombreuses études ont mis en évidence une corrélation entre le développement tumoral de 

nombreux cancers (cancer de la prostate, cancer du colon, mélanome…) et la surexpression 

du versicane [134-136].  

Concernant le chondrosarcome, Wasa et al. sont les seuls, à ce jour, à avoir étudié in vitro un 

lien entre l’expression du versicane et le chondrosarcome. Par des techniques 

d’immunohistochimie, ces derniers ont mis en évidence une corrélation entre le degré de 

malignité des tumeurs et l’expression du versicane [131].  

2. Les  petits protéoglycanes riches en leucine 

 Un grand nombre de petits protéoglycanes riches en leucine ont été observés au niveau 

de la matrice extracellulaire du cartilage [137]. Ces petits protéoglycanes sont la décorine, le 

biglycane, le lumicane et la fibromoduline [138,139]. Leur caractéristique commune réside 

dans leur structure qui consiste en la répétition de motifs de longueur variable possédant de 

nombreux résidus leucines. La région N-terminale contient deux ponts disulfures alors que la 

C-terminale n’en contient qu’un seul. A l’exception de la chondroadhérine, tous les 

protéoglycanes riches en leucine ont une extension N-terminale. Ils se lient au collagène au 

niveau des domaines répétés et riches en leucines et interviennent dans la modification, le 

dépôt et l’arrangement des fibres de collagène [140].  

Concernant la décorine et le biglycane, ces deux protéoglycanes n’ont pas la même 

localisation. Alors que la décorine est située au sein de la matrice extracellulaire, le biglycane 

est situé en périphérie et intervient dans les phénomènes d’adhérence [129].  
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 Figure 42 : Structure et fonctions des protéoglycanes de surface [141] 

 

 

 

Figure 43 : Chondrosarcome dédifférencié - Coloration bleu de toluidine [142] 

On distingue deux zones : une zone tumorale dédifférenciée en ostéosarcome 

et une zone tumorale cartilagineuse (coloration intense qui témoigne de la 

densité en protéoglycanes) 
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3. Les protéoglycanes de surface 

 Ces protéoglycanes sont essentiellement représentés par les syndécanes (1,2, 3 et 4) 

mais aussi par le bêtaglycane et le glypicane. Ces derniers s’associent à la membrane 

plasmique et régulent la transduction de signaux intracellulaires [143]. Les protéoglycanes 

membranaires régulent la prolifération et la différenciation cellulaire en interagissant avec 

certaines cytokines. De plus, ils peuvent être impliqués dans le stockage et la protection de 

certaines protéases (Figure 42).  

Le syndécane est une protéine transmembranaire de type I qui comprend : 

 un domaine extracellulaire, l’ectodomaine, sur lequel est greffé un certain nombre de 

chaines d’héparanes sulfates pouvant être substitués, dans le cas des syndécanes 1 et 3, 

par des chondroïtines ou dermatanes sulfates. Les chaines d’héparanes sulfates sont 

capables d’interagir avec un grand nombre de ligands tels que des glycoprotéines 

extracellulaires, des fibres de collagène, des cytokines, des facteurs de croissance, des 

enzymes…  

 un domaine transmembranaire, 

 un domaine cytoplasmique, très court, constitué de deux régions invariantes, C1 et C2, 

séparées par une région variable V. La région C1 peut lier des éléments du 

cytosquelette tels que l’erzine, au moins pour le syndécane-2. La région C2 peut lier 

un certain nombre de protéines telles que  la synténine [144].  

 

 Depuis quelques années, il est devenu clair que les protéoglycanes, riches en 

héparanes sulfates (HSPGs), avaient un rôle important dans la régulation de processus 

pathologiques, y compris le cancer.  

 

La littérature rescence un certain nombre d’auteurs qui se sont intéressés à la 

composition de la matrice extracellulaire du chondrosarcome, plus particulièrement au 

collagène et aux protéoglycanes : 

 

 Söder et al. [145] ont étudié, par des techniques d’immunohistochimie, des marqueurs 

succeptibles de permettre un diagnostic différentiel entre un chondroblastome, tumeur 

bénigne du cartilage, et un chondrosarcome à cellules claires, tumeur maligne du 
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cartilage. Alors que l’agrécane est présent dans les deux types de tumeur, le collagène 

de type II est, quant à lui, absent dans les chondroblastomes mais exprimé dans les 

chondrosarcomes à cellules claires. Il pourrait ainsi être considéré comme un 

marqueur sensible permettant la distinction entre un chondroblastome et un 

chondrosarcome à cellules claires. 

 

 Dornauer et al. [146], se sont intéressés, plus particulièrement, à la matrice des 

chondrosarcomes humains dédifférenciés. Par des techniques d’immunohistochimie, 

ils ont localisé l’aggrécane et les différents types de collagène. L’aggrécane et le 

collagène II sont, tous deux, retrouvés dans les chondrosarcomes bien différenciés, de 

bas grade, comme dans les chondrosarcomes dédifférenciés, au niveau de la 

composante chondrogénique. Concernant l’agrécane, cette observation a également été 

mise en évidence par Aigner et al.[147] par une coloration au bleu alcian.  

Les collagène de type I et III apparaissent avec la dédifférenciation du 

chondrosarcome, contrairement au collagène de type X qui est retrouvé uniquement au 

niveau des chondrosarcomes bien différenciés. 

 

 Hamm et al. [148] ont étudié l’expression de différents gènes exprimés dans les 

tumeurs de rats porteurs de chondrosarcome Swarm (modèle SRC). Ces tumeurs ont 

été implantées en sous-cutané, au niveau du tibia ou au niveau du poumon. L’intérêt 

était ici de mettre en évidence l’influence  de l’environnement quant à l’expression du 

phénotype. Le modèle utilisé pour cette étude, le modèle SRC, est semblable du point 

de vue histologique à un chondrosarcome humain [149] ; il est d’ailleurs très utilisé 

pour les études précliniques du chondrosarcome. Dans cette étude, les auteurs ont mis 

en évidence une expression forte de l’agrécane et du collagène de type II aussi bien 

dans le cartilage sain que dans le chondrosarcome quelque soit sa localisation. 

L’expression du collagène de type X et l’expression du procollagène de type III sont, 

quant à eux, très faibles dans les chondrosarcomes mais élevées dans le cartilage 

normal. Enfin, le procollagène de type XI et le procollagène de type IX sont fortement 

exprimés dans les tissus cartilagineux sains comme tumoraux.  
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Le niveau d’expression des protéoglycanes dans le chondrosarcome varie en fonction 

du grade de la tumeur. Pour les chondrosarcomes de grade I, la matrice extracellulaire est bien 

différenciée et, tout à fait comparable à celle du cartilage hyalin. En effet, elle est riche en 

agrécane et en collagène II, mais aussi, en collagène X et XI. Avec l’évolution du 

chondrosarcome, la teneur en protéoglycanes, dont l’agrécane, diminue. Ils sont alors moins 

présents sauf dans les chondrosarcomes dédifférenciés, au niveau de la composante 

cartilagineuse. 

 

3. Stratégies de ciblage des protéoglycanes 

 Dans la littérature, un certain nombre d’auteurs ont développé différentes stratégie de 

ciblage des protéoglycanes pour l’imagerie du cartilage que ce soit par l’utilisation d’un 

anticorps monoclonal (Kairemo et al.) ou bien par l’utilisation d’une entité chargée 

positivement telle qu’un ammonium quaternaire pour cibler les charges négatives des 

protéoglycanes : 

 

 Se basant sur une étude de Kuiper et al. [150] qui mettait en évidence une 

corrélation entre le taux de kératane sulfate dans le sérum et une dégradation 

des disques intervertébraux, Kairemo et al. [151] ont développé une stratégie 

de ciblage des disques intervertébraux en utilisant un anticorps monoclonal 

anti-kératane sulfate marqué à l’iode 125. L’étude de biodistribution de la 

molécule marquée sur un modèle de rats, ayant subi des incisions au niveau des 

disques intervertébraux a montré une accumulation importante de l’anticorps 

au niveau des disques intervertébraux lésés.  

 

Le caractère fortement anionique des protéoglycanes leur confère un rôle primordial 

dans l’organisation structurale et les propriétés mécaniques du cartilage. En effet, les charges 

négatives immobilisées dans le réseau de collagène sont à l’origine d’un appel d’eau dans le 

tissu généré par les différences de pressions osmotiques. Les agrégats d’agrécanes sont donc à 

la base de l’hydratation et de la résistance aux forces compressives. Cette importante densité 

de charge négatives a été exploitée, par un certain nombre d’auteurs, pour adresser 

spécifiquement  une  molécule,  qu’elle  soit  thérapeutique  ou  diagnostique,  au niveau  du  
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Figure 44 : Exemples de molécules vectorisées par des ammoniums quaternaires synthétisées par Shindo et al.  

 

 

  

Figure 45 : Derivés synthétisés et évalués par Huang et al. 

 

 

 

 

Figure 46 : Exemples de molécules vectorisées par un ammonium quaternaire 
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cartilage. 

En effet, dès les années 70, certains auteurs commencent à développer une stratégie de 

ciblage du cartilage en vectorisant des molécules radioactives par une fonction ammonium 

quaternaire [152-155]. La charge positive de cette fonction présente une bonne affinité pour 

les charges négatives des protéoglycanes : 

 

 Shindo et al. [156-158] réalisent des études de biodistribution de composés possédant 

deux fonctions ammonium quaternaire et marqués au carbone 14, tels que le 

décaméthonium, l’hexaméthonium, le diméthonium, le pancuronium (Figure 44). Ils 

démontrent alors une accumulation rapide du radiotraceur au niveau des sites riches en 

protéoglycanes tels que le cartilage.   

 

 Huang et al., quant à eux, développent d’autres analogues de l’hexaméthonium (Figure 

45). Les études de biodistribution, chez le rat, de ces molécules marquées au carbone 

14 démontrent également une bonne affinité pour les tissus cartilagineux tels que la 

trachée, les disques intervertébraux. Le composé 3 (Figure 45), possédant deux 

fonctions ammonium quaternaire, semble d’ailleurs posséder la meilleure affinité.  

 

 Korn et al. [152] synthétisent et étudient la biodistribution de l’hexaméthonium 

marqué à l’iode 125 (Figure 46) sur des rats porteurs de chondrosarcome Swarm. Ils 

mettent ainsi en évidence une accumulation du traceur au niveau de la tumeur de 

l’ordre de 0,60 % de D.I. par gramme de tumeur. 

 

 Yu et al. [154,155,159] développent un composé possédant deux fonctions ammonium 

quaternaire et marqué au sélénium 75 (Figure 46), le 
75

Se-BISTAES. Ils étudient sa 

biodistribution chez le lapin et le cobaye sain et mettent ainsi en évidence une 

accumulation importante du traceur au niveau du cartilage. Par la suite, cette stratégie 

a été appliquée au suivi de certaines pathologies évolutives telles que l’arthrose. Les  

radiotraceurs vectorisés par un ammonium quaternaire et marqués selenium 75 

démontraient une bonne accumulation au niveau du cartilage et un intérêt dans le suivi 

de l’arthrose [154]. Cependant, le selenium 75 présente une haute énergie et une 

longue demi-vie. Il ne constitue pas un isotope idéal pour la scintigraphie.  
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Figure 47 : Exemple de fluorophores vectorisés par un ammonium quaternaire développés par Gibbs-Strauss et al. [160] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 : Colonne vertébrale de rat après injection du GE003098 et du Pam800, un traceur osseux [160] 

En rouge : localisation du GE003098 au niveau des disques intervertébraux 

En vert : localisation du Pam800 au niveau des vertèbres  

Il n’y a pas de superposition des deux marqueurs 
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 Depuis les années 1990, le laboratoire UMR 990 Inserm / Uda a choisi d’exploiter 

cette stratégie de ciblage par une fonction ammonium quaternaire pour la vectorisation 

d’agents diagnostiques et thérapeutiques [1,161-164] : 

 

 Nicolas et al. [163] développent des dérivés ammonium quaternaire 

d’antiinflammatoires. Le marquage au carbone 14 et l’étude de biodistribution qui 

a suivi ont permis de mettre en évidence un tropisme spécifique vis-à-vis du 

cartilage beaucoup plus important pour les molécules vectorisées que les non 

vectorisées. 

 

 Giraud et al. [164], quant à eux, développent des dérivés ammonium quaternaire 

d’un agent chondroprotecteur : la glucosamine. L’étude de biodistribution après 

marquage de la molécule au carbone 14 a également mis en évidence un tropisme 

spécifique vis-à-vis du cartilage beaucoup plus important pour les molécules 

vectorisées que pour la glucosamine non vectorisée. De plus, d’après les auteurs, 

la nature de la fonction ammonium quaternaire ne semblerait pas avoir 

d’influence. 

 

 Vidal et al. se sont intéressés à la vectorisation, par une fonction ammonium 

quaternaire, de la tétracycline, en tant qu’inhibiteur des MMPs [1].  

 

 

 

 Plus récemment, Gibbs-Strauss et al. ont greffé une fonction ammonium quaternaire à 

une molécule fluorescente afin de proposer une visualisation claire de la colonne lors 

d’interventions chirurgicales pour des pathologies liées à l’anneau fibreux du disque 

intrevertébral (Figure 47 et Figure 48) [160]. Huit fluorophores vectorisés ont ainsi été 

synthétisés, dont le GE003098 et le FM1-43 illustrés Figure 47. Des relations de 

structures-activités ont révélé une spécificité plus importante vis à vis des disques 

intervertébraux pour le composé GE003098 vectorisé par une chaine de type 

triméthypropylamonium. 
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  Imagerie      Thérapie 

 Vectorisation de radioisotope  Vectorisation de molécules thérapeutiques 

        Cytotoxiques 

      
99m

Tc-NTP 15-5                Anti-inflammatoires 

        Chondroprotecteurs 

   

Figure 49 : Stratégie de ciblage des protéoglycanes par la fonction ammonium quaternaire  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 50 : Structure du 99mTc-1-[(triéthylammonio)propyl]-1,4,7,10,13-

pentaazacyclopentadécane, le  99mTc-NTP 15-5 
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VVV...   PPPrrréééssseeennntttaaatttiiiooonnn   eeettt   cccooonnnttteeexxxttteee   ddduuu   sssuuujjjeeettt   
 

Le chondrosarcome est une tumeur pour laquelle la prise en charge diagnostique et 

thérapeutique est particulièrement difficile. A l’heure actuelle aucun traitement 

chimiothérapeutique ni radiothérapeutique n’a démontré une réelle efficacité. La seule 

alternative pour les patients reste la chirurgie qui consiste en une exérèse large de la tumeur 

qui est le plus souvent invalidante. Malheureusement, en cas de récidive, le pronostic vital des 

patients est très mauvais. 

Dans ce contexte, la stratégie de vectorisation d’agents diagnostiques ou 

thérapeutiques, par l’intermédiaire d’une fonction ammonium quaternaire qui présente une 

excellente affinité pour les protéoglycanes du cartilage, revêt alors tout son intérêt 

[1,3,161,164]. Cette stratégie a été bien développée pour une pathologie dégénérative du 

cartilage : l’arthrose [165-167].  

L’objectif général de ce travail de thèse fut de valider cette stratégie de vectorisation 

pour la prise en charge du chondrosarcome tant sur le plan diagnostique, avec la validation du 

radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 pour l’imagerie du chondrosarcome, que sur le plan 

thérapeutique, avec la synthèse et l’évaluation biologique de nouveaux agents cytotoxiques 

vectorisés par un vecteur ammonium quaternaire. 

A. Intérêt du radiotraceur 99mTc-NTP 15-5 pour le diagnostic 

et le suivi du chondrosarcome 

 Le 
99m

Tc-1-[(triéthylammonio)propyl]-1,4,7,10,13-pentaazacyclopentadécane, 
99m

Tc-

NTP 15-5, est un radiotraceur qui combine, via un espaceur (chaîne alkyle) : 

 une partie vectrice : la fonction ammonium quaternaire responsable de l’affinité pour 

les protéoglycanes  

 et un macrocycle polyazoté qui vient chélater le technétium 99m (Figure 50), isotope 

de choix pour l’imagerie en médecine nucléaire.  

Le 
99m

Tc-NTP 15-5 a été sélectionné sur la base d’un bon profil pharmacocinétique et d’une 

bonne stabilité du complexe technétié, tant in vitro qu’in vivo [161]. En effet, ce dernier ayant 

été comparé à des radiotraceurs équivalents mais dont le macrocycle possédait moins 

d’amines secondaires, il a été démontré qu’au moins quatre amines secondaires étaient 

nécessaires à la stabilité du complexe. Dans ce cas, une quantité moindre de 
99m

Tc libre dans  
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Figure 51 : Images scintigraphiques réalisées après injection de 99mTc-NTP 15-5 sur des cobayes aux 

stades J50 et J180 après ménistectomie du genou de l’articulation arrière gauche [165] 

25 MBq par animal, acquisition planaire réalisée à t + 30 minutes post injection, durée d’acquisition : 10 minutes 
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les urines était retrouvée [161].  

Les potentialités du radiopharmaceutique 
99m

Tc-NTP 15-5, pour l’imagerie 

moléculaire in vivo du cartilage, ont été validées par notre équipe par de nombreuses études 

précliniques chez l’animal [165,168,169] : 

 Chez l’animal sain, l’accumulation et la localisation sélective du traceur au niveau des 

structures cartilagineuses (à raison de 5,1  1,7 % DI/g de tissu) sont à l’origine d’un 

excellent contraste en imagerie in vivo avec un rapport de fixation cartilage / muscle > 2,5, et 

ce, dans différentes espèces animales (rat, souris, cobayes). La fixation sur le cartilage est 

rapide (dès la 15
 ème 

minute post injection) et se maintient au moins 1 h 30. Cette fixation est 

altérée en situation d’arthrose expérimentale, tant pour le modèle de pathologie aigüe (à la 

papaïne [170]) que pour le modèle chronique (méniscectomie partielle [165]).  

 Dans le modèle chronique (Figure 51), le suivi sur six mois, du rapport scintigraphique 

(fixation du genou pathologique / fixation du genou contrôle), met en évidence l’existence de 

deux périodes consécutives : une hyperfixation corrélée à une réaction de compensation 

réparatrice caractérisée par une synthèse de protéoglycanes, ainsi qu’une hypofixation 

visualisée aux stades tardifs et corrélée aux défects du cartilage mise en évidence par analyse 

anatomopathologique. 

 Sur des spécimens de genoux humains, l’imagerie TEP / TDM (Tomographie par 

Emission de Positons couplée à la Tomodensitométrie) réalisée après incubation ex vivo a 

montré une fixation intense et sélective du traceur sur le cartilage [169]. 

 

 La première partie de ce travail de thèse a donc consisté à évaluer le potentiel et 

l’intérêt du radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 dans la pathologie tumorale du cartilage, le 

chondrosarcome. Comme développé plus haut, cette tumeur du cartilage se caractérise 

notamment par une surexpression de protéoglycanes, présentant ainsi une densité accrue de 

charges négatives. La fixation du radiotraceur devrait donc être corrélée au développement 

tumoral. 

Dans le chapitre II "Intérêt du radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 pour le diagnostic et le 

suivi du chondrosarcome", nous nous intéressons à la fixation du radiotraceur du 
99m

Tc-NTP 

15-5 sur différents modèles in vivo. Nous étudions sa spécificité de liaison vis à vis de 

l’agrécane et nous validons son intérêt dans le diagnostic précoce et spécifique du 

chondrosarcome, le suivi de la pathologie évolutive, ainsi que, l’évaluation de la réponse à la 

thérapie. 
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Figure 52 : Mécanisme de l’alkylation bifonctionnelle d’une guanine par une moutarde azotée 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 53 : Etude de biodistribution du melphalan-AQ et du melphalan marqués au 

carbone 14, Rapp et al. [2] 
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B. Validation de la stratégie de vectorisation d’agents 

cytotoxiques par la fonction ammonium quaternaire 

  

 Dans un deuxième temps, nous avons souhaité appliquer la stratégie de vectorisation 

par la fonction ammonium quaternaire à la vectorisation d’agents cytotoxiques.   

Nous espérions ainsi proposer une approche thérapeutique innovante du chondrosarcome. 

   

Afin de valider la preuve de concept de la stratégie de vectorisation, nous avons choisi 

de vectoriser un agent alkylant, le melphalan.  

 

 Le melpahalan fait partie des moutardes azotées dont la caractéristique est de posséder 

deux groupements chloro-éthyle (Figure 52). Lors de l’alkylation de l’ADN, les moutardes 

azotées subissent une cyclisation intramoléculaire de l’une des deux chaînes chloroéthyle 

formant un ion aziridinium. Cet ion aziridinium peut interagir avec un site nucléophile de 

l’ADN ce qui peut perturber sa réplication. Le second bras chloroéthyle peut réagir à son tour 

formant un pont intra-brin ou inter-brin. Les atomes N7 et O6 de la guanine, N1 et N3 de 

l’adénine et N3 de la cytosine et de la thymine sont les atomes les plus réactifs de l’ADN. 

 

Nous avons choisi le melphalan pour plusieurs raisons : Le melphalan est un agent très 

cytotoxique et non sélectif. De plus, il possède une structure se prêtant facilement à une 

fonctionnalisation "ammonium quaternaire" (présence de l’entité amino-acide) et enfin une 

étude de biodistribution de melphalan quaternisé marqué au carbone 14 avait été réalisée 

(Figure 53) [2] et avait mis en évidence un tropisme très intéressant pour les structures 

cartilagineuses comparativement au melphalan non vectorisé. 

 

La seconde partie de ce travail de thèse a donc consisté à synthétiser le melphalan-AQ, 

à évaluer ses propriétés antitumorales comparativement à la molécule parent, (i) in vitro en 

terme de cytotoxicité et d’activité sur le cycle cellulaire puis, (ii) in vivo, sur un modèle 

orthotopique de chondrosarcome  de grade II développé chez le rat en terme d’amélioration de 

l’efficacité antitumorale et de diminution des effets indésirables. 
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Schéma 6 : Mécanisme d’activation hépatique du cyclophosphamide 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Exemples de dérivés des phosphoramides 

 

 

 

 

 

Schéma 7 : Activation réductrice des nitroaromatiques [171] 
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C. Amélioration de la spécificité des molécules vectorisées 

par la fonction ammonium quaternaire. 

  

 La troisième partie de ce travail de thèse a consisté à appliquer la stratégie de 

vectorisation par la fonction ammonium quaternaire à une autre famille d’agents alkylants : la 

famille des phosphoramides, largement utilisés en cancérologie, et dont l’efficacité a été 

démontrée sur les tumeurs osseuses [172,173]. 

 

 La famille des phosphoramides comprend, entre autre, le cyclophosphamide (CP), 

connu sous la spécialité ENDOXAN® et l’ifosfamide (IF), sous la spécialité HOLOXAN®.  

 Le CP, comme l’IF, sont deux bioprécurseurs. Ce sont des prodrogues qui doivent être 

métabolisées au niveau hépatique pour exercer leur activité thérapeutique (Schéma 6). Cette 

activation se fait par l’intermédiaire des enzymes de la chaine oxydative des cytochromes 

P450 (CYP450) hépatiques qui permettent l’hydroxylation du CP et de l’IF respectivement en 

4-hydroxycyclophosphamide et 4-hydroxyifosfamide [174]. Les composés oxydés 

s’équilibrent avec leurs tautomères, l’aldophosphamide et l’aldoifosfamide, par ouverture du 

cycle. La β-élimination qui suit permet de libérer les moutardes actives et un composé toxique 

pour le système urothélial, l’acroléine, qui est responsable d’effets indésirables tels que des 

cystites hémorragiques. Elle entraine une inflammation caractérisée par un œdème sous-

hépithélial, une infiltration et  une activation des cellules inflammatoires, des hémorragies et 

de la nécrose [175]. Chez les patients atteints d’un cancer, le CP et l’IF sont métabolisés au 

niveau hépatique, tissu dont l’activité du cytochrome P450 est très importante, puis les 

moutardes actives sont transportées au niveau tumoral par le flux sanguin. 

 Afin de diminuer la toxicité des composés de cette famille, Borch et al. ont appliqué le 

concept de prodrogues activables en hypoxie par bioréduction [176,177] à cette famille. Ce 

concept fut repris et un certain nombre de composés nitroaromatiques activables en hypoxie 

ont été développés (Figure 54) [178,179]. Le TH-302 en est un exemple, cette molécule est 

dérivée de l’ifosfamide et possède une entité clivable de type nitroimidazole. Elle est 

actuellement en étude clinique de phase I, en association avec la doxorubicine pour, 

notamment, le traitement des sarcomes des tissus mous [180].  
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 Schéma 8 : Mécanisme d’activation, proposé par Hu et al., d’un dérivé nitobenzylé du cyclophosphamide [181] 

 

 

 

 

 

 Figure 55 : Vectorisation par la fonction ammonium quaternaire de prodrogues dérivées ducyclophosphamide et 

activables en hypoxie 
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 L’activation des composés s’effectue dans un environnement réducteur (hypoxie ou 

enzymes réductrices), le groupement nitro des prodrogues est alors réduit par une série de 

réductions en hydroxylamine (4 électrons nécessaires) et en amine (6 électrons nécessaires) 

(Schéma 7). Cette modification entraine une délocalisation électronique qui conduit au clivage 

de la liaison C-O et s’ensuit alors la libération de l’agent cytotoxique (Schéma 8) [181]. 

Notons qu’en aérobie, la première étape de la réduction est réversible et ne permet pas la 

réduction de la molécule et donc la libération de l’entité active. 

   

 Ce travail de thèse a consisté à exploiter ce concept de prodrogues activables en 

hypoxie et à la combiner avec notre stratégie de vectorisation pour la famille des 

phosphoramides. Nous nous sommes intéressés plus particulièrement à des dérivés du 

cyclophosphamide (Figure 55) et avons greffé le vecteur ammonium quaternaire soit sur la 

partie clivable, soit sur la partie alkylante, la position du vecteur pouvant influencer la 

pénétration intracellulaire et donc l’activité cytotoxique. En effet, le clivage libérerait soit une 

entité active seule, soit une entité active portant le vecteur ammonium quaternaire.. 

  

 Le chapitre IV décrit la synthèse de dérivés du cyclophophamide vectorisés par un 

ammonium quaternaire et possédant des entités clivables de type nitrophényle, nitroimidazole 

ou nitrofurane. Ce chapitre présente également l’évaluation biologique des dérivés portant le 

vecteur sur l’entité active avec l’évaluation de leur stabilité in vitro, la détermination de leur 

cinétique de clivage en milieu réducteur suivie par RMN 
31

P, les résultats de leur étude in 

vitro en terme de cytotoxicité en condition hypoxique et normoxique, ainsi que de leur 

évaluation in vivo sur un modèle de xénogreffe de chondrosarcome humain sur souris SCID. 
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III...   EEEtttuuudddeee   dddeee   cccaaappptttaaatttiiiooonnn   ccceeelllllluuulllaaaiiirrreee   ddduuu   rrraaadddiiioootttrrraaaccceeeuuurrr   

999999mmmTTTccc---NNNTTTPPP   111555---555   

A. Culture cellulaire 

Les études de captation ont été réalisées sur trois lignées cellulaires :  

 La lignée HEMC-SS (chondrosarcome humain, ECACC, Salisbury, UK) cultivée 

dans un milieu DMEM/F12 (v/v) (Dutcher, Brumath, France) supplémenté par 10 % 

de sérum de veau fœtal (Biowest, Nuaillé, France), 4 mg/L de gentamicine (Dutcher) 

et 2 mM de glutamine (Fischer, Illkirch, France). 

 La lignée B16F0 (mélanome murin, ATCC, Manassas, USA)  cultivée dans un milieu 

DMEM+glutamax (Gibco) supplémenté par 4 mg/L de gentamicine, 10 % de sérum de 

veau fœtal, 1 % mL de vitamines 100 X (Gibco), 1 % de pyruvate de sodium 100 mM 

et 1 % d’acide aminés non essentiels 100 X. 

 La lignée SWARM (chondrosarcome de rat) obtenue après prélèvement de la tumeur 

d’un rat porteur de chondrosarcome Swarm. La mise en culture a été réalisée comme 

suit : Un fragment de tumeur était prélevé le plus stérilement possible. L’échantillon 

de tumeur était alors haché finement à l’aide d’un scalpel dans une boite de pétri 

stérile puis transféré dans un tube falcon stérile. 1 mL de collagénase A (1 mg/mL 

dans du PBS) était alors ajouté puis la suspension était laissée à 37 °C pendant 45 

minutes en agitant toutes les dix minutes. 10 mL de trypsine 0,25 % étaient ensuite 

ajoutés et la suspension était remise une heure à 37 °C en agitant, de nouveau, toutes 

les dix minutes. Le milieu était finalement centrifugé cinq minutes à 1600 g, puis lavé 

deux fois avec du milieu DMEM/F12. Le culot était alors repris par le même milieu de 

culture que la lignée HEMC-SS, puis les flasques ensemencées à raison de 50 000 

cellules par cm
2
. Les cellules étaient cultivées à 37 °C, 5 % de CO2. 

B. Protocole de l’étude 

Des boites de pétri de 20 cm
2
 ont été ensemencées à raison de 100000 cellules dans 5 

ml de milieu, puis, laissées à l’étuve pendant 24 heures. Le lendemain, après changement du  
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Figure 56 : Pourcentage de Dose Incubée (compartiment 1 + 2) pour les lignées HEMC-SS, Swarm et B16F0 
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 Figure 57 : Pourcentage de D.I. (Dose Incubée) du compartiment 1 et du compartiment 2 après centrifugation 

pour la lignée HEMC-SS 

* * * * 
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milieu, 20 µCi de 
99m

Tc-NTP 15-5 étaient ajoutés dans chacune des boites de pétri qui étaient 

ensuite incubées à 37 °C. Après le temps d’incubation désiré (10 minutes, 1 heure, 2 heures 

ou six heures), le surnageant était rapidement éliminé et le tapis cellulaire rincé par 2 x 5 ml 

de PBS à 4 °C.  

Dans un premier temps, le tapis cellulaire était décollé à l’aide d’un grattoir, récupéré 

puis l’activité de l’échantillon était compté au compteur 1480 WIZARD 3"Automatic Gamma 

Counter" (Perkin Elmer) (compartiment 1 + 2).  

Dans un deuxième temps, l’ensemble était centrifugé (10000 rpm, 5 minutes, 4°C). 

Ainsi, le surnageant (compartiment 1) et le culot cellulaire repris dans 1 ml de PBS 

(compartiment 2) étaient comptés séparément. 

C. Résultats 

 Nous nous sommes intéressés, dans un premier temps à l’activité du culot avec son 

surnageant (compartiment 1 + 2) (Figure 56). Les résultats montrent que le pourcentage de 

dose incubée augmente au cours du temps pour les trois lignées. Au temps 24 h, ce 

pourcentage atteint 0,87  0,45 % pour la lignée HEMC-SS, 0,24  0,03 % pour la lignée 

Swarm et 0,76  0,01 % pour la lignée B16F0. 

 Après centrifugation, les activités du culot (compartiment 1) et du surnageant 

(compartiment 2) sont comptés (Figure 57). Les résultats montrent, pour la lignée HEMC-SS, 

une importante accumulation du radiotraceur dans le surnageant. En effet, le pourcentage de 

DI est de 0,85  0,53 % pour le surnageant et de 0,07  0,01 % pour le culot. Le radiotraceur 

99m
Tc-NTP 15-5 ne semble pas pénétrer dans les cellules, la quasi-totalité de l’activité se 

retrouvant dans le surnageant. 
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Figure 58 : Evolution du volume tumoral mesuré au pied à coulisse du modèle SRC 

L’évolution suit une croissance exponentielle
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2 

IIIIII...   EEEtttuuudddeeesss   iiinnn   vvviiivvvooo   

A. Les modèles d’études 

 Les expérimentations ont été réalisées selon les lignes directrices pour les soins et 

l’utilisation des animaux de laboratoire (National Research Council, 1996), ainsi que les 

directives européennes 86/809/EEC. Les protocoles ont été réalisés avec l’autorisation de la 

direction des services vétérinaires (Autorisation N°C63-113-10), selon les recommandations 

des institutions pour l’utilisation des animaux de laboratoires et les guidelines relatives à 

l’expérimentation en cancérologie [182]. 

1. Le modèle Swarm 

a. Présentation et réalisation du modèle  

 La tumeur a été décrite dans les années 60 [183] et provient d’une tumeur étant 

apparue subitement sur une femelle Sprague Dawley. Cette tumeur a été maintenue durant 

plusieurs années par une série de transplantations sous-cutanées.  

 Un modèle orthotopique a été développé par l’UMR S957 Inserm. Il consiste à 

implanter sous anesthésie générale, un fragment de tumeur Swarm au contact de la surface 

corticale de la diaphyse du tibia, après avivement du périoste. L’implantation est réalisée à 

l’UMR S957 Inserm (Dr F. Rédini, Nantes). Les fragments de tumeur du modèle swarm de 

chondrosarcome (SRC) proviennent du DCTD Tumor Repository (Frederick, Maryland, 

USA) et sont conservés congelés jusqu’à utilisation. Lors de l’implantation des tumeurs, les 

rats sont anesthésiés par inhalation d’une combinaison d’isoflurane (Abbott, France)/air (1,5 

%, 1 L/min) avec injection en intramusculaire d’une dose de kétamine à 100 mg/kg 

(Imalgène, Rhône Mérieux, France). La transplantation est réalisée sur chaque rat au niveau 

de la patte arrière droite, l’autre patte servant de contrôle [149]. Ce modèle est bien décrit et 

très utilisé pour l’étude du chondrosarcome [148,149,184] 

b. Caractérisation du modèle Swarm implanté en situation orthotopique 

La croissance tumorale 

Après l’implantation, les animaux (n = 12) sont suivis pendant une période de quarante jours 

par mesure du volume tumoral au pied à coulisse (Figure 58). Le volume tumoral (VT), à un  
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Figure 59 : Architecture lobulaire d’un chondrosarcome de rat Swarm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60 : Analyses histologiques de tumeur de SRC 

A : Coloration au bleu alcian, grossissement x 5 : Importante densité en protéoglycanes. 

B : Coloration HES (Haematoxyline Eosine Safran), grossissement x 20 : Activité mitotique importante. 

C : Coloration HES, grossissement x 10 : Observation de phénomènes ostéolytiques 
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stade donné, est estimé par la mesure au pied à coulisse des deux dimensions de la tumeur, 

selon la formule : VT (mm
3
) = (L x l

2
)/2, avec "L" : longueur en mm et "l" : largeur en mm. 

 La tumeur devient palpable et mesurable entre le stade J8 et J10 post implantation 

(Figure 58). La croissance tumorale suit alors une loi exponentielle avec un très bon 

coefficient de corrélation (r = 0,9911) et un temps de doublement d’environ 6,3 jours. Au 

stade J40, la tumeur atteint un volume de 6594 ± 523 mm
3
. 

L’anatomopathologie du tissu  

Les analyses anatomopathologiques des tissus ont été réalisées par le Dr M.M. Dauplat 

au Centre Jean Perrin de Clermont-Ferrand. 

Macroscopiquement, le tissu tumoral présente un aspect lobulaire (Figure 59) délimité 

par de fins septa.  

La cellularité et l’activité mitotique observées sont très importantes (critères de 

malignité) (Figure 60, B). La vascularisation est peu présente. Le tissu ressemble, 

histologiquement, à un chondrosarcome humain bien différencié présentant des atypies 

cellulaires (grade II) et contenant du collagène (essentiellement de type II) pour 50 % de la 

totalité des protéines. Ce tissu possède également des caractéristiques chondrogéniques, et 

notamment, une densité importante en protéoglycanes mise en évidence par coloration au bleu 

alcian (Figure 60, A).  

A un stade avancé, J40, des phénomènes d’envahissement des tissus environnants et 

d’ostéolyse sont observés (Figure 60, C). 

 Le dosage des protéoglycanes 

Le dosage biochimique des protéoglycanes du tissu tumoral pour le modèle Swarm 

(cf. protocole expliqué p 79) a été réalisé au stade tardif J45 (Figure 61). Le taux moyen de 

protéoglycanes pour ce modèle est alors de 7,46  2,01 µg de PG/mg de tumeur soit, un taux 

16,5 fois plus important que le taux moyen de protéoglycanes dans un modèle tumoral non 

chondrogénique de mélanome murin implanté sur souris C57BL6J (inoculation en sous 

cutanée de 3.10
5
 cellules pour  100 µL de PBS) et dont la teneur est de 0,45 ± 0,12 µg de 

PG/mg de tumeur au stade avancé J20 post inoculation. 

2. Le modèle sham 

Des rats sprague Dawley (n = 5) sont opérés, au niveau de la patte droite postérieure  
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Figure 61 : Dosage biochimique du taux de protéoglycanes de tumeurs de chondrosarcome (SRC) au stade J45 post 

implantation et de tumeurs de mélanome murin B16F0 au stade J20 post inoculation 
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Figure 62 : Croissance du modèle de xénogreffe de chondrosarcome humain (HEMC-SS) sur souris SCID 

au cours du temps 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 63 : Analyse anatomopathologique d’une xénogreffe de chondrosarcome humain (HEMC-SS) implantée sur 

souris SCID – coloration au bleu alcian, grossissement x 10 

La fixation du bleu alcian est faible 

Tumeur 

à J68 post inoculation 
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1 mais, pour ce modèle, aucun fragment de tumeur n’est implanté.  

3. Le modèle de xénogreffe de chondrosarcome humain (HEMC-SS) sur 

souris SCID 

a. Réalisation du modèle 

 Une suspension, de dix millions de cellules HEMC-SS réalisée dans 100 µL de PBS 

ajoutés à 100 µL de matrigel (BD Biosciences), est inoculée en situation sous cutanée à des 

souris immunodéprimée SCID (Charles River). L’intervention est réalisée sous anesthésie par 

inhalation  d’isoflurane (CSP, Cournon d’Auvergne, France) dans l’air (1,5 %, 1 L/min).  

b. Caractérisation du modèle 

La croissance tumorale 

 Le suivi du volume tumoral est réalisé sur dix animaux par la mesure des deux 

dimensions de la tumeur au pied à coulisse (Figure 62). Pour ce modèle, la tumeur apparaît 

tardivement, elle n’est palpable qu’à partir du 27
ème

 jour. Sa croissance, qui suit une loi 

exponentielle avec un très bon coefficient de corrélation (r = 0,9788), est relativement lente 

puisque le temps de doublement estimé est de 26,7 jours. Deux mois après inoculation des 

cellules, au stade J63, le volume moyen de la tumeur atteint 849 ± 267 mm
3
. 

L’anatomopathologie du tissu 

 Les analyses anatomopathologiques du tissu mettent en évidence une cellularité 

importante. La coloration au bleu alcian est faible (Figure 63). 

Le dosage des protéoglycanes 

 Le dosage biochimique des tumeurs montre que les tissus contiennent peu de 

protéoglycanes, en effet la valeur moyenne du taux du protéoglycanes est évaluée à 0,23 ±  

0,04 µg de protéoglycanes/mg de tumeur. Ce résultat est en accord avec la faible intensité de 

fixation au bleu alcian observé ci-dessus. 

 Contrairement au modèle Swarm, le modèle de xénogreffe de chondrosarcome humain 

sur souris SCID serait donc caractérisé par une densité faible en protéoglycanes.  
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B. Les scintigraphies au 99mTc-NTP 15-5 pour le modèle 

Swarm orthotopique 

 Les imageries scintigraphiques in vivo sont réalisées en utilisant une gamma-caméra 

petit animal (CsI(Na)crystal) équipée d’un collimateur à trous parallèles 1,3/0,2/35 (diamètre 

du trou / épaisseur des septa / hauteur en mm) (gammaimager, Biospace, France). Toutes les 

acquisitions sont réalisées avec une fenêtre de 15 % centrée sur le pic photoélectrique du 

99m
Tc à 140 keV. Chaque rat est soumis à des examens scintigraphiques à différents stades au 

cours du développement tumoral. Le radiotraceur est préparé et marqué comme publié 

précédemment [108,109], puis administré en i.v. (30 MBq/animal) à des animaux anesthésiés 

en intrapéritonéal (i.p.) avec un mélange de kétamine (50 mg/kg) (Imalgène 500, Merial, 

France) et de xylazine (10 mg/kg) (Rompun 2 %, Bayer, France). Deux types d’acquisitions 

planaires sont réalisées : 

 Des acquisitions statiques d’une durée de dix minutes réalisées trente minutes après 

injection du traceur. 

 Des acquisitions dynamiques réalisées dès l’injection du radiotraceur sur quatre-vingt-

dix minutes échantillonnées par tranches de trente secondes. 

 

Les scintigraphies sont considérées comme positives lorsqu’une fixation est observée au 

niveau du site d’implantation tumorale. Toutes les images sont évaluées par le même 

expérimentateur et en utilisant des régions d’intérêt fixes (ROIs) délimitées au niveau 

tumoral, cartilage ou musculaire. Pour chaque ROI, l’activité totale en coups par minute 

(cpm) est normalisée par rapport à la dose injectée et corrigée de la décroissance. 

 

A un stade déterminé et pour chaque animal, deux paramètres sont calculés : 

T/M = Activité surfacique tumorale / Activité surfacique musculaire 

T/C = Activité surfacique tumorale / activité surfacique du cartilage. 

Les résultats sont exprimés par la moyenne ± la déviation standard. 
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Figure 64 : Positionnement d’un rat sur la gamma-camera pour l’imagerie 99mTc-NTP 15-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 65 : Distribution in vivo du radiotraceur 99mTc-NTP 15-5 chez des rats porteurs de chondrosarcome, 

acquisitions planaires et dynamiques 

Les valeurs présentées correspondent à la moyenne déterminée sur cinq animaux. Pour des raisons de 

lisibilité, les écarts types n’ont pas été représentés. 
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C.  L’accumulation du radiotraceur au niveau du tissu 

tumoral 

1. Une accumulation rapide in vivo 

a. Les animaux 

Une étude de distribution du radiotraceur en temps réel sur quatre-vingt-dix minutes a 

été réalisée, sur cinq rats au stade tumoral J20 post implantation. Le volume moyen des 

tumeurs était alors de 949 ± 223 mm
3
.  

b. Les résultats 

 Les courbes "activité-temps" obtenues (Figure 65) mettent en évidence une 

accumulation rapide du traceur au niveau de la tumeur avec un pic atteint sept minutes après 

l’injection et un plateau qui débute vers quinze minutes et qui se poursuit jusqu’à la fin des 

acquisitions. La valeur moyenne du rapport T/M, paramètre gouvernant le contraste de 

l’imagerie, se maintient à une valeur de 2,91  0,58 sur la totalité du suivi. A partir du temps 

trente minutes, l’activité tumorale est supérieure à l’activité de l’articulation fémorotibiale 

(T/C = 1,43  0,16).  

2. Une accumulation tissulaire spécifique  

a. Les animaux 

 Une étude de distribution par prélèvement du radiotraceur a été réalisée sur le modèle 

SRC au stade J40 post implantation à 30, 60 et 180 minutes après injection du radiotraceur. A 

ce stade, les tumeurs pesaient entre 4 et 6 g. Nous avons alors déterminé, pour différents 

organes, le pourcentage de Dose Injectée (DI).  

b. Les résultats 

 Les résultats (Figure 66) mettent en évidence une accumulation spécifique au niveau 

du cartilage articulaire (tête humérale, articulation fémorotibiale) et au niveau de la tumeur, 

ainsi qu’une accumulation non-spécifique au niveau des reins. Les os et le muscle, quant à 

eux, ne semblent pas fixer le traceur. 
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Figure 66 : Pourcentage de DI (Dose Injectée) par gramme de tumeur à 30, 60 et 180 minutes après l’injection.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 67 : Taux de rats diagnostiqués positifs au chondrosarcome selon le stade du développement tumoral et la 

technique : Scintigraphies au 99mTc-HMDP, Scintigraphies au 18F-FDG, palpation, ou Scintigraphies au 99mTc-NTP 15-5  
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Trente minutes après l’injection du radiotraceur, la captation tumorale est évaluée à 

2,75  0,25 % DI/g de tissu contre 0,52  0,02 % DI/g de tissu pour le muscle. De plus, les 

résultats montrent qu’au temps 180 minutes, la fixation est toujours plus importante dans les 

structures cartilagineuses que dans le muscle (tumeur : 0,95 ± 0,32 % DI/g de tissu ; muscle : 

0,10 ± 0,01 % DI/g de tissu). 

La fixation importante au niveau du rein et de la vessie témoigne d’une élimination 

urinaire rapide. En effet, dès le temps trente minutes, le pourcentage de DI/g de tissu pour les 

reins est de 18,3  2,27 %. 

3. L’imagerie et le développement tumoral  

Des rats porteurs de chondrosarcome sont suivis régulièrement au cours du 

développement tumoral à partir du stade J4 post implantation par (i) des scintigraphies au 

99m
Tc NTP 15-5, par (ii) la mesure du volume tumoral au pied à coulisse, par (iii) des 

scintigraphies au 
99m

Tc-HMDP et, enfin, (iv) par imagerie TEP au 
18

F-FDG (Figure 67 et 

Figure 68).  

Les caractéristiques de l’imagerie sont les suivantes : 

 Imagerie 
99m

Tc-NTP 15-5 : Injection en i.v. de 30 MBq par animal, acquisitions 

planaires à t + 30 minutes post injection, acquisition sur chaque patte positionnée sur 

le collimateur de la gamma-caméra, durée d’acquisition : 10 minutes, fenêtre 

d’énergie : 140 keV  15 %. 

 Imagerie 
99m

Tc-HMDP : Injection en i.v. de 30 MBq par animal, acquisitions à t + 2 

heures post injection. 

 Imagerie 
18

F-FDG : Injection en i.v. de 20 MBq par animal, acquisitions à t + 45 

minutes post injection, acquisitions centrée sur les deux pattes / deux positions de lit, 

durée d’acquisition : 15 à 20 minutes, fenêtre d’énergie : [250 – 700] keV. 

 

Capacités de diagnostic de l’imagerie 
99m

Tc-NTP 15-5 (Figure 67)  

Alors que la tumeur n’est palpable qu’à partir du stade J10 pour 50 % des rats, une 

fixation du radiotraceur est observée à un stade précoce lors du développement tumoral, le 

stade J4 post implantation, et ce, pour 67 % des rats.  

En  ce  qui  concerne  le  
99m

Tc-HMDP  et  le  
18

F-FDG  qui  font  tous  deux  partie  des  
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Figure 68 : Fixation du radiotraceur 99mTc-NTP 15-5 au cours du développement tumoral 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 69 : Imagerie 99mTc-NTP 15-5 des rats Shams au stade J4 post intervention  

Aucune fixation du 99mTc-NTP 15-5 n’est observée au niveau du site de l’intervention chirurgicale 
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radiotraceurs disponibles actuellement pour l’imagerie du chondrosarcome, leur fixation 

respective se révèle être relativement faible, voir absente. 
 

En effet, concernant l’imagerie 
99m

Tc-HMDP, les scintigraphies se révèlent être négatives 

quelque soit le stade tumoral. Pour le 
18

F-FDG, l’imagerie réalisée au stade J25 post 

implantation permet de diagnostiquer 62 % des rats alors que la tumeur est pourtant palpable 

chez tous les animaux. 

 

Capacités de suivi du développement tumoral de l’imagerie 
99m

Tc-NTP 15-5 (Figure 68) 

 La fixation du radiotraceur est étroitement corrélée avec le développement tumoral. En 

effet, au stade J4, le rapport T/M est de 1,61  0,14 alors que la tumeur est non palpable. Ce 

rapport de fixation augmente ensuite avec le développement tumoral jusqu’à atteindre, au 

stade J45, une valeur de 4,25  0,25 pour un volume tumoral de 5,31.10
3
  1,31.10

3
 mm

3
. 

 

 Contrairement au 
99m

Tc-HMDP et au 
18

F-FDG, le 
99m

Tc-NTP 15-5 peut donc fixer une 

tumeur de chondrosarcome dès le stade J4, alors que cette tumeur n’est ni palpable, ni 

mesurable. De plus sa fixation est corrélée avec le développement tumoral. Ces résultats 

soulignent ainsi le potentiel du 
99m

Tc-NTP 15-5 pour le diagnostic et le suivi du 

chondrosarcome. 

4. Une accumulation spécifique 

a. Absence de fixation chez les Shams 

 Nous avons souhaité vérifier, ici, que la fixation du tissu observée à partir du stade J4 

post implantation n’était pas due à l’intervention chirurgicale qui aurait pu engendrer un 

phénomène inflammatoire. Des scintigraphies ont donc été réalisées régulièrement pendant 

cinquante jours sur le modèle de rat Sham décrit précédemment p50.  

Aucune fixation n’est observée au niveau du site de l’intervention chirurgicale au stade 

J4, ni, d’ailleurs, à aucun stade post chirurgie (Figure 69). 
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Figure 70 : Imagerie 99mTc-NTP 15-5 sur une xénogreffe de chondrosarcome humain (HEMC-SS) 

implantée sur souris SCID (1) au stade J66 post inoculation, et sur un modèle de mélanome murin sur 

souris C57BL6J au stade J20 post inoculation (2) 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 71 : Rapport T/M de la fixation du 99mTc-NTP 15-5 

pour la tumeur Swarm (Stade J4 et J25), B16F0 (Stade J20) et 

HEMC-SS (Stade J66) 

 

 

 

 

Figure 72 : Taux de protéoglycanes dans les tumeurs 

Swarm (J45), B16F0 (J20) et HEMC-SS (J66) 
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b. Absence de fixation au niveau des tumeurs exprimant peu les 

protéoglycanes 

Absence de fixation sur le modèle de xénogreffe de chondrosarcome humain 

(HEMC-SS) 

Des scintigraphies au 
99m

Tc-NTP 15-5 sont réalisées sur le modèle de xénogreffe de 

chondrosarcome humain (HEMC-SS) présenté plus haut à un stade tumoral avancé (J66 post  

inoculation) (Figure 70). A ce stade, la tumeur est bien développée, palpable et facilement 

mesurable. Les images scintigraphiques obtenues mettent en évidence une très faible fixation 

tumorale avec un rapport T/M de 1,17 ± 0,10. Cette faible fixation peut être liée à la faible 

densité en protéoglycanes de ces tumeurs démontrée plus haut dans l’étude du modèle. 

Absence de fixation sur le mélanome 

Une étude identique a été réalisée sur le modèle murin de mélanome (B16F0) implanté 

sur souris C57BL6J (Figure 70). Des scintigraphies au 
99m

Tc-NTP 15-5 ont été réalisées in 

vivo au stade J20 post inoculation, à ce stade les tumeurs pèsent entre 200 et 500 mg.  

Les images obtenues démontrent une fixation relativement faible au niveau de la 

tumeur mélanique, le mélanome fixant autant que le muscle, avec un rapport T/M évalué à 

0,93 ± 0,32.  

 

 Les imageries scintigraphiques réalisées sur les deux modèles précédents révèlent 

donc une fixation très faible du radiotraceur au niveau tumoral comparativement à celle 

observée pour le modèle Swarm (Figure 71). En effet, le rapport T/M pour le modèle Swarm, 

même au stade précoce J4 post implantation (stade pour lequel la tumeur n’est pas palpable) 

est plus important que pour les deux modèles de xénogreffes, même à un stade avancé 

(T/MSwarm à J4 = 1,61  0,06 ; T/MHEMC-SS à J66 = 1,17  0,10 et T/MB16F0 à J20 = 0,93  0,32. 

Au stade J25 post implantation, ce rapport est d’ailleurs presque quatre fois plus important 

pour la tumeur Swarm puisqu’il atteint la valeur de T/M = 3,34  0,25.  

Les deux modèles de xénogreffe étant caractérisés par une faible densité en 

protéoglycanes (Figure 72), ces études permettent de conclure que la fixation du 
99m

Tc-NTP 

15-5 est liée à la densité en protéoglycanes du tissu. 
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Figure 73 : Evolution du volume tumoral, mesuré au pied à coulisse, chez des rats porteurs de 

chondrosarcome et traités par du zolédronate comparativement aux rats non traités 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 74 : Analyse histologique de la tumeur d’un rat traité au zolédronate, coloration HES, grossissement x 10 

Observation d’un infiltrat inflammatoire très important 
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 Figure 75 : Rapport T/M de la fixation du 99mTc-NTP 15-5 chez des rats porteurs de chondrosarcome et 

traités par du zolédronate comparativement aux rats non traités 
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5. Une fixation permettant d’évaluer, in vivo, la réponse à un 

traitement antitumoral. 

 Afin de pousser plus loin nos investigations, nous avons souhaité évaluer l’intérêt du 

radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 dans le suivi de la réponse à un traitement. Pour cela, des rats 

porteurs de chondrosarcome Swarm ont été traités par du zolédronate à raison de deux 

administrations de 100 µg/kg par semaine en sous-cutané. Gouin et al. avaient déjà démontré  

une efficacité antitumorale du zolédronate pour le même modèle et selon un protocole 

identique [185]. Le protocole de traitement débute quatre jours après un premier examen 

scintigraphique au 
99m

Tc-NTP 15-5. Les animaux sont ensuite suivis régulièrement par 

mesure du volume tumoral au pied à coulisse et par imagerie scintigraphique au 
99m

Tc-NTP 

15-5.  

Concernant le suivi par la mesure du volume tumoral (Figure 73), nous observons un 

ralentissement significatif  (p < 0,001) de la croissance tumorale à partir du stade J25 chez les 

rats traités (n =12) comparativement aux rats non traités (n = 12). De plus, au stade J48, le 

volume tumoral moyen des rats non traités (5,89.10
3
 ± 1,51.10

3
 mm

3
) est deux fois plus 

important que celui des rats traités (2,90.10
3
 ± 0,80.10

3
 mm

3
). Cette activité antitumorale a été 

confirmée par la mise en évidence de critères anatomopathologiques de régression tumorale, 

dont notamment, un infiltrat inflammatoire très dense (Figure 74). 

En ce qui concerne le suivi par imagerie scintigraphique (Figure 75), une diminution 

significative (p< 0,001) du rapport T/M est observée à partir du stade J24 chez les rats traités. 

Au stade J48, ce rapport est, d’ailleurs, deux fois plus important chez les rats non traités (T/M 

= 4,90 ± 0,99) que chez les rats traités au zolédronate (T/M = 2,32 ± 0,58). 

 L’inhibition de la croissance tumorale, engendrée ici par le traitement au zolédronate, 

est associée à une diminution de la fixation tumorale du radiotraceur. Ces résultats soulignent 

ainsi le potentiel du 
99m

Tc-NTP 15-5 pour la prise en charge du chondrosarcome et plus 

particulièrement pour le suivi et l’évaluation de la réponse à un traitement. 

6. La fixation est due à la fonction ammonium quaternaire 

 Nous avons souhaité vérifier, ici, que la fixation observée était bien due à l’affinité du 

vecteur ammonium quaternaire pour les protéoglycanes, et non, à une quelconque interaction 

avec la couronne 15-5. 
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Figure 76 : Etude de la fixation du radiotraceur 99mTc-NTP 15-5 aux protéoglycanes  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 77 : Rapport de fixation tumeur/muscle du 99mTc-NTP 15-5 comparativement à la couronne 

99mTc-15-5 au cours du temps sur le modèle de rat Swarm 
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a. Etude in vitro 

Les capacités de liaison du radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 aux protéoglycanes ont été 

évaluées, in vitro, par une méthode analytique sur microcolonne ZipTipC18 comparativement 

à la couronne marquée sans vecteur la 
99m

Tc-15-5. Nous nous sommes également intéressés à 

la dissociation du complexe 
99m

Tc-NTP 15-5-agrécane. 

 Le principe consiste à réaliser une solution de protéoglycanes dans du PBS sans Mg
2+

 

et  à ajouter des quantités variables de produit radioactif. Les mélanges sont ensuite passés sur 

de la silice C18. Les molécules marquées libres ne sont pas retenues par la silice. Les 

complexes formés par les molécules marquées et les protéoglycanes sont quant à eux retenus. 

Après plusieurs lavages à l’eau, la silice est comptée. Les témoins correspondent à des 

solutions dépourvues de protéoglycanes contenant le produit marqué et passées sur silice. Les 

résultats sont exprimés par le rapport de l’activité de la silice après passage des solutions tests 

(protéoglycanes + traceur) sur l’activité de la silice après passage de la solution témoin 

(traceur sans protéoglycanes). 

D’après les résultats obtenus (Figure 76), l’agrécane fixe le radiotraceur 
99m

Tc-NTP 

15-5, alors que la couronne 
99m

Tc-15-5 ne le fixe que très peu. En effet, lorsque le 
99m

Tc-NTP 

15-5 est mis en présence d’agrécane, il y a formation d’un complexe retenu par la silice et qui 

dépend de la quantité de traceur testée. Le ratio atteint alors 6,8 pour une quantité de 0,2 µg 

de 
99m

Tc-NTP 15-5. Lorsque la même expérience est réalisée avec la couronne marquée mais 

non vectorisée, la quantité de complexe retenue est presque quatre fois moins importante. Le 

ratio atteint 1,8 pour une quantité de 0,2 µg de 
99m

Tc-15-5. Une fixation est également 

observée entre le 
99m

Tc-NTP 15-5 et l’acide hyaluronique (ratio de 3,5 pour une quantité de 

0,2 µg de traceur). Ces résultats mettent en évidence également une absence de fixation du 

traceur à l’albumine (BSA : "Bovine Serum Albumin"), le ratio étant de proche de 1.  

Concernant la dissociation du complexe, la fixation du traceur sur l’agrécane est 

déplacée par des sels d’iodure de butylammonium à 50 mM, indiquant que la liaison ionique 

entre le traceur et l’agrécane est une liaison ionique plutôt forte. 

b. Etude in vivo 

 Des injections de 30 MBq du radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 ou, de la couronne 
99m

Tc-

15-5, ont été administrées en i.v. à des rats porteurs de chondrosarcome  (n = 10) au stade J20.  
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Figure 78 : Scintigraphies obtenues avec les radiotraceurs 99mTc-HMDP (1) et 18F-FDG (2) chez le modèle SRC 
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 Une acquisition dynamique d’une heure par tranche de cinq minutes a ensuite été 

lancée. Le rapport T/M a été déterminé à chaque temps (Figure 77).  

 Au temps cinq minutes, aucune différence significative n’est observée entre le 

radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 (T/M = 1,15 ± 0,29) et la couronne 
99m

Tc-15-5 (T/M = 1,22 ± 

0,16). Cependant, l’expérience démontre qu’au cours du temps, le rapport T/M augmente pour 

le 
99m

Tc-NTP 15-5 contrairement au rapport T/M relatif à  la couronne 
99m

Tc-15-5. En effet, 

une heure après l’injection, la fixation est presque deux fois plus importante (p < 0,05) pour le 

99m
Tc-NTP 15-5 (T/M = 2,25 ± 0,11) que pour la 

99m
Tc-15-5 (T/M = 1,32 ± 0,27). 

Ces résultats permettent de confirmer le rôle de l’ammonium quaternaire dans le 

processus de vectorisation vers le chondrosarcome. 

D. Intérêt et positionnement du radiotraceur en 

scintigraphie 

1. Chondrosarcome et 99mTc-HMDP 

Le 
99m

Tc-HMDP, marqué au technétium 99m, est un traceur couramment utilisé pour 

les scintigraphies osseuses (cf. Chapitre I, p18). Il s’agit d’un biphosphonate qui fixe 

fortement les zones ou l’activité ostéoblastique est importante. Nous avons réalisé l’imagerie 

99m
Tc-HMDP chez de la rat porteur de chondrosarcome Swarm à un stade tumoral très avancé 

(J50) (Figure 78, (1)).  

Aucune fixation spécifique du traceur 
99m

Tc-HMDP au niveau du tissu tumoral n’est 

observée. Seule, une légère fixation est visible au niveau tibial et correspond à un remodelage 

osseux engendré par le processus ostéolytique associé au développement tumoral.  

Le 
99m

Tc-HMDP ne fixe donc pas de façon spécifique le chondrosarcome, il peut en 

revanche évaluer de façon indirecte l’évolution de la tumeur lorsque celle-ci entraine un 

phénomène d’ostéolyse.  

 

5.  Chondrosarcome et 18F-FDG 

 Comme explicité plus haut (Chapitre I, p16), le 
18

F-FDG, marqué au Fluore 18, est un 

marqueur d’activité métabolique.  

 Nous avons réalisé des imageries scintigraphiques au 
18

F-FDG sur des rats porteurs de 

chondrosarcome au stade J25 et J50. Treize animaux ont été inclus dans cette étude.  
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 Au stade J25, aucune fixation n’est visualisée chez cinq rats, pour les huit autres une 

très légère fixation peut être distinguée. Dans ce cas, le rapport T/M moyen est de 1,17 ± 0,23, 

ce qui reste relativement faible et très proche de la fixation du muscle.  

 A un stade plus tardif, J50, deux rats ont été imagés. Pour ces deux rats un ratio T/M 

plus important a été observé : T/M = 2,75 ± 0,12.  

  Le 
18

F-FDG ne permet donc pas le diagnostic des chondrosarcomes de bas grade, 

ces derniers possédant une activité métabolique trop faible.  

 

IIIIIIIII...   CCCooonnncccllluuusssiiiooonnn         

Dans cette partie, nous avons mis en évidence l’accumulation rapide et spécifique du 

radiotraceur  
99m

Tc-NTP 15-5 au niveau des tissus de nature chondrogénique (cartilage sain 

et tumoral). En effet, nous avons démontré que l’accumulation du traceur dépendait de la 

densité en protéoglycanes d’un tissu. Pour les organes tels que les os ou le muscle, la fixation 

est très faible. De plus, lorsque l’imagerie 
99m

Tc-NTP 15-5 est réalisée sur un modèle de 

xénogreffe de chondrosarcome humain HEMC-SS sur souris SCID ou de mélanome murin 

implanté sur souris nude (tous deux caractérisés par une faible densité en protéoglycanes), le 

rapport Tumeur/Muscle est très proche de 1, et ce, même à un stade avancé de la pathologie. 

Cette accumulation spécifique permet d’obtenir un contraste élevé en scintigraphie. 

Nous avons également confirmé, par une étude in vitro et une étude in vivo, que le 

vecteur ammonium quaternaire est à l’origine de cette fixation. Son interaction avec les 

protéoglycanes, dont fait partie l’agrécane, est une liaison ionique plutôt forte. 

De plus le 
99m

Tc-NTP 15-5, permet de suivre l’évolution de la pathologie, l’importance 

de sa fixation étant corrélée avec le développement tumoral. En cas d’inhibition tumorale, 

suite à un traitement tel que le zolédronate, la fixation du radiotraceur diminue. Le 
99m

Tc-NTP 

15-5 peut donc permettre le suivi du chondrosarcome et la réponse au traitement. 

Enfin, nous avons demontré tout l’intérêt de l’imagerie 
99m

Tc-NTP 15-5 dans le 

diagnostic du chondrosarcome, les radiotraceurs couramment utilisés en clinique (
18

F-FDG et 

99m
Tc-HMDP) ne permettant pas de diagnostiquer le chondrosarcome au stade précoce de la 

pathologie. L’imagerie 
99m

Tc-NTP 15-5 permet, quant à elle, de visualiser un 

chondrosarcome au stade précoce, dès J4 post implantation et ce, alors que la tumeur n’est ni 

palpable, ni mesurable.  
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L’ensemble de ces résultats permettent de mettre en évidence la potentialité du 
99m

Tc-

NTP 15-5 dans le diagnostic, le staging et le suivi du chondrosarcome. 

 

Nous pouvons toutefois ouvrir une parenthèse concernant la fixation du 
18

F-FDG 

observée à un stade avancé du chondrosarcome. Cette fixation est liée à l’augmentation de 

l’activité métabolique du tissu tumoral. Or pour des chondrosarcomes de haut grade et 

dédifférenciés, le tissu tumoral a tendance à synthétiser moins de protéoglycanes ; il s’agit 

peut être là d’une des limites de notre radiotraceur. Les deux traceurs seraient donc 

complémentaires. Dans le cas d’un chondrosarcome de grade élevé, nous pourrions envisager 

l’imagerie 
18

F-FDG comme une alternative à l’imagerie  
99m

Tc-NTP 15-5. 
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Réactifs et conditions : (a) (Boc)2, NEt3, MeOH, température ambiante ; (b) 3-

(diméthylamino)propylamine 2, DCC, HOBt, CH2Cl2, température ambiante ; (c) CH3I, EtOH 

anhydre, température ambiante ; (d) solution d’HCl/EtOH anhydre 2N, température ambiante. 

 

 

Schéma 9 : Synthèse du melphalan-AQ 5  
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La seconde partie des travaux réalisés au cours de cette thèse a consisté à appliquer la 

stratégie de vectorisation vers les protéoglycanes du cartilage, à la vectorisation d’agents 

cytotoxiques, pour proposer une nouvelle approche thérapeutique du chondrosarcome. Afin 

de valider la preuve de concept, un premier dérivé ammonium quaternaire du melphalan, le 

melphalan ammonium quaternaire (Melphalan-AQ), a été synthétisé et évalué (i) in vitro, en 

terme d’activité cytotoxique et d’activité sur le cycle cellulaire et (ii) in vivo, en terme 

d’efficacité antitumorale, sur le modèle de rat porteur de chondrosarcome Swarm (SRC) 

présenté dans le chapitre II.  

III...   SSSyyynnnttthhhèèèssseeesss   dddeeesss   dddééérrriiivvvééésss   ddduuu   mmmeeelllppphhhaaalllaaannn   

A. Synthèse du melphalan-AQ 5 

 La synthèse du melphalan-AQ 5 est réalisée en trois étapes à partir du melphalan 

commercial 1 (Schéma 9).  

 La première étape consiste à coupler le melphalan 1 avec la 3-

(diméthylamino)propylamine 2. Cette étape nécessite de protéger préalablement la fonction 

amine du melphalan par un groupement tert-butyloxycarbonyl. Le melphalan, sous sa forme 

non chlorhydrate, est traité par la triéthylamine puis par le dicarbonate de di-tert-butyle dans 

le méthanol. Après cinquante minutes d’agitation à température ambiante, le milieu est 

acidifié à pH = 1 avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique 1 N puis extrait avec de 

l’acétate d’éthyle. Le couplage avec la 3-diméthylamino-1-propylamine 2 est alors réalisé 

directement sur le produit brut en présence d’agents de couplage peptidiques usuels, 

dicyclocarbodiimide et hydroxybenzotriazole (DCC/HOBt), dans le dichlorométhane. Une 

purification par chromatographie sur colonne de gel de silice permet d’isoler le dérivé amine 

tertiaire 3 avec un rendement de 54 %. 

 La seconde étape consiste à quaterniser le bras amine tertiaire en présence d’iodure de 

méthyle dans l’éthanol anhydre. Le composé 4 est obtenu avec un bon rendement de 84 % 

après précipitation dans l’éther éthylique anhydre.  

 Enfin, la dernière étape consiste à déprotéger la fonction amine en milieu acide dans 

l’éthanol chlorhydrique 2 N. Une partie des contre-ions iodures se retrouvent alors substitués 

par des contre-ions chlorures. Une colonne sur résine échangeuse d’ions est donc nécessaire 

pour substituer la totalité des iodures par des chlorures, l’objectif étant de conserver un seul  
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Schéma 10 : Synthèse du melphalan chlorhydrate 6 
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type d’ions pour la détermination du poids moléculaire en vue des études biologiques. 

L’échange a été confirmé par microanalyse pour laquelle le pourcentage d’iode a été donné  

inférieur à 100 ppm. Le melphalan-AQ est ainsi obtenu avec un rendement global de 39 %.  

Tous les composés de cette séquence réactionnelle ont été caractérisés par analyse infra-

rouge, RMN 
1
H, RMN 

13
C, spectrométrie de masse et analyse centésimale.  

  

 Sur le spectre RMN 
1
H du composé final 5, la fonction ammonium quaternaire est 

caractérisée par un singulet intégrant pour neuf protons à 3,06 ppm. La forme chlorydrate de 

l’amine primaire est visible par la présence d’un singulet élargi intégrant pour trois protons
 
à 

8,48 ppm, correspondant à la fonction NH3
+
. 

 Cette forme chlorydrate de l’amine et également confirmée par le spectre infra-rouge 

avec la présence d’une bande d’absorption entre 2500 et 3200 cm
-1

 correspondant aux 

vibrations de valence νNH3+.  

 La caractérisation de la structure du dérivé ammonium quaternaire 5 a été, d’autre part, 

complétée par une analyse par spectrométrie de masse en mode électrospray. Cette analyse 

donne un pic moléculaire m/z 402/403/405 d’intensité relative 9/6/1 caractéristique de la 

présence des deux atomes de chlore.  

 L’analyse centésimale réalisée nous a permis d’une part, de vérifier l’échange complet 

des anions iodures et, d’autre part, de déterminer la formule brute du composé 5 qui est isolé 

sous forme hydratée : C19H33Cl3N4O.1,5H2O.2HCl : 

 Valeurs théoriques : %C : 47,90 ; %H : 7,20 ; %N : 11,80 ; %O : 3,40 ; %Cl : 29,80  

 Valeurs trouvées : %C : 42,56 ; %H : 7,41 ; %N : 9,70 ; %O : 7,98 ; %Cl : 32,97  

Cette analyse nous permet de déterminer la masse molaire du dérivé ammonium quaternaire 5 

du lot utilisé pour les études biologiques : 539,80 g.mol
-1

. 

 

B. Synthèse du melphalan chlorhydrate 6 

 Le melphalan commercial 1, sous forme non chlorhydrate, est insoluble dans les 

solvants aqueux. Pour les besoins des études in vitro et in vivo, nous avons choisi de 

synthétiser le chlorhydrate correspondant 6. 

Son obtention s’effectue en milieu totalement anhydre. Une suspension du melphalan 

commercial 1 est réalisée dans du dichlorométhane anhydre. Après ajout d’éther éthylique 

chlorhydrique 2 N, le milieu est agité quelques minutes avant d’être évaporé. Le résidu est 
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ensuite repris par de l’éther éthylique anhydre puis le milieu est agité pendant une nuit, sous 

argon, afin d’être certain d’obtenir un composé non hydraté. Le lendemain, une simple 

filtration sous argon, permet d’obtenir le melphalan sous forme chlorhydrate 6, avec un 

rendement quasi-quantitatif. Ce composé a été caractérisé par analyse infra-rouge, RMN 
1
H, 

RMN 
13

C, spectrométrie de masse et analyse centésimale. 

La transformation du melphalan en son chlorhydrate est confirmée en analyse infra-

rouge par la disparition des bandes à ≈ 1600 et ≈ 1400 cm
-1 

caractéristiques du groupement 

COO
-
 du melphalan au profit d’une bande d’absorption intense à 1740 cm

-1
 (νC=O acide) et 

d’une bande large vers 2900 cm
-1

 correspondant aux vibrations de valence νNH3+. Ce sel 

d’ammonium est également mis en évidence par deux bandes intenses à 1615 et 1520 cm
-1

 

correspondant respectivement aux vibrations antisymétriques et symétrique du groupement 

NH3
+
. 

Les résultats de la microanalyse nous permettent de déterminer la formule brute et la 

masse molaire du composé 6 : C3H18Cl2N2O2.1,5HCl et 359,68 g.mol
-1

.  

 Valeurs théoriques : %C : 45,70 ; %H : 5,60 ; %N : 8,20 ; %O : 9,40 ; %Cl : 31,10  

 Valeurs trouvées : %C : 42,95 ; %H : 5,66 ; %N : 7,46 ; %O : 9,25 ; %Cl : 34,38 
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IIIIII...   EEEtttuuudddeeesss   iiinnn   vvviiitttrrrooo   ddduuu   mmmeeelllppphhhaaalllaaannn---AAAQQQ   eeettt   ddduuu   
mmmeeelllppphhhaaalllaaannn,,,HHHCCClll...    

A. Modes opératoires 

1. Détermination du pouvoir alkylant par le test à la NBP 

 90 µL d’une solution à 5 % (p/v) de 4-(4’-nitrobenzyl)pyridine (NBP) dans le n-

propanol contenant 0,125 volumes de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4) sont déposés dans 

chaque puits des microplaques 96 puits (Nunclon
TM

 surface). Après incubation à 37 °C, 10 µL 

de n-propanol seul ou, d’une solution de melphalan-AQ 5 ou melphalan,HCl 6 sont ajoutés 

(ces solutions sont préparées dans le n-propanol de telle sorte que la concentration finale en 5 

ou 6 dans chaque puits soit de 2 mM). Les microplaques sont alors agitées pendant une 

minute sur Tiramax avant d’être incubées à 37 °C pendant 15, 30, 60, 180 et 240 minutes. 

Une fois le temps d’incubation terminé, 150 µL d’une solution révélatrice contenant du 3-

aminopropan-1-ol et de l’alcool tert-butylique (25/75, v/v) sont distribués dans chaque puits. 

La coloration bleue du complexe NBP-alkylant est obtenue après agitation. La densité optique 

est mesurée à 540 nm sur un spectrophotomètre "Labsystem Multiskan MS" avec lecteur de 

microplaques. 

2. Culture cellulaire 

 L’évaluation de la cytotoxicité du melphalan-AQ 5 et du melphalan,HCl 6 a été 

réalisée sur différentes lignées : HEMC-SS, chondrosarcome humain ; Saos2, Ostéosarcome 

humain ; M4Beu, mélanome humain  et sur une lignée de chondrocytes sains humains :   

-  La lignée HEMC-SS (chondrosarcome humain, ECACC, Salisbury, Royaume-Uni) est 

cultivée dans un milieu DMEM/F12 (v/v) (Dutcher, Brumath, France) supplémenté 

par 10 % de sérum de veau fœtal (Biowest, Nuaillé, France), 4 mg/L de gentamicine 

(Dutcher) et 2 mM de glutamine (Fischer, Illkirch, France). 

- La lignée Saos-2 (ostéosarcome humain, ATCC, Manassas, USA) est cultivée dans un 

milieu McCoy’s 5A (Dutcher) supplémenté par 10 % de sérum de veau foetal 

(Biowest) et 4 mg/L gentamicine (Dutcher). 

- Les chondrocytes (PromoCell, Heidelberg, Allemagne) sont cultivés dans le milieu 

"Chondrocyte Growth Medium" (PromoCell) + "SupplementMix" (PromoCell). 
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- La lignée M4Beu, obtenue par le Pr J.F. Doré (mélanome humain, Centre Léon 

Bérard, Lyon, France), est cultivée dans un milieu MEM + glutamax (Fischer) 

supplémenté par 4 mg/L de gentamicine (Dutcher), 10 % de sérum de veau fœtal 

(Biowest), 1 % d’une solution vitaminique (Fischer, 100 X), 1 % d’acides aminés non-

essentiels (Fischer, 100 X) et 1 % de pyruvate de sodium (Dutcher, 100 mM). 

Toutes les lignées sont cultivées dans une étuve à 37 °C en normoxie (21 % O2, 5 % CO2). 

3. Evaluation de la cytotoxicité par le test à la résazurine 

 Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits (Nunclon
TM

 Surface) à une 

densité de 15.10
3
 cellules pour 150 µL de leur milieu de culture respectif. Les plaques sont 

conservées pendant 24 h à l’étuve à 37 °C pour laisser les cellules adhérer. Lors de la phase 

de traitement, 50 µL de solution du composé à étudier (composé ayant été solubilisé dans le 

diméthylsulfoxide, DMSO) sont ajoutés de telle sorte que la concentration finale en DMSO 

soit de 0,5 % (v/v). Les cellules sont incubées pendant 72 h en présence ou non du composé. 

L’effet cytotoxique est alors évalué par le test à la résazurine d’après la procédure décrite par 

O’Brien et al. [186].  

La fluorescence est mesurée avec un automate, le Fluoroskan Ascent FL
TM

 (Labsystems) à 

une longueur d’onde d’excitation de 630 nm et d’émission de 590 nm. L’activité cytotoxique 

est définie comme la concentration nécessaire pour inhiber la croissance cellulaire de 50 % 

(CI50). 

4.  Cytométrie en flux 

Les cellules sont ensemencées à raison de 1.10
5
 cellules par boite de Pétri de 20 cm

2
 

puis laissées 24 h à l’étuve pour adhérer au support. Lors de la phase de traitement, dans 

chaque boite de pétri, 25 µL d’une solution du composé à étudier solubilisé dans le DMSO (à 

la concentration de 1 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM ou 20 µM), sont ajoutés de telle sorte que la 

concentration finale en DMSO soit de 0,5 % (v/v). Après incubation pendant un temps défini 

(15, 24, 48 ou 72 h), le tapis cellulaire est décollé par l’action de la trypsine 1 X. La 

suspension cellulaire, contenant le milieu de culture et les cellules adhérentes, est séparée en 

deux suspensions. La première suspension servira à l’analyse du cycle celulaire (évaluation du 

pourcentage de cellules en phase G0G1, S, G2M ou SubG0G1), la seconde à déterminer le 

pourcentage de cellules en phase apoptotique par le test à l’anexine V. Le test à l’Annexine V 

permet de différencier les cellules apoptotiques des cellules mortes ou vivantes. 
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Suspension 1 : Détermination du pourcentage de cellules en phase G0G1, S, G2M et 

SubG0G1.  

La suspension est centrifugée (400 g, 8 minutes, 4 °C), le culot cellulaire est repris 

dans 1 mL de tampon phosphate froid (DPBS 1 X, Invitrogen), puis, de nouveau centrifugé 

(10000 rpm, 5 minutes, 4 °C). Le surnageant est alors éliminé puis les culots sont plongés 

dans l’azote liquide avant d’être conservés à - 80 °C jusqu’à analyse. 

Lors de l’analyse, le culot est repris par 300 µL de ribonucléase (1 mg/mL) auxquels 

sont ajoutés 300 µL d’iodure de propidium (0,1 mg/mL, Sigma Aldrich, France). La 

distribution du cycle cellulaire est analysée par un cytomètre en flux (Beckman Coulter Epics 

XL 4C) aux longueurs d’ondes de 488 nm (excitation) et 620 nm (lecture). 

 

Suspension 2 : Détermination du pourcentage de cellules en phase apoptotique. 

 Le test à l’annexine V est réalisé en utilisant les réactifs du kit "Annexin V - FITC kit" 

(Beckman Coulter, Marseille, France). Après avoir compté les cellules, la suspension est 

centrifugée (500 g, 5 minutes, 4 °C). Le surnageant est éliminé puis le culot est repris par le 

tampon de raction contenu dans le kit afin d’obtenir une concentration comprise entre 5.10
5
 et 

5.10
6
 cellules par mL. Pendant toutes les manipulations, la suspension cellulaire doit être 

conservée sur de la glace pilée.  

 Lors de l’analyse, à 100 µL de suspension cellulaire sont ajoutés 1 µL de solution 

d’Annexine V - FITC, puis 5 µL d’iodure de propidium (ces réactifs sont contenus dans le 

kit). Après agitation douce, les tubes sont placés quinze minutes dans le noir avant d’ajouter 

400 µL de tampon contenu dans le kit Annexin V - FITC. L’analyse au cytomètre en flux doit 

se faire dans les trentes minutes. 
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Figure 79 : Détermination du pouvoir alkylant - Test à la NBP 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 80 : Valeur des CI50 en µM déterminées pour quatre lignées cellulaires après 

traitement au melphalan,HCl ou au melphalan-AQ 

Melphalan-AQ 

Melphalan,HCl 
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B. Résultats 

1. Evaluation du pouvoir alkylant 

Le test à la 4-(4’-nitrobenzyl)pyridine (NBP) constitue une technique simple basée sur 

un dosage colorimétrique du complexe NBP-agent alkylant qui correspond à un chromophore 

violet. La NBP agit comme un substrat pour l’attaque nucléophile de la partie alkylante de la 

molécule, à savoir, la fonction bis(2-chloroéthyl)amino, mimant ainsi l’alkylation de l’ADN. 

Ce test permet donc de déterminer le pouvoir alkylant d’un composé. La formation du 

complexe est plus ou moins rapide selon le pouvoir alkylant de la molécule testée.  

Dans notre cas, le melphalan-AQ 5 forme un complexe avec la NBP et possède donc 

un pouvoir alkylant (Figure 79). Ce pouvoir alkylant est cependant moins rapide que celui du 

melphalan,HCl 6. En effet, au temps 240 minutes, la densité optique du complexe NBP-

melphalan,HCl atteint 0,18  0,02 alors que la densité optique du complexe NBP-melphalan-

AQ est de 0,10  0,02. 

Ces résultats prouvent que le greffage du bras ammonium quaternaire ne modifie 

pas de façon significative l’alkylation.  

2. Détermination de la cytotoxicité par le test à la résazurine 

 Les études de cytotoxicité mettent en évidence une activité cytotoxique pour le 

melphalan-AQ 5 comme pour le melphalan,HCl 6 sur les lignées Saos-2 et HEMC-SS (Figure 

80). La CI50 du melphalan-AQ 5 est respectivement de 37,5  3,53 µM et de 14,0  8,48 µM 

pour les lignées Saos-2 et HEMC-SS. Pour le melphalan,HCl 6, les valeurs de CI50 sont 

respectivement de 5,0  1,01 µM et de 6  1,10 µM pour ces mêmes lignées. De plus, un 

différentiel intéressant est observé pour les deux molécules entre la lignée de chondrocytes 

sains et la lignée de chondrocytes tumoraux, pour laquelle tous deux sont inactifs. Concernant 

la lignée M4Beu, le melphalan-AQ 6 ne montre pas d’activité cytotoxique contrairement au 

melphalan,HCl dont la CI50 est de 19  12,73. 

3. Caractérisation de l’activité cytotoxique 

 Pour caractériser l’activité cytotoxique, nous nous sommes intéressés à l’effet "temps 

d’incubation" mais aussi, à l’effet "dose". Dans un premier temps, les cellules de 

chondrosarcome HEMC-SS sont traitées pendant des temps variables (15, 24, 48 ou 72 h) et à  



Chapitre III – Application à la vectorisation d’agents cytotoxiques avec le melphalan-AQ 

 

 

 

 

 

   

     

Figure 81 : Répartition cellulaire dans les différentes phases du cycle cellulaire après traitement au melphalan,HCl ou au 

melphalan-AQ à la dose correspondant à leur CI50 pendant 15 h, 24 h, 48 h et 72 h sur la lignée HEMC-SS  

 

 

 

  

      

 

Figure 82 : Répartition cellulaire dans les différentes phases du cycle cellulaire après traitement au melphalan,HCl ou au 

melphalan-AQ à la dose de 1 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM ou 20 µM pendant 24 h sur la lignée HEMC-SS 
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une dose correspondant à la valeur de leur CI50 respective (14 µM pour le melphalan-AQ 5 et 

6 µM pour le melphalan,HCl 6) (Figure 81). Dans un second temps, elles sont traitées pendant 

24 h à la dose de 1 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM ou 20 µM (Figure 82).  

 

Concernant l’influence du temps d’incubation (Figure 81) : un blocage en fin de phase 

S temps dépendant, ainsi qu’un début d’apoptose sont observés à partir de 48 h pour le 

melphalan,HCl 6 et le melphalan-AQ 5. Concernant les cellules traitées au melphalan-AQ 5 

pendant 72 h, la proportion en phase S et en SubG0G1 est augmentée respectivement de 2,7 et 

de 4,6 fois par rapport au contrôle. Pour les cellules traitées au melphalan,HCl, cette 

augmentation est respectivement de 2,7 et de 4,8 fois. Le subG0G1 correspond ici à des 

cellules en apoptose. En effet, la corrélation, entre le pourcentage des cellules en phase  

subG0G1 et celui des cellules en apoptose marquées à l’annexine, est bonne avec un 

coefficient de corrélation r = 0,97. 

 Concernant l’influence de la concentration (Figure 82), on observe un blocage en phase 

S et un début d’apoptose dès 5 µM pour les deux composés. Comparativement à la proportion 

de cellules en phase S en l’absence de traitement et à la dose de 20 µM, la proportion de 

cellules pour cette même phase est 3,5 fois plus importante après traitement au melphalan-AQ 

5 et 2 fois plus importante après traitement au melphalan,HCl 6. 

 

 L’ensemble de ces résultats démontrent que le greffage du bras ammonium 

quaternaire, au niveau de la fonction acide du melphalan, ne supprime pas son activité 

cytotoxique. En effet, le melphalan-AQ 5 conserve un pouvoir alkylant, ainsi qu’une 

cytotoxicité semblable à celle du melphalan,HCl 6 pour les lignées osseuses (Saos-2) et 

cartilagineuses (chondrocytes sains et tumoraux). De plus, les études de cytométrie de flux 

révèlent un blocage en fin de phase S temps et concentration dépendant ce qui est 

caractéristique de la famille des moutardes azotées dont fait partie le melphalan [187].  
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Dose 

(mg/kg) 

Dose 

(µmol/kg) 

Score 

Clinique 

Nombre 

d’animaux 

Nombre 

de morts 

%  

de mort 

52 96 - 5 5 100 % 

35 65 0 6 5 83 % 

30 55 - 6 6 100 % 

26 48 0 5 3 60 % 

22 40 0 6 4 67 % Perte de poids en % 

17,5 32 0 5 0 0 % 6 % 

10 18 0 5 0 0 % 5 % 

4 7 0 5 0 0 % 3 % 

 

Tableau 3 : Détermination de la DMT du melphalan-AQ 5 administré en i.v. sur souris OF1 
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IIIIIIIII...   EEEtttuuudddeeesss   iiinnn   vvviiivvvooo   

 L’activité cytotoxique du melphalan-AQ 5, typique des moutardes azotées, ayant été 

démontrée in vitro, nous avons souhaité, in vivo, évaluer son efficacité antitumorale 

comparativement à son équivalent non vectorisé, le melphalan,HCl 6. Il nous a donc fallu, 

dans un premier temps, déterminer la toxicité de ce composé sur souris OF1. 

A. Dose Maximale Tolérée (DMT) du melphalan-AQ 5 et du 

melphalan,HCl 6 

 La Dose Maximale Tolérée (DMT) du melphalan est connue, elle est de 25 µmol/kg 

[188], ce qui correspond à 9 mg/kg de melphalan,HCl 6. Il nous a fallu déterminer la DMT du 

melphalan-AQ 5. 

L’expérience a été réalisée sur des souris OF1 mâles (n = 43) âgées de six semaines 

(Charles River, France). Chaque groupe de cinq ou six souris ont reçu une administration de 

melphalan-AQ 5 en i.v. comprise entre 4 et 52 mg/kg. Le melphalan-AQ 5 a été solubilisé 

dans une solution de chlorure de sodium (9 g.L
-1

) avec 2 % d’éthanol. Le volume injecté 

correspondait à un volume de 200 µL pour un poids de 20 g. Suite à l’injection, chaque souris 

a été pesée régulièrement et son état général surveillé. La DMT est définie comme la plus 

haute dose administrée répondant à un certain nombre de critères : 

 Aucune mort dans un groupe 

 Perte de poids maximum admise : 10 % 

 Score clinique le plus faible possible.  

Le score clinique est évalué pour chaque souris en s’intéressant à un certain 

nombres de signes cliniques : diarrhée, poils hérissés, yeux clos, léthargie. Pour 

chaque signe clinique, on attribue une valeur de 1 si la souris présente le signe 

en question. Dans le cas contraire, on attribue une valeur de 0. En faisant la 

somme des valeurs, on obtient le score clinique pour chaque souris. 

 

Aucune souris n’a révélé de signes cliniques. La DMT est donc déterminée 

essentiellement en considérant la perte de poids (Tableau 3). A la dose de 17,5 mg/kg, soit 32 

µmol/kg, aucune mort n’est rapportée. De plus, la perte de poids maximum observée à cette 

même dose est de 6 % (< 10 %). La DMT du melphalan-AQ administré en i.v. sur souris 

OF1 est donc de 32 µmol/kg,  soit 17,5 mg/kg. 
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B. Efficacité antitumorale et toxicité in vivo du melphalan-AQ 

5 comparativement au melphalan,HCl 6 

 L’évaluation in vivo de l’efficacité du melphalan-AQ 5, comparativement au 

melphalan,HCl 6, a été réalisée sur le modèle de rat porteur de chondrosarcome Swarm décrit 

précédemment dans le chapitre II.  

 Deux protocoles ont été envisagés : 

 Dans un premier temps, les doses étudiées étaient équimolaires entre elles. Pour le 

melphalan-AQ 5, elle était de 16,2 µmol/kg soit 8,7 mg/kg ce qui correspond à 50 % de sa 

DMT et, pour le melphalan,HCl 6, de 16,2 µmol/kg soit 5,8 mg/kg, (65 % de sa DMT).  

 Dans un second temps, les doses étudiées correspondaient à 50 % de leur DMT 

respective. Pour le melphalan-AQ 5, elle était toujours de 16,2 µmol/kg soit 8,7 mg/kg mais, 

pour le melphalan,HCl 6, elle était abaissée à 12,5 µmol/kg soit 4,5 mg/kg. 

Quelques soit les doses : 

 Les effets indésirables ont été évalués par la pesée régulière de tous les animaux et par le 

prélèvement sanguin pour l’analyse de la formule hématologique (Unité d’Epidémiologie 

Animale, INRA, Saint Genès Champanelle, France).  

 Le volume tumoral a été régulièrement mesuré au pied à coulisse. 

 Des imageries scintigraphiques ont été réalisées avec le radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5.  

 Les animaux ont été sacrifiés, soit une semaine après la dernière dose, soit à un stade 

avancé. Dans les deux cas, les tumeurs ont été pesées et le dosage biochimique des 

protéoglycanes a été réalisé.  

 Des fragments de tumeurs ont été envoyés en analyse anatomopathologique (Centre Jean 

Perrin, Clermont-Ferrand, France). 

1. Modes opératoires 

a. Analyses hématologiques 

 Des prélèvements sanguins ont été réalisés pour chaque rat. Les rats ont été 

anesthésiés par inhalation  d’isoflurane (CSP, Cournon d’Auvergne, France) dans l’air (1,5 %, 

1 L/min).  200 µL de sang ont été prélevés dans la veine de la queue avec une seringue 

surmontée d’un cathéter (BD vacutainer, Plymouth, UK) préalablement hépariné (heparine 

choay, Sanofi-aventis, Paris, France). 
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Le sang a été récupéré dans des tubes coatés en EDTA (Venosafe, Terumo Leuven, Belgique) 

puis les tubes ont été agités très lentement pendant deux minutes. Les échantillons ont, enfin, 

été analysés avec un analyseur d’hématologie (scil Vet abc, Scil, France).  

 

b. Evaluation de l’effet antitumoral  

L’effet antitumoral a été évalué par l’imagerie scintigraphique réalisée avec le 

radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 et par la mesure du volume tumoral au pied à coulisse. 

Mesure du volume tumoral au pied à coulisse 

 Le volume tumoral (VT), à un stade donné et pour chaque tumeur, a été estimé par la 

mesure au pied à coulisse des deux dimensions de la tumeur, selon la formule : 

VT (mm
3
) = (L x l

2
)/2 

Avec "L" : longueur en mm et "l" : largeur en mm 

Les mesures ont été réalisées systématiquement par le même opérateur et dans les mêmes 

conditions afin de limiter au maximum la variabilité. 

 

 Le paramètre T/C a été estimé à un stade donné [189] : 

               T C = (VT moyen du groupe traité à Jx / VT du groupe témoins à Jx) x 100 

 

 L’inhibition tumorale (TGI) a pu être exprimée en pourcentage selon la formule : 

TGI = 100 – T/C 

 

 Le temps de doublement (TD) a été déterminé. Il correspond au temps que met une 

tumeur pour doubler de volume et s’exprime en unité de temps. Ce temps de doublement est 

déterminé individuellement pour chaque animal puis moyenné. Sa détermination est possible 

lorsque le volume tumoral suit une fonction exponentielle de formule VT = V0.e
at

 (V0 : 

Volume tumoral au stade J0), la formule est alors : 

TD = Ln2 / a 
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Figure 83 : Synopsis de l’étude in vivo 
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Figure 84 : Evolution du volume tumoral moyen pour les rats traités au melphalan-AQ (A) et 

les rats non traités (B)  

L’évolution suit une fonction exponentielle et permet de déterminer un temps de doublement 
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Imagerie scintigraphique 

 Comme démontré dans le chapitre II, le radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 peut être utilisé 

pour évaluer la réponse à un traitement. Durant la phase de traitement, aucun contrôle par 

imagerie n’a été effectué, ce, pour éviter une éventuelle compétition entre le radiotraceur et le  

melphalan-AQ 5, deux molécules vectorisées par un ammonium quaternaire. Pour chaque 

imagerie scintigraphique, le rapport T/M "Activité surfacique de la tumeur / Activité 

surfacique du muscle" a été déterminé, puis, moyenné pour chaque groupe. 

 

c. Dosage des protéoglycanes 

En vue du dosage des protéoglycanes, les échantillons de tissu ont été rapidement 

congelés dans l’azote liquide puis conservés à - 80 °C jusqu’à analyse. Le dosage des 

protéoglycanes a été réalisé par un test biochimique. Chaque échantillon de tumeur a été 

préalablement pesé puis réduit en poudre avec un broyeur de tumeur (GentleMACS 

Dissociator, Miltenyi Biotec) dans 300 µL d’un tampon de digestion contenant 0,6 mg/mL de 

papaïne et 0,25 mg/mL de dithiothreitol (DTT) dans un tampon phosphate (20 mM NaH2PO4, 

20 mM Na2HPO4, 1 mM EDTA, pH 6,8). 

Les suspensions ont ensuite été incubées 24 h à 60 °C. La teneur en 

glycosaminoglycanes (GAG) sulfatés a été déterminée en utilisant le kit "Sulfated 

Glycosaminoglycan Assay" (Biocolor Ltd, Belfast, Ireland). 

 

2. Comparaison des deux traitements à dose équimolaire  

 L’étude consiste à injecter en i.v. trois doses de melphalan-AQ 5 (16,2 µmol/kg soit 

8,7 mg/kg), de melphalan,HCl 6 (16,2 µmol/kg soit 5,8 mg/kg) ou de sérum physiologique. 

Ces doses sont espacées de quatre jours à partir du stade J4 post implantation  (Figure 83).  

 

a. Evaluation de l’effet antitumoral 

Evaluation par mesure du volume tumoral au pied à coulisse 

La croissance du volume tumoral moyen des rats traités au melphalan-AQ 5 et celle 

des rats non traités suivent une fonction exponentielle avec de très bons coefficients de corré- 
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Figure 85 : Evolution du volume tumoral moyen pour les rats traités au melphalan,HCl 

L’évolution ne suit pas une fonction exponentielle et ne permet pas de déterminer de temps de doublement 
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Figure 86 : Volume tumoral moyen au stade J30 pour les trois groupes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 87 : Valeurs du T/C en pourcentage quatre jours 

et quinze jours après administration de la dernière dose. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 88 : Photographies des tumeurs prélevées en fin 
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lation respectivement de 0,9893 et de 0,9821 (Figure 84, A et B), ce qui correspond à des 

temps de doublement respectifs de 8,8 et de 6,4 jours. Le melphalan-AQ 5 entraine donc une 

inhibition de la croissance tumorale avec un allongement du temps de doublement de 40 %. 

 Concernant les rats traités au melphalan, un effet antitumoral est également observé. 

Cependant, la croissance du volume tumoral moyen ne suit pas une fonction exponentielle et 

ne permet pas de déterminer de temps de doublement (Figure 85). Nous pouvons néammoins 

comparer les volumes tumoraux entre les trois groupes d’animaux. 

 Au stade J30 (Figure 86), le volume tumoral moyen des rats traités au melphalan-AQ 5 

(2,95.10
3
  0,32.10

3
 mm

3
) est 2,6 fois plus petit que les rats non traités. Le volume des rats 

traités au melphalan,HCl 6 (0,31.10
3
  0,30.10

3
 mm

3
) est, quant à lui, 9,5 fois plus petit que 

les rats non traités. Cette diminution du volume tumoral est significative chez les rats traités 

comparativement aux rats non traités, et ce, quelque soit le traitement (p = 0,011 pour le 

melphalan-AQ 5 et p = 0,001 pour le melphalan, HCl 6). 

 De plus, des valeurs de T/C (Figure 87) et de TGI peuvent être déterminées. Dès quatre 

jours après la dernière injection, la valeur du paramètre T/C est de 23,7 ± 14,8 % pour les rats 

traités au melphalan,HCl 6 alors que le T/C pour les rats traités au melphalan-AQ 5 est de 

41,6 ± 18,1 %. Cette différence n’est cependant pas significative. 15 jours après 

administration de la dernière dose, la différence devient significative (p = 0,003) avec des T/C 

respectifs de 12,3 ± 1,3 % pour les rats traités au melphalan,HCl 6 et de 42,6 ± 1,6 % pour les 

rats traités au melphalan-AQ 5, ce qui impose un TGI respectif de 87,7 et de 57,4 % (Figure 

87). Même si une efficacité supérieure est obtenue pour le traitement au melphalan,HCl 6, 

l’efficacité antitumorale du melphalan-AQ 5, avec un rapport T/C de 42,6 %, peut être 

considérée comme intéressante selon les critères du National Cancer Institut [182]. 

 A la fin de l’étude, les tumeurs sont prélevées. Leurs tailles chez les rats traités sont 

nettement plus petites que celles des tumeurs pour les rats non traités (Figure 88), ce qui 

illustre bien l’effet antitumoral. 

Scintigraphie avec le radiotraceur 99mTc-NTP 15-5 

 

L’analyse quantitative de l’imagerie au stade J2 (avant traitement) et J15 (après 

traitement) met en évidence une diminution significative de la fixation chez les rats traités 

(p<0,05) (Figure 89) dès trois jours après la dernière dose. En effet, au stade J15, le rapport 

T/M est de 1,20  0,09 pour les rats traités au melphalan-AQ 5 et de 1,28  0,06 pour les rats 
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 Figure 89 : Rapport de fixation T/M du 99mTc-NTP 15-5 chez les rats traités au melphalan-AQ ou au 

melphalan,HCl, et chez les rats non traités, avant (stade J2) et après (stade J15) traitement 
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Figure 90 : Variation moyenne du poids des rats traités au melphalan,HCl ou au melphalan-AQ à dose équimolaire 

comparativement à l’évolution moyenne du poids chez les rats non traités 
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traités au melphalan,HCl 6, contre 1,50  0,10 pour les rats contrôles. 

b. Les effets indésirables 

 Les rats traités au melphalan-AQ 5 suivent une courbe de poids semblable à celle des 

rats contrôles, avec, pour ces deux groupes, une très légère perte de poids (< 1 %) observée le 

lendemain de chaque injection (Figure 90). Aucun autre signe clinique n’est recensé: pas de 

léthargie, pas de diarrhée… Tous les rats semblent très bien tolérer le traitement. 

 En ce qui concerne les rats traités au melphalan,HCl 6, ces derniers subissent une 

chute de poids très importante, et ce, dès le lendemain de la première injection et amplifiée à 

chaque dose administrée jusqu’à atteindre une perte de poids de 15 % au stade J21 . Pour ces 

derniers, de la diarrhée, des saignements, de l’irritation et des phénomènes de pelades sont 

observés. 

 Le melphalan est un agent alkylant très cytotoxique, non sélectif et responsable d’un 

certain nombre d’effets indésirables dont des désordres hématologiques qui peuvent expliquer 

les saignements importants observés. Des analyses hématologiques sont donc réalisées dès le 

lendemain de la dernière dose (J13). 

Ces analyses mettent en évidence une chute du taux de globules blancs plus 

importante pour les rats traités au melphalan,HCl 6 que pour les rats traités au melphalan-AQ 

5 (p = 0,097) (Figure 91). En effet, le taux de globules blancs pour les rats traités au 

melphalan,HCl 6 est presque trois fois moins important que celui des rats traités au 

melphalan-AQ 5. Ces effets sont fréquemment observés chez des patients souffrant de 

myélome multiple et traités au melphalan [190,191]. 

 

L’ensemble de ces résultats démontrent qu’à dose équimolaire, le traitement au 

melphalan non vectorisé est beaucoup moins bien toléré que le traitement au melphalan 

vectorisé.  

 

c. Les modifications du tissus tumoral engendrées par le traitement 

 Après prélèvement, en vue des analyses anatomopathologiques, les échantillons de 

tumeurs, sont conservés dans l’AFFA jusqu’à analyse (Centre Jean Perrin, Clermont-Ferrand, 

France).  

 Comparativement aux rats témoins, une diminution significative (p<<0,01) du nombre 

de mitoses est observée pour les rats traités au melphalan,HCl 6 ou au melphalan-AQ 5  
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Figure 91 : Taux de globules blancs (103/µL) dans le sang des rats après traitement, au stade J13 
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Figure 92 : Diminution du nombre de mitoses chez les rats traités 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 93 : Coupes de tumeurs, coloration HES, grossissement x 20 

A : témoin ; B : melphalan-AQ ; C : melphalan,HCl 

On observe de nombreuses mitoses (      ) chez les témoins 
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Figure 94 : Coupes de tumeur, coloration HES, grossissement x 10 

A : témoin ; B : melphalan-AQ ; C : melphalan,HCl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 95 : Intensité de la coloration au bleu alcian dans les tumeurs 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 96 : Dosage biochimique des protéoglycanes dans les tumeurs 

 
Traitement 

Intensité de la coloration 

au bleu alcian 
Melphalan-AQ Melphalan,HCl NaCl 

importante 43 % 40 % 75 % 

modérée 43 % 60 % 25 % 

faible 14 % 0 % 0 % 

fibrose fibrose 

vascularisation 

Cellules 

inflammatoires 

Infiltrat 

inflammatoire 

Cellule 

nécrosée 

  

Rats traités au melphalan-AQ 

Rats traités au melphalan,HCl 

Rats non traités 



Chapitre III – Application à la vectorisation d’agents cytotoxiques avec le melphalan-AQ 

 

 



Chapitre III – Application à la vectorisation d’agents cytotoxiques avec le melphalan-AQ 

82 

 

 

(Figure 92 et Figure 93). Le nombre moyen de mitoses observées par champs est 

respectivement de 0,17 ± 0,16 et de 0,02 ± 0,04 pour les rats traités au melphalan-AQ 5 et 

ceux traités au melphalan,HCl 6. La différence entre les deux traitements n’est cependant pas 

significative. Cette observation est le premier signe d’un ralentissement de la croissance 

tumorale pour les deux traitements. 

A cela, s’ajoutent des signes de régression tumorale (Figure 94) observés chez 57 % des rats 

traités au melphalan-AQ 5 et 40 % des rats traités au melphalan,HCl 6, tels que des cellules 

nécrosées. Un phénomène inflammatoire, marqué par la présence de nombreux lymphocytes 

et de zones de fibrose, semble se mettre en place chez les rats traités que ce soit au 

melphalan,HCl 6 ou au melphalan-AQ 5. Cet infiltrat est associé à une augmentation de la 

vascularisation qui offre aux lymphocytes (cellules inflammatoires) un accès au tissu pour 

éliminer les cellules nécrosées. L’inflammation est donc, ici, un signe indirect de l’efficacité 

du traitement. 

 

 Concernant la coloration au bleu alcian, les tumeurs non traitées, dans la majorité des 

cas (75 %), fixent fortement le réactif. Pour ce qui est des tumeurs traitées, l’intensité est 

plutôt modérée à importante (Figure 95). Le dosage des protéoglycanes appuie cette 

observation (Figure 96) puisque aucune différence significative n’est observée quelquesoit le 

groupe.  

Ces résultats sont surprenants. En effet, nous nous attendions à mettre en évidence une 

corrélation entre une efficacité antitumorale et une diminution de la densité en 

protéoglycanes, que ce soit par coloration au bleu alcian ou par le dosage biochimique, ce qui 

n’est pas le cas ici. Les analyses démontrent que certaines tumeurs de rats traités au 

melphalan-AQ 5 ou au melphalan,HCl 6 peuvent présenter à la fois des signes importants de 

régression tumorale et fixer fortement le bleu alcian. Nous ne pouvons donc pas forcément 

lier l’intensité en protéoglycanes d’un tissu à un effet antitumoral. 

 



Chapitre III – Application à la vectorisation d’agents cytotoxiques avec le melphalan-AQ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 97 : Synopsis de l’étude in vivo 

 

 

      Figure 98 : Poids des tumeurs prélevées à J22 

                                                                                  

 

 

Figure 99 : Photographies des tumeurs prélevées à J22 
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3. Comparaison des deux traitements à la dose correspondant à 50 % 

de leur DMT respectives  

 

Une nouvelle étude in vivo a été réalisée à dose équivalente en terme de toxicité, soit 

50 % de la DMT pour le melphalan-AQ 5 et 50 % de la DMT pour le melphalan,HCL 6 

(Figure 97):  

 Trois doses de melphalan-AQ 5, de melphalan,HCl 6 ou de sérum 

physiologique, espacées de quatre jours, ont été administrées en i.v. à des rats 

porteurs de chondrosarcome Swarm. Le melphalan-AQ 5 a été administré à 

raison de 16 µmol/kg (50 % de sa DMT sur souris OF1), le melphalan,HCl 6, a 

été, quant à lui, administré à raison de 12,5 µmol/kg (50 % de sa DMT sur 

souris OF1). 

 Le volume tumoral a été évalué régulièrement par la mesure de la tumeur au 

pied à coulisse. 

 Les analyses scintigraphiques ont été effectuées avant traitement et une 

semaine après la dernière dose. 

 Des prélèvements et analyses de la formule sanguines ont été réalisés le 

lendemain de la première dose (J7), le lendemain de la dernière dose (J15), ainsi 

qu’une semaine après la dernière dose (J22) 

 Après sacrifices et prélèvements des tumeurs, au stade J23, le dosage 

biochimique des protéoglycanes et l’analyse anatomopathologique ont été 

réalisés. 

 

a. L’efficacité antitumorale 

Pour cette étude, l’efficacité antitumorale a été évaluée par la pesée des tumeurs au 

stade J22, soit une semaine après injection de la dernière dose. En effet à ce stade, alors que 

toutes les tumeurs des rats contrôles sont mesurables au pied à coulisse, seulement 40 % des 

tumeurs des rats traités au melphalan,HCl 6 et 40 % des tumeurs des rats traités au melphalan-

AQ 5 sont palpables. L’effet antitumoral est bien illustré par le poids et la taille des tumeurs,       

Figure 98 et Figure 99. De plus, alors que la différence des rats traités versus contrôles est 

significative (p < 0,001 quelque soit le traitement), la différence entre les deux traitements  
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Figure 100 : Activité surfacique de la tumeur sur activité surfacique du 

muscle pour les rats diagnostiqués positifs au 99mTc-NTP 15-5, stade J22 

 

 

 

 

Figure 101 : Evolution du poids moyen pour les trois groupes 
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est, quant à elle, non significative (p=0,996). 

Des scintigraphies au 
99m

Tc-NTP 15-5 sont également réalisées au stade J22, soit juste 

avant le sacrifice des animaux. Alors que la totalité des rats contrôles sont diagnostiqués 

positifs au 
99m

Tc-NTP 15-5, seulement 40 % des rats traités au melphalan-AQ 5 et 50 % des 

rats traités au melphalan,HCl 6 le sont. Cette observation s’explique par la taille des tumeurs 

qui, pour les plus petites, peuvent mesurer de 2 à 3 mm
3
 et sont donc en limite de résolution 

(1,8 mm) de la gamma-caméra. Pour les rats diagnostiqués positifs, une diminution du rapport 

activité surfacique de la tumeur sur activité surfacique du muscle chez les rats traités au 

melphalan,HCl 6 et chez les rats traités au melphalan-AQ 5 comparativement aux rats témoins 

a été mise en évidence, cependant cette diminution est non significative (Figure 100).  

b. Les effets indésirables 

Pour tous les rats, une légère perte de poids est toujours observée le lendemain de 

chaque injection (Figure 101).  

Une perte de poids plus importante est toujours observée pour les rats traités au 

melphalan,HCl 6. Cependant, la diminution de dose administrée rend cette perte de poids 

réversible, à partir de six jours après la dernière injection (J20). Il faut toutefois noter que, 

même à cette dose, des saignements et des pelades sont observés.  

Les rats traités au melphalan-AQ 5, tolérent bien le traitement. En effet, comme lors de 

l’étude précédente, l’évolution du poids est semblable à celle des rats contrôles et aucun 

saignement ni diarrée ne sont observés. 

 

Des analyses hématologiques sont réalisées à J7 (juste avant la 1
ère

 injection), à J15 

(juste après la 3
ème

 injection) et à J22 (une semaine après la dernière injection) (Figure 102). La 

diminution des globules blancs est significativement plus importante (p = 0,016) chez les rats 

traités au melphalan,HCl 6 au stade J15, soit, dès la fin du protocole de traitement. On observe 

également une diminution significative (p = 0,009) du taux de lymphocytes. Une semaine 

après la dernière injection, on observe une remontée du taux de globules blancs et de la 

proportion en lymphocytes qui sont de nouveau quantifiables chez les traités au 

melphalan,HCl 6. Malgré tout, la différence melphalan,HCl 6 et melphalan-AQ 5 reste 

toujours significative.  
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Figure 102 : Analyses hématologiques des rats traités au melphalan,HCl ou au melphalan-AQ 

comparativement aux rats non traités 

J7 : juste avant la première injection, J15 : juste après la dernière injection et  

J22 : une semaine après la dernière injection 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 103 : Nombre moyen de mitoses 

observées par champs 

Figure 104 : Tumeur d’un rat traité au melphalan,HCl - Coloration 

HES, grossissement x 10 
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Ces analyses mettent également en évidence un taux de globules rouges plus faible 

chez les rats traités au melphalan,HCl juste après la fin du protocole de traitement (J15) mais 

cette différence n’est pas significative. Cette diminution du taux de globules rouges peut être 

associée à une anémie. 

Tous ces paramètres évoquent un syndrome myélodysplasique. Les syndromes 

myélodysplasiques peuvent apparaître après un traitement chimiothérapeutique, plus 

particulièrement après administration d’un agent alkylant, tel que le melphalan. Ce syndrome 

est marqué par : 

- une diminution des globules blancs qui provoque un affaiblissement du système 

immunitaire, 

- des saignements qui correspondent à des manifestations hémorragiques dues à une 

insuffisance plaquettaire, 

- des anémies dues à une diminution des globules rouges entrainant de la fatigue 

[192,191].  

Une semaine après l’arrêt du traitement (stade J22), le taux de globules rouges et 

d’hémoglobine sont revenus à la normale. Cependant, même s’ils sont remontés, le taux de 

globules blancs et le pourcentage de lymphocytes sont toujours significativement diminués 

chez les traités. 

c. Les modifications du tissu tumoral engendrées par le traitement 

 Les résultats de l’étude anatomopathologique sur les tumeurs prélevées à un stade 

tardif mettent en évidence les mêmes observations que lors de l’étude précédente à dose 

équimolaire du melphalan-AQ 5 et du melphalan,HCl 6 : 

 Une diminution du nombre moyen de mitoses par champs chez les rats traités 

(Figure 103).  

Le nombre moyen de mitoses observées par champs chez les rats non traités est de 

3,15 ± 2,32 alors qu’il est de 0,03 ± 0,14  pour les rats traités au melphalan,HCl 6 et de 

0,08 ± 0,08 pour les rats traités au melphalan-AQ 5.  

 Des signes importants de régression tumorale (Figure 104).  

Des signes de régression tumorale sont observés chez les rats traités : pour 60 % des 

rats traités au melphalan-AQ 5 et pour 67 % des rats traités au melphalan,HCl 6. Ces 

signes comprennent la présence des cellules nécrotiques, de fibrose, la présence de 

nombreuses cellules inflammatoires ainsi qu’une augmentation de la densité de vascu- 
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Figure 105 : Dosage biochimique des protéoglycanes dans les tumeurs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 106 : Analyse anatomopathologique d’une tumeur de rat traité au melphalan-AQ  

A : Coloration HES, grossissement x 20, B : Coloration bleu alcian, grossissement x 10       

 

 

 

   A                                                                    B 



Chapitre III – Application à la vectorisation d’agents cytotoxiques avec le melphalan-AQ 

86 

 

 

larisation. 

 Une corrélation entre l’intensité de la coloration au bleu alcian et l’effet 

antitumoral difficile à mettre en évidence (Figure 105 et Figure 106) 

Le dosage biochimique (Figure 105) met en évidence une diminution non significative 

de la densité des protéoglycanes dans les tumeurs des rats traités au melphalan-AQ 5 

et des rats traités au melphalan,HCl 6, comparativement aux rats contrôles.  

Du point de vue anatomopathologique, il ne semble pas y avoir de corrélation avec 

l’effet antitumoral. En effet, certaines tumeurs de rats traités peuvent présenter des 

signes de régression tumorale importants et fixer fortement le bleu alcian. Cette 

observation est bien visible Figure 106  avec la tumeur d’un rat traité au melphalan-

AQ 5. La tumeur est très petite et ne pèse que 21 mg. Les analyses histologiques 

révèlent d’importants signes de régression tumorale, dont un infiltrat inflammatoire et 

une densité de vascularisation importants, le nombre de mitoses par champs est très 

faible (0,1). Malgré un effet antitumoral relativement bien mis en évidence, le 

marquage au bleu alcian observé est important et hétérogène. 

 

 
 

IIIVVV...   CCCooonnncccllluuusssiiiooonnn      
 

Nous avons démontré in vitro que le greffage du bras ammonium quaternaire par 

formation d’une liaison amide sur la fonction acide ne supprimait pas l’activité. En effet, le 

melphalan-AQ 5 conserve un pouvoir alkylant et une activité sur le cycle cellulaire typique 

des moutardes azotées, à savoir, un blocage en phase S associé à un processus apoptotique, 

comparables au melphalan,HCl 6.  

Concernant, l’efficacité antitumorale in vivo, nous avons démontré qu’il n’y avait pas 

de perte d’efficacité, pour le melphalan-AQ 5. En effet, il n’existe pas de différence 

significative entre les deux traitements, que ce soit par mesure du volume tumoral, par 

analyses scintigraphiques au 
99m

Tc-NTP 15-5, ou encore par analyses anatomopathologiques. 

Par ailleurs, l’imagerie au 
99m

Tc-NTP 15-5 réalisée sur les animaux soumis aux traitements 

renforce les résultats montrant l’intérêt de ce radiotraceur pour le suivi in vivo de la réponse 

du chondrosarcome à la thérapie. 

De plus, nous avons, démontré une diminution considérable des effets indésirables 

pour les rats traités par le melphalan-AQ 5 comparativement aux rats traités par le melpha-  
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lan,HCl 6. Ces derniers subissent une perte de poids dose-dépendante importante ainsi qu’une 

altération de la formule sanguine typique des moutardes azotées et réversible après arrêt du 

traitement.  

 

Nous pouvons finalement conclure que le vecteur ammonium quaternaire, non 

seulement, permet d’amener spécifiquement un cytotoxique au niveau d’un chondrosarcome 

implanté en orthotopique, mais aussi et surtout, améliore considérablement l’index 

thérapeutique (rapport efficacité/tolérance), paramètre primordial en oncologie.  

 Ces résultats démontrent bien l’intérêt de la stratégie de vectorisation par la fonction 

ammonium quaternaire pour améliorer la prise en charge du chondrosarcome. Nous avons 

souhaité appliquer cette stratégie à une autre famille d’agent alkylant : les phosphoramides. 
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Figure 107 : Structure des prodrogues synthétisées, activables en hypoxie et dérivées du cyclophosphamide 

 

 

 

 

 

 
 

Schéma 11 : Synthèse de l’équivalent non clivable, le composé 11
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Les résultats obtenus avec le melphalan-AQ 5 (maintien de l’activité cytotoxique, 

inhibition de la croissance tumorale et diminution des effets indésirables) prouvent l’intérêt de 

vectoriser un agent cytotoxique par une fonction ammonium quaternaire. Nous avons souhaité 

appliquer cette stratégie de vectorisation à d’autres agents cytotoxiques.  

Comme développé plus haut, le chondrosarcome est caractérisé par un environnement 

hypoxique. La troisième partie de cette thèse est l’exploitation de cette particularité du 

chondrosarcome, pour améliorer la spécificité des molécules et ainsi, proposer une nouvelle 

approche thérapeutique encore plus sélective de cette pathologie. Ce chapitre décrit la 

synthèse et les études biologiques de prodrogues dérivées du cyclophosphamide activables en 

hypoxie (Figure 107) : 

 Les composés 15a, 15b et 15c portent le vecteur sur la moutarde azotée, à 

savoir la partie dotée de l’activité cytotoxique, et se différencient par la nature 

de leur entité clivable : nitrofurane, nitroimidazole ou nitrophényle. 

 Le composé 11 correspond à un équivalent non clivable des composés 15a-c. 

 Le composé 23 correspond à un équivalent non vectorisé du composé 15b. 

 Enfin, le composé 29 se différencie des autres molécules par la position du 

vecteur ammonium quaternaire qui est, ici, porté par l’entité clivable. 

III...   SSSyyynnnttthhhèèèssseeesss      dddeeesss      dddééérrriiivvvééésss      ppphhhooosssppphhhooorrraaammmiiidddeeesss   

A. Synthèse de dérivés portant le vecteur sur l’entité active 

1. Synthèse d’un dérivé non activable en hypoxie : dérivé benzyle 11 

 Plusieurs voies de synthèse sont envisageables en fonction de l’ordre choisi pour 

l’introduction des différents substituants sur l’atome de phosphore. D’après les données de la 

littérature [193,194], nous avons choisi une stratégie (Schéma 11) qui peut également être 

utilisée pour les synthèses des prodrogues 15a-c. Celle-ci débute par la formation du 

dichlorure de l'acide N,N-bis(2-chloroéthyl)phosphoramidique 8, se poursuit par la 

substitution successive des deux atomes de chlore par le groupement O-benzyle, puis par la 3-

diméthylamino-1-propylamine 2, et se termine enfin par la quaternisation de l’amine tertiaire. 

 La  synthèse  du  dichlorure  de  l'acide N,N-bis(2-chloroéthyl)phosphoramidique  8 est 

réalisée  par  réaction  de  l'oxychlorure  de   phosphore   sur   le   chlorhydrate   de   la   bis(2- 
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Schéma 12 : Principe de l’indicateur coloré spécifique des agents alkylants à base de 4-(4’-nitrobenzyl) pyridine ou NBP.  

La plaque de chromatographie est plongée dans une solution de NBP à 2,5 % dans l'acétone, chauffée, puis plongée dans 

une solution méthanolique de potasse à 10 %. Les composés possédant la fonction chloroéthylamine apparaissent en bleu-

violet profond en raison de la formation d'un complexe de résonance. 

 

 

 

 

 

Figure 108 : Suivi par RMN 31P du milieu réactionnel lors de la formation de l’intermédiaire 9 

Ref : H3PO4 à 1 % dans D2O 

Spectre du milieu réactionnel lors de la formation du composé (9) : 

Impureté 

Composé  

(8) 

Composé  

(9) 

Spectre du milieu réactionnel lors de la formation du composé (9), après avoir ajouté quelques 

cristaux du composé (8) : 

Impureté 

Composé (9) 

Composé (8) : 

augmentation de 

l’intensité du signal 
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chloroéthyl)amine 7. Cette réaction s'effectue sous reflux pendant une dizaine d'heures. Une 

distillation sous pression atmosphérique pour éliminer l’excès d'oxychlorure de phosphore, 

suivie d’une distillation sous pression réduite (bp 110-114°C ; 0,1 mmHg) [195] ou d’une 

colonne sur gel de silice éluée par un mélange cyclohexane/acétate d’éthyle (7/3, v/v) permet 

d’isoler le composé 8 sous la forme d’un solide blanc à température ambiante avec un 

rendement pouvant atteindre 88 %. 

 En solution dans du toluène anhydre, le composé 8 réagit avec du benzylate de 

sodium, obtenu par action d’hydrure de sodium sur l’alcool benzylique à froid. Après quatre 

heures d’agitation, un suivi par chromatographie sur plaque de silice (éluant : 

cyclohexane/acétate d’éthyle, 7/3, v/v) montre la quasi-disparition du dichlorure de l’acide 

N,N-bis(2-chloroéthyl)phosphoramidique 8 ainsi que la formation d’un composé révélant à 

l’ultra-violet à 254 nm et avec un indicateur coloré spécifique des agents alkylants à base de 

4-(4’-nitrobenzyl) pyridine (NBP) pouvant correspondre au composé 9 attendu. Le principe 

de la réaction de cet indicateur coloré est explicité Schéma 12. La formation du chlorure de 

l’acide benzyl N,N-bis(2-chloroéthyl)phosphoramidique 9 est également suivie par RMN du 

phosphore (Figure 108). On observe l’apparition d’un composé dont le signal est moins 

déblindé que le signal correspondant au produit de départ 8 (  = - 0,43 ppm). Bien qu’étant 

utilisé à raison de 1 équivalent par rapport à l’alcool benzylique, on constate que le composé 8 

est toujours présent dans le milieu réactionnel dans un ratio 8/9, 25 % / 75 %. 

 D’après la littérature, le composé 9 est instable [194], la formation de chlorure de 

benzyle ayant été observée ; nous choisissons donc de poursuivre la réaction in situ par 

addition de la 3-diméthylamino-1-propylamine 2 malgré la présence de dichlorure de l’acide 

N,N-bis(2-chloroéthyl)phosphoramidique 8 n’ayant pas réagit. Après deux heures d’agitation, 

un suivi par chromatographie sur plaque de silice (silice, éluant : cyclohexane/acétate 

d’éthyle, 7/3, v/v) montre la disparition de l’intermédiaire formé 9. Le mélange réactionnel est 

alors évaporé sous vide avec un bain-marie ne dépassant pas 35 °C pour éviter la dégradation 

des divers composés. Une purification par chromatographie sur colonne de gel silice éluée par 

un mélange équivolumique acétate d’éthyle/éthanol contenant 5 % d’ammoniaque est alors 

réalisée. Cette réaction a été effectuée trois fois et le composé 10 a été isolé, soit sous sa 

forme base, soit sous la forme du chlorhydrate correspondant, ceci ayant été déterminé par 

RMN du proton et en observant les  valeurs  des  déplacements  chimiques des signaux relatifs  
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Tableau 4 : Déplacements chimiques des signaux relatifs aux méthyles et méthylènes en α et β de l’amine du composé 10 

selon sa forme chlorydrate ou sa forme base 

 

 

 

 

 

Schéma 13 : Synthèse des prodrogues 15a, 15b et 15c 

 

 

Dans CDCl3 N(CH3)2 CH2N(CH3)2 CH2CH2N(CH3)2 

10 (non chlorydrate) 2,55 3,00-3,09 1,86 

10 (chlorydrate) 2,72 3,00-3,12 1,96 
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aux méthyles et méthylène en  et β de l’amine (Tableau 4), qui voient leur signaux se 

déplacer vers les champs faibles pour la forme chlorhydrate. 

La dernière étape consiste à quaterniser la fonction amine tertiaire, et ce par action 

d’iodure de méthyle. Les premiers essais sont réalisés dans un milieu éthanolique anhydre 

avec un excès d’iodure de méthyle. Dans ces conditions, l’alkylation n’est pas observée, le 

spectre de RMN 
1
H du composé isolé ne varie que par le déplacement des protons vicinaux de 

l’atome d’azote de la fonction amine tertiaire, ce qui semble indiquer une protonation 

vraisemblablement liée à la formation de HI dans le milieu. Afin d’éviter la formation de 

l’iodohydrate, les conditions sont modifiées par l’utilisation de THF anhydre en 

remplacement de l’éthanol et par ajout d’une base, le carbonate de sodium, à raison de six 

équivalents, selon un mode opératoire décrit dans la littérature [196]. Le mélange réactionnel 

est laissé sous agitation à température ambiante pendant environ deux heures. La réaction est 

suivie par chromatographie sur couche mince (silice, éluant : éthanol contenant 10 % 

d’ammoniaque). On observe alors la formation d’un produit plus polaire et la disparition 

totale du produit de départ 10. Après filtration du milieu réactionnel et lavage du précipité 

avec du méthanol, le filtrat est évaporé pour conduire au dérivé ammonium quaternaire 11. 

Celui-ci est obtenu avec des rendements allant de 70 à 99 % sous la forme d’une poudre 

blanche très hygroscopique qui est conservée sous argon à - 80°C. Malgré ces conditions de 

conservation, le composé 11 se transforme en huile visqueuse.  

La quaternisation de la fonction amine est confirmée en RMN du proton, par le 

déplacement du signal correspondant aux protons des méthyles portés par l’azote qui se voient 

déblindés d’environ 0,37 ppm et intègre désormais pour 9 protons ; mais également en RMN 

du carbone car le déplacement du signal, correspondant aux groupements méthyles, est 

déblindé d’environ 11 ppm puisqu’il passe de 42,5 ppm pour l’amine tertiaire à 53,8 ppm 

pour l’ammonium quaternaire. 

2. Synthèse des prodrogues vectorisées et activables en hypoxie 15a-c 

 Nous nous sommes intéressés à des entités clivables en hypoxie de structure nitro-

(hétéro)aromatique. La nature de l’hétérocycle influence la vitesse de libération du principe 

actif, aussi trois cycles ont été étudiés dans un premier temps : les cycles phényle, furane et 

imidazole.  

 Les synthèses des trois structures suivantes, 15a-c, ont été entreprises selon la 

séquence réactionnelle décrite Schéma 13, à partir de l’alcool correspondant 12. Si les 
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Schéma 14 : Synthèse du 2-hydroxymethyl-5-nitrofurane 12a 

 

 

 

 

 Schéma 15 : Synthèse du 5-hydroxymethyl-1-N-methyl-2-nitro-1H-imidazole 12b 
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dernières étapes sont identiques, le nombre global d’étapes nécessaires à l’obtention de ces 

dérivés 15a-c dépend de l’accessibilité de l’alcool de départ. En effet, les alcools de départ 

sont soit commerciaux (dans le cas de l’alcool p-nitrobenzylique 12c), soit préparés au 

préalable, à partir de l’aldéhyde correspondant dans le cas du 2-hydroxyméthyl-5-nitrofurane 

12a ou, d’après une séquence multiétape dans le cas du 5-hydroxyméthyl-1-N-méthyl-2-nitro-

1H-imidazole 12b. 

a. Préparation des alcools 12a et 12b utilisés comme synthon de départ 

Synthèse du 2-hydroxyméthyl-5-nitrofurane 12a 

 Le 5-nitro-2-furaldéhyde commercial est réduit par le borohydrure de sodium dans un 

mélange THF/eau pour conduire à l’alcool 12a (Schéma 14) [177].
 
Le temps de réaction est 

assez court (1h30) et la purification, qui ne consiste qu’en une simple extraction à l’acétate 

d’éthyle, permet d’obtenir l’alcool 12a analytiquement pur par RMN 
1
H et ce avec un 

rendement satisfaisant de 79 %. 

Synthèse du 5-hydroxyméthyl-1-N-méthyl-2-nitro-1H-imidazole 12b 

 La séquence réactionnelle envisagée comporte sept étapes au départ de la sarcosine 16, 

et fait intervenir la synthèse de Marckwald [197] pour obtenir le cycle imidazole (Schéma 15).  

 Une première étape d’estérification par action de chlorure de thionyle en milieu 

éthanolique a conduit à l’ester éthylique 17 avec un rendement de 85 %.  

La N-formylation est réalisée par addition du formiate d’éthyle en présence de 

carbonate de potassium. Après une nuit d’agitation à température ambiante, le composé 18 est 

obtenu avec un rendement de 92 %. Une étude de RMN montre la présence de deux rotamères 

pour le composé 18. L’existence de deux rotamères, liée à la présence de la fonction amide, 

provoque le dédoublement (dans un rapport 67 % / 33 %) de tous les signaux visibles en 

RMN proton et carbone.  

La C-formylation est ensuite réalisée par ajout lent d’hydrure de sodium dans une 

solution du composé 18 dans le formiate d’éthyle, refroidie dans un bain de glace. Après une 

nuit d’agitation à température ambiante et lavage du résidu obtenu à l’hexane, celui-ci est 

chauffé à 110 °C pendant une heure dans l’éthanol en présence d’acide chlorhydrique 

concentré afin de réaliser une N-déformylation.  

 La formation du cycle imidazole est réalisée à chaud par ajout de cyanamide dans un  
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Schéma 16 : Mécanisme de la synthèse de Marckwald [197] 
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milieu aqueux, d’après la réaction de Marckwald, classiquement utilisée pour la formation 

d’imidazoles. Cette réaction s’effectue par action d’une α-aminoacétone sur le cyanamide, le 

produit obtenu est un 2-aminoimidazole (Schéma 16). Le groupement amine de l’α-

aminoacétone s’additionne sur le groupement nitrile du cyanamide ce qui forme un dérivé de 

guanidine. Une condensation intramoléculaire entre une fonction amine et la fonction cétone 

conduit à la cyclisation en 2-aminoimidazole, après une prototropie dans le composé 

intermédiaire.  

Après passage en milieu basique du milieu réactionnel et extraction, une purification sur 

colonne de gel de silice, éluée par un mélange acétate d’éthyle/éthanol 95/5 (v/v), permet 

d’isoler le composé 20 avec un rendement de 55 %.  

Après nitration du composé 20 par addition de nitrite de sodium en milieu acide 

acétique dilué, purification sur colonne de gel de silice du composé 21 puis hydrolyse de 

l’ester par de la soude, l’acide 22 est obtenu  analytiquement pur sous forme d’une poudre 

blanche. 

 Les conditions de réduction envisagées ensuite consistaient à activer l’acide 22 avec 

du N,N-carbonyldiimidazole puis à le réduire par du borohydrure de sodium en milieu aqueux, 

d’après une procédure décrite dans la littérature [195]. Ces conditions de réduction se sont 

révèlées être inefficaces dans notre cas. D’après des recherches bibliographiques, nous avons 

envisagé d’autres conditions : activation de l’acide par l’isobutylchloroformiate puis réduction 

par du borohydrure de sodium en milieu aqueux. L’activation de l’acide est ici nécessaire car 

le borohydrure de sodium ne permet généralement pas la réduction de l’acide en alcool et 

l’utilisation de réducteurs plus forts, tel que LiAlH4, aurait vraisemblablement également 

conduit à la réduction de la fonction nitro. Dans ces conditions, et après une chromatographie 

sur colonne de gel de silice, éluée par de l’acétate d’éthyle, le produit 12b est obtenu avec un 

rendement de 75 %.  

b. Couplage des alcools 12 avec le dichlorure de l'acide N,N-bis(2-

chloroéthyl)phosphoramidique 8  

 Comme énoncé précédemment, les trois dernières étapes sont identiques quelque soit 

le nitro-(hétéro)aromatique utilisé (Schéma 13). Ces étapes sont réalisées en milieu anhydre et 

l’évolution des deux premières est suivie par RMN du phosphore 31. 
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prélèvements T0 T0 + 10’ 

Ajout de 

l’amine 

 

T0 + 30’ 

T0 + 50’ T0 + 2h30 

Impureté 9,89 9,89 9,93 9,93 

Impureté 11,25 11,24 / / 

13a 15,54 15,54 / / 

8 15,67 15,67 / / 

14a / / 17,40 17,29 

Impureté / / 19,05 18,63 

 

 

prélèvements T0 T0 + 30’ 

Ajout de 

l’amine 

 

T0 + 38’ 

T0 + 45’ / 

Impureté 10,40 10,40 / / 

13b 15,36 15,36 / / 

8 15,69 15,69 / / 

14b / / 17,26 / 

Impureté / / 19,09 / 

 

 

 

 

prélèvements T0 T0 + 25’ 

Ajout de 

l’amine 

 

T0 + 30’ 

T0 + 1h10 T0 + 1h50 

Impureté 10,01 10,02 10,08 10,09 

13c 15,58 15,58 / / 

8 15,67 15,67 / / 

14c / / 17,27 17,26 

Impureté / / 19,23 19,21 

 

Figure 109 : Suivi réactionnel par RMN 31P des trois réactions, ref H3PO4 à 1 % dans D2O 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 110 : Suivi par RMN 31P de la formation de 14a, ref H3PO4 à 1 % dans D2O 
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Une solution molaire de bis(triméthylsilyl)amidure de lithium dans le THF est 

additionnée lentement, à - 78 °C et sous argon, à une solution dans le THF anhydre de l’alcool 

de départ 12.  

Après une dizaine de minutes, l’ajout du dichlorure de l’acide N,N-bis(2-

chloroéthyl)phosphoramidique 8 est réalisé rapidement et définit notre T0 pour le suivi par 

RMN 
31

P.  

 L’évolution vers la formation des intermédiaires 13 puis celle des composés 14 sont 

suivies par RMN 
31

P (Figure 109 et Figure 110). Les déplacements chimiques des produits et 

réactifs ne varient que très légèrement d’un dérivé à l’autre et sont donnés comparativement à 

la référence (H3PO4 à 1% dans D2O placé dans un tube coaxial). Le signal du dichlorure de 

l’acide N,N-bis(2-chloroéthyl)phosphoramidique 8 apparait à environ 15,68 ppm dans le 

milieu réactionnel et les dérivés phosphorés intermédiaires 13 entre 15,30 et 15,60 ppm. Lors 

de la première étape, on remarque également dans toutes les réactions, l’apparition d’un signal 

vers 10 ppm correspondant à une impureté, présente en proportion variable selon le composé 

et l’expérience. 

Le réactif 8 est ajouté en très léger excès (1,1 équivalent), et sa cinétique de disparition est 

très rapide pour tous les produits 12. En effet, la RMN 
31

P montre que la formation des 

intermédiaires 13 est quasi-instantanée : leurs signaux à 15,54 ; 15,36 et 15,58 sont déjà 

présents à T0 avec une forte intensité et le signal du réactif 8 à 15,67 a une intensité très faible 

voir nulle (ratio 13a/8 = 1/0,3 ; ratio 13c/8 =1/0,2). On ne remarquera aucune réelle évolution 

lors des prélèvements suivants. La formation de l’intermédiaire 13b (15,36 ppm) est apparue 

plus lente lors d’une des réactions : à T0, le signal du réactif 8 est très important par rapport à 

13b (ration 13b/8 = 0,2/1) puis les signaux évoluent en sens contraire pour arriver 

respectivement à un ratio 13b/8 =  1/1 à 30 min et à un ratio 13b/8 =  1/0 à 55 min lors de 

deux expériences distinctes.  

 Pour les trois réactions, deux équivalents de 3-diméthylamino-1-propylamine 2 sont 

additionnés au bout de 30 à 40 minutes en général ; ce temps nous paraissait le plus judicieux 

en raison de la quasi-disparition du produit de départ 8 et afin d’éviter une augmentation de la 

proportion de l’impureté à environ 10 ppm. Cette seconde étape est là aussi très rapide. En 

effet, au bout de 10 à 40 minutes, l’intermédiaire a totalement disparu, ainsi que l’excès de 

produit de départ 8, pour laisser apparaitre deux produits de réaction, avec un signal à 17,26-

17,40 ppm et un autre vers 19 ppm. Les prélèvements suivants ne laissent apparaître aucune  
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Figure 111 : Structure générale des composés 14 

 



Chapitre IV –Amélioration de la spécificité – Synthèse et évaluation de prodrogues 

dérivées des phosphoramides 

100 

 

 

évolution du milieu. En fin de réaction, le milieu est extrait avec de l’acétate d’éthyle puis les 

produits 14 sont purifiés par chromatographie sur colonne de gel de silice avec des 

rendements de l’ordre de 40 à 60 %. 

Les caractéristiques spectrales des composés 14a-c sont en accord avec la structure proposée 

(Figure 111): 

 Spectroscopie Infra-Rouge : Le spectre IR confirme la présence de la fonction 

nitro par l’existence de bandes d’absorption proches de 1500 et 1350 cm
-1

, 

correspondant respectivement aux vibrations de valence antisymétrique et 

symétrique. 

 Résonance Magnétique Nucléaire du 
1
H : Le couplage des alcools avec le 

composé 8 est vérifié par la présence d’un signal vers 5 ppm, correspondant 

aux protons du méthylène de l’alcool (H-6) qui affichent ici une constante de 

couplage 
3
J de l’ordre de 8 Hz avec le phosphore. 

Sur les spectres RMN 
1
H obtenus dans le méthanol deutéré, nous pouvons 

observer les signaux caractéristiques de la chaîne propylamine greffée, à savoir 

un quintuplet (ou multiplet) vers 1,7 ppm (J = 7,3 Hz) intégrant pour deux 

protons, un multiplet vers 2,4 ppm intégrant pour deux protons et un triplet 

dédoublé (la constante JH3,NH  n’apparaissant pas) vers 2,9 ppm intégrant pour 

deux protons, correspondant aux trois groupements méthylènes respectivement 

en β,  et  de l’amine tertiaire (H-4, H-5 et H-3). Une constante de couplage 

3
JH,P de l’ordre de 11 ppm est observée pour les protons du méthylène de la 

chaine propyle en β du phosphore (H-3). Lorsque l’acquisition est réalisée dans 

le diméthylsulfoxyde deutéré, ce même signal à 2,9 ppm relatif aux protons H-

3 apparait sous la forme d’un quadruplet dédoublé (
3
JH,H = 6,7 Hz et 

3
JH,P = 

11,0 Hz pur le composé 14a), la constante 
3
J avec le proton du NH étant 

visible. Le signal caractéristique du proton du groupe NHP(O) pour le composé 

14a apparaît d’ailleurs sous la forme d’un triplet dédoublé vers 5 ppm avec une 

constante de couplage 
2
JH,P de 11,7 ppm et 

3
JH,H de 6,7 Hz (ce signal n’est pas 

visible lorsque l’acquisition est faite dans le méthanol deutéré). 

 Résonance Magnétique Nucléaire du 
13

C : La fonction N,N-bis(2-

chloroéthyl)phosphoramidique est confirmée par l’étude du spectre RMN 
13

C 

J-Mod, révélant deux doublets à ≈ 49 ppm et ≈ 43 ppm, affichant respective-
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Tableau 5 : Identification de la forme basique ou chlorydrate des composés 14a et 14c par RMN 1H selon 

les déplacements chimiques en ppm des protons vicinaux de la fonction amine 

 

 

 

 

 

 

Déplacement chimique 

en ppm des protons  

-CH3 

Déplacement chimique 

en ppm des protons  

-CH2 

Composé : 
14a 

DMSO-d6 

14c 

CD3OD 

14a 

DMSO-d6 

14c 

CD3OD 

Forme chlorydrate 2,70 2,55 3,05 2,78 

Forme base 2,12 2,26 2,24 2,40 

Déplacement observé + 0,58 + 0,29 + 0,69  + 0,38 
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ment   des   constantes   phosphore-carbone   
2
J   =   4,3-5,0   Hz  et 

3
J = 1,4 

Hz. De plus, le couplage de l’(hétéro)aromatique est validé par l’apparition 

d’un doublet pour le carbone aromatique quaternaire C-7, avec une constante 

3
JC7-P = 7-8 Hz et du doublet relatif au carbone C-6, avec une constante 

2
JC6-P = 

3,8-4,4 Hz. 

Cette détermination structurale s’est également appuyée sur des expériences de RMN 2D de 

type COSY et HSQC. 

 Résonance Magnétique Nucléaire du 
31

P : Le signal du phosphore apparaît à 

18,20-18,33 ppm dans le méthanol deutéré, comparativement à la référence, 

H3PO4 à 1 % dans D2O placé dans un tube coaxial. 

 Spectrométrie de masse : Les spectres de masse montrent la présence d’un 

amas isotopique dû à l’élément chlore (Cl
35

, Cl
37

) avec une distribution M, 

M+2, M+4 avec une abondance de 9/6/1 caractéristiques de la présence de 

deux atomes de chlore dans la molécule 

d. Quaternisation 

 La dernière étape de la réaction est la quaternisation de la fonction amine du bras 

vecteur de la molécule. Cinq équivalents d’iodure de méthyle sont utilisés et contrairement 

aux étapes précédentes, elle s’effectue à température ambiante dans du THF anhydre. Dans 

certains cas, les amines 14 sont isolées sous la forme de leur chlorhydrate, c’est le cas des 

composés 14a et 14c. La RMN 
1
H permet de caractériser la forme chlorhydrate ou base de 

l’amine selon les déplacements chimiques des protons vicinaux de l’azote. Pour les composés 

14a et 14c, des déplacements chimiques vers les champs faibles sont observés pour la forme 

chlorhydrate (Tableau 5).  

Lors de cette étape de quaternisation réalisée en utilisant le chlorhydrate, du carbonate de 

potassium sera utilisé, ceci, en nous basant sur les observations faites lors de la quaternisation 

du dérivé benzyle 11. Concernant le dérivé nitroimidazole 14b, la forme chlorhydrate n’est 

pas observée. Il est préférable de travailler avec l’amine et non son chlorhydrate. En effet, en 

utilisant la forme chlorhydrate, une étape de filtration pour éliminer les sels est nécessaire 

alors que dans le cas contraire, une simple évaporation du milieu réactionnel est suffisante. Le 

milieu réactionnel est alors évaporé à l’évaporateur rotatif sous vide poussé (pompe à palette) 

et sans chauffer le ballon, ce, afin d’éviter la dégradation des composés sous l’effet de la 

chaleur.
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Figure 112 : Structure générale des composés 15 

 

 

 

Amine tertiaire 14 CH2N(CH3)2 : 55 ppm CH2N(CH3)2 : 43 ppm 

Ammonium quaternaire 15 CH2
+
N(CH3)3 : 66 ppm CH2

+
N(CH3)3 : 54 ppm 

 

Tableau 6 : Déplacements chimiques des carbones portés en α de la fonction amine lors de la quaternisation 

 

 

 [M]
+
 [M+2]

+
 [M+4]

+
 [M-N(CH3)3]

+
 

Composé 15a 445,22 447,17 449,14 386,07 

Composé 15b 459,20 461,15 463,09 - 

Composé 15c 455,26 457,16 459,12 396,13 

 

Tableau 7 : Caractérisation par spectrométrie de masse des composés 15a-c 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 8 : Composition de la phase mobile au cours du temps 

 

Temps en minutes Solvant A (%) Solvant B (%) 

0 80 20 

3 75 25 

5 60 40 

10 50 50 

11 80 20 

20 80 20 
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Notons que ces molécules ne doivent pas être reprises par le méthanol : une 

dégradation rapide du composé 15b a été observée. Difficilement solubles dans le THF, 

solvant de la réaction, lorsque la filtration du carbonate de potassium est réalisée, nous 

utilisons de l’acétonitrile pour récupérer tout le composé 15 dans les eaux-mères. 

 

La caractérisation des dérivés 15a-c est réalisée par analyse infra-rouge, RMN 
1
H, 

31
P 

et 
13

C et appuyée par des expériences 2D de type COSY et HSQC, ainsi que par spectrométrie 

de masse, et est en accord avec la structure (Figure 112). 

 

 Résonance Magnétique Nucléaire du 
1
H : La quaternisation de la fonction amine 

tertiaire est confirmée par le déplacement des signaux des protons en  de l’azote qui 

se voient déblindés d’environ 1 ppm. Pour exemple avec le composé 15a : Pour la 

forme amine tertiaire 14a, le signal des protons H-5 apparaissait à 2,43 ppm et le 

singulet intégrant pour les six protons des méthyles à 2,28 ppm. Après quaternisation, 

sur le spectre du dérivé 15a, les protons H-5 apparaissent sous forme d’un multiplet à 

3,35-3,53 ppm et le singulet intégrant pour neuf protons à 3,18 ppm.  

Comme précédemment, une constante de couplage 
3
J proton-phosphore de ≈12 ppm 

est observée pour les protons du méthylène en β du phosphore (H-3). 

 Résonance Magnétique Nucléaire du 
13

C : La quaternisation est confirmée par 

l’étude du spectre RMN 
13

C J-Mod. Les signaux correspondant aux méthyles portés 

par l’amonium quaternaire ainsi que ceux correspondant au méthylène en α sont 

déblindés de 10 ppm en moyenne (Tableau 6).  

 Résonance Magnétique Nucléaire du 
31

P : Le signal du phosphore apparaît à 17,95-

18,09 ppm dans le méthanol deutéré, comparativement à la référence, H3PO4 à 1% 

dans D2O placé dans un tube coaxial. 

 Spectrométrie de Masse : Comme pour les composés 14a-c, nous observons sur les 

spectres de masse, une distribution M, M+2, M+4 caractéristique de la présence de 

deux atomes de chlore (Tableau 7). Pour les composés 15a et 15c, l’étude de la 

fragmentation par SM
2
 montre la présence d’un ion respectivement à m/z 386,07 et 

m/z 396,13 correspondant à une perte de 59 u.m.a soit la perte d’un radical 

triméthylamino ·N(CH3)3. 
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Figure 113 : Chromatographes CPL-UV pour du dérivé 15c 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tableau 9 : Analyse par spectrométrie de masse des composés 15a-c 

Composés : 

 

 

 

 

 

 
Molécule dichlorée 

 

 

 

 

 

 
Molécule substituée 

 

Masse exacte 

théorique 
m/z M

+
 

Masse exacte 

théorique 
m/z M

+
 

15a 445,12 445,21 537,05 536,98 

15b 459,14 459,20 551,08 551,10 

15c 455,14 455,24 547,07 547,13 

RT: 0.00 - 30.00
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La pureté des composés est également vérifiée par chromatographie en phase liquide 

(CPL)  (Figure 113). La colonne utilisée est une colonne de type C18 ; la détection est 

une détection ultra-violet à 254 nm ou par spectrométrie de masse. La phase mobile 

utilisée comprend un solvant A : H2O, 15 mM TFA et un solvant B : ACN, 15 mM 

TFA en mode gradient (Tableau 8). 

  L’analyse CPL et l’analyse par spectrométrie de masse mettent en évidence la 

présence d’une impureté. Cette impureté, retrouvée pour chacun des composés 15a-c 

mais dans une proportion très négligeable, correspond au dérivé pour lequel l’un des 

chlores est substitué par un atome d’iode puisque nous retrouvons un écart de 91,9 

u.m.a. entre les valeurs de masse (Tableau 9). Par exemple, le chromatogramme en 

phase liquide obtenu pour le composé 15c (Figure 113) montre un pic à un temps de 

rétention de 15,67 minutes avec un spectre de masse présentant des pics d’ions 

moléculaires à m/z 455/457/459 avec une abondance de 9/6/1 qui témoignent de la 

présence de deux atomes de chlore et qui correspond au produit 15c, ainsi qu’un pic à 

un temps de rétention de 17,79 minutes, relatif à des pics d’ions moléculaires à m/z 

547/549 avec des intensités relatives de 100 % / 33 % et qui correspond à l’analogue 

monochloré et monoiodé. 

3. Synthèse du composé 23, l’équivalent non vectorisé du composé 15b 

Compte tenu des résultats obtenus lors de l’étude in vitro, qui seront développés plus 

loin et qui démontrent que le composé 15b possède un meilleur différentiel de cytotoxicité en 

hypoxie versus normoxie, nous avons sélectionné ce composé pour l’étude in vivo sur un 

modèle de xénogreffe de chondrosarcome humain sur souris SCID.  

Nous avons alors souhaité évaluer son efficacité antitumorale comparativement à son 

équivalent non clivable, le composé 11, et à un équivalent non vectorisé, le composé 23, qu’il 

nous a fallu synthétiser. Pour cette prodrogue, nous avons choisi de supprimer la fonction 

ammonium quaternaire et de conserver une chaine carbonée de nature propylique de façon à 

minimiser les différences avec la molécule de référence 15b.  

La synthèse de cette prodrogue s’effectue "one pot" (Schéma 17) à partir de l’alcool 12b dont 

la synthèse a été développée précédement. Comme pour les dérivés 11 et 15a-c, un suivi de la 

réaction est réalisé par RMN 
31

P en prélevant à un instant T quelques gouttes de milieu 

réactionnel qui sont ensuite diluées dans du THF.  
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Schéma 17 : Synthèse de la prodrogue non vectorisée 23 

 

 

 

  

 Figure 114 : Suivi par RMN 31P de la formation du composé 23, ref : H3PO4 à 1 % dans D2O 

 

 

 

 

 

Composé 8 

Intermédiaire 

réactionnel 

T0 

T + 30 minutes 

T + 45 minutes 

(15 min  après 

ajout de la 

propylamine) 

Composé 23 

Intermédiaire 

réactionnel 
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 Une solution molaire de bis(triméthylsilyl)amidure de lithium dans le THF est ajoutée 

goutte à goutte, à - 78 °C et sous argon, à une solution de l’alcool 12b dans le THF anhydre. 

Après environ cinq minutes, le dichlorure de l’acide N,N-bis-(2-

chloroéthyl)phosphoramidique 8 est ajouté rapidement (T0 pour le suivi RMN). Le spectre T0, 

en RMN 
31

P, fait apparaitre trois pics, l’un à 15,65 ppm relatif au produit de départ 8, un autre 

à 15,31 ppm correspondant vraisemblablement à l’intermédiaire réactionnel et le dernier, à 

10,75 ppm correspondant à une impureté. En raison de la forte proportion du composé 8 

restant (80/20), nous continuons l’agitation pendant trente minutes puis un second spectre est 

enregistré. Le produit de départ 8 a cette fois-ci, quasiment disparu, la propylamine est alors 

additionnée au milieu réactionnel. Après quinze minutes d’agitation, le contrôle par RMN 
31

P 

montre la disparition du pic à 15,31, relatif à l’intermédiaire de réaction et l’apparition d’un 

signal à 17,30 ppm correspondant au produit de réaction. Une extraction est alors réalisée, 

suivie d’une chromatographie sur colonne de silice pour conduire au produit 23 avec un 

rendement de 27 %. 

B. Synthèse d’un dérivé portant le vecteur ammonium 

quaternaire sur l’entité clivable 

Nous avons également envisagé la synthèse de prodrogues dérivées du 

cyclophosphamide pour lesquelles le vecteur ammonium quaternaire est porté par l’entité 

clivable. Sur ce modèle, un premier composé, de type nitrobenzène, a été obtenu suivant la 

séquence réactionnelle du Schéma 18.  

Le protocole développé précédemment, qui correspond au couplage de l’alcool 12a-c 

avec le composé 8 suivi d’une quaternisation permettant d’obtenir les prodrogues 15a-c, est 

repris ici et nécessite donc au préalable la synthèse du [2-{2-(diméthylamino)éthoxy}-4-

nitrophényl]méthanol 26.  

1. Synthèse de l’alcool 26, le [2-{2-(diméthylamino)éthoxy}-4-

nitrophényl]méthanol  

La première étape consiste à protéger la fonction acide de l’acide 2-hydroxy-4-

nitrobenzoïque commercial par estérification. Cette réaction s’effectue par action du chlorure 

de thionyle dans le méthanol et nécessite un chauffage à 60 °C. Après extraction et 

évaporation,  le  composé  24  est  obtenu  avec un excellent rendement de 97 % et utilisé sans  
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Schéma 18 : Synthèse de l’iodure de 2-{2-([{N,N-bis-(2-chloroéthyl)amino}phosphoryl]oxyméthyl)-5-

nitrophénoxy}-N,N,N-triméthyléthanamonium 29 
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autre purification pour l’étape suivante. 

L’étape suivante consiste à alkyler la fonction alcool du composé 24 par action de la 2-

chloro-N,N-diméthyléthylamine dans le diméthylformamide en présence de carbonate de 

potassium d’après une procédure décrite par Hay et al. [198]. Après une nuit à 100 °C et une 

purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, éluée par un mélange acétate 

d’éthyle/éthanol (9/1, v/v), le composé 25 est obtenu avec un rendement de 69 %. 

L’alkylation de l’alcool est confirmée en analyse infra-rouge, par la disparition de la bande 

d’absorption νOH à 3117 cm
-1

, et, en RMN 
1
H par la disparition du signal à 11 ppm pour le 

composé 24 (correspondant au proton de l’alcool), ainsi que par l’apparition des signaux 

caractéristiques de la chaine N,N-diméthyléthylamine, à savoir, deux triplets à 4,21 et 2,82 

ppm affichant des constantes de couplage de 5,6 Hz et correspondant respectivement aux 

protons des méthyles en α de l’oxygène et de l’azote, ainsi qu’un singulet à 2,36 ppm relatif 

aux protons de la fonction N,N-diméthylamino. 

La réduction de la fonction ester du composé 25 est réalisée dans le THF anhydre par 

action de l’hydrure de diisobutylaluminium à froid. Après une heure d’agitation à 0 °C, la 

réaction est stoppée par addition d’une solution aqueuse de tartrate de magnésium puis 

extraite par de l’acétate d’éthyle. Après évaporation, le [2-{2-(diméthylamino)éthoxy}-4-

nitrophényl]méthanol 26 est obtenu avec un rendement quantitatif sous forme d’une poudre 

analytiquement pure par RMN 
1
H. 

La réduction de l’ester en alcool est confirmée par RMN 
1
H par l’apparition d’un singulet à 

4,67 ppm relatif au méthylène en α de l’alcool et par RMN 
13

C avec la disparition du signal 

carbonyle de l’ester (165,77 ppm) et l’apparition du signal du méthylène de l’alcool primaire 

(61,29 ppm). 

2. Formation du dérivé phosphoramide 28 

Le même protocole que celui utilisé pour l’obtention des composés 15a-c est utilisé 

ici. 

Une solution molaire de bis(triméthylsilyl)amidure de lithium dans du THF est ajoutée 

goutte à goutte, à -78 °C et sous argon, à une solution de l’alcool 26 dans du tétrahydrofurane 

anhydre. Après environ cinq minutes, le dichlorure de l’acide N,N-bis-(2-

chloroéthyl)phosphoramidique 8 est ajouté rapidement. Cet ajout est le point de référence 

temporel et sera désigné comme T0 pour le suivi par RMN 
31

P.  
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Figure 115 : Suivi par RMN 31P de la formation du composé 28 

 

 

 

 

 

Figure 116 : Structure du composé 28 

T0 

T + 45 minutes 

(5 minutes après 

ajout de NH3 

gazeux) 

T + 30 minutes 
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Le suivi par RMN 
31

P de cette réaction (Figure 115) met en évidence trois pics : un à 15,72 

ppm qui correspond au produit de départ 8, un à 15,17 ppm correspondant à la formation d’un 

nouveau produit 27 et un dernier à 9,9 ppm qui correspond à une impureté régulièrement 

rencontrée en reproduisant ce protocole. En se fiant aux intégrations du spectre, on peut 

estimer que la réaction a été très rapide. En effet, dès le premier spectre, le produit 8 a 

pratiquement disparu (ratio 27/8 = 1/10). 

Le spectre réalisé après trente minutes de réaction (T0 + 30 min), ne montre pas d’évolution 

significative. Nous décidons alors de faire barboter de l’ammoniac gazeux dans notre milieu 

pendant cinq minutes avant de réaliser un nouveau contrôle par RMN 
31

P (T0 + 45 min). Les 

signaux à 15,67 et 15,17 ppm ont totalement disparu. Deux nouveaux signaux apparaissent à 

18,43 et 20,88 ppm. La substitution du chlore par l’ammoniac semble s’être opérée de façon 

quantitative. Quinze minutes après l’ajout d’ammoniac gazeux, de l’eau est additionnée au 

milieu, puis le mélange réactionnel est extrait avec du dichlorométhane avant d’être purifié 

par chromatographie sur colonne d’alumine, éluée avec de l’acétate d’éthyle et de l’éthanol, 

avec un gradient d’éthanol de 1 à 10 %. Les premiers essais de purification par 

chromatographie sur colonne de gel de silice n’ont pas permis de séparer le produit 28 et 

l’alcool de départ 26. 

 

Le rendement de ces deux étapes réalisées "one pot" est de 51 % et le produit 28 a été 

caractérisé par infra-rouge, RMN 
1
H, 

13
C et 

31
P (Figure 116). 

 Infra-rouge : Deux bandes d’absorption à 3232 et 3108 cm
-1

 sont attribuables aux 

vibrations antisymétriques et symétriques de la fonction NH2 de la moutarde 

phosphoramide. 

 Résonance Magnétique Nucléaire du 
1
H : Le couplage de l’alcool avec le composé 8 

est vérifié par la présence de deux doublets dédoublés ayant des déplacements 

chimiques de 5,10 et 5,16 ppm et correspondant aux deux protons diastéréotopiques 

du méthylène H-3. Ces protons affichent une constante de couplage en 
3
J de 6,4 et 7,2 

Hz avec le phosphore ainsi qu’une constante géminée de 13,9 Hz.  

 Résonance Magnétique Nucléaire du 
13

C : Le couplage de l’(hétéro)aromatique est 

validé par le doublet du carbone du méthylène C-3 qui couple avec le phosphore selon 

une constante 
2
J  = 4,3 Hz et le doublet du carbone aromatique CAr-C couplant 

également avec le phosphore selon une constante 
3
J = 8,4 Hz. 
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Figure 117 : Structure du composé 29 
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 Résonance Magnétique Nucléaire du 
31

P : Le signal du phosphore apparaît à 19,63 

ppm dans le méthanol deutéré, comparativement à la référence : H3PO4 à 1 % dans 

D2O placé dans un tube coaxial. 

2. Quaternisation du composé 28 

L’étape finale de cette synthèse consiste à méthyler l’amine tertiaire du bras vecteur 

pour donner l’ammonium quaternaire. Pour ce faire, de l’iodure de méthyle est ajouté à une 

solution de 28 dans du THF anhydre. Le mélange est agité, sous argon et à température 

ambiante. L’avancement de la réaction est contrôlé par chromatographie sur plaque de silice 

(révélée aux UV et à la NBP), ainsi que par RMN 
31

P. Après 42 h de réaction, nous observons 

la disparition du produit de départ 28, le milieu réactionnel est simplement évaporé à 

température ambiante à l’aide d’une pompe à palette, afin d’obtenir le produit 29 avec un 

rendement de 97 %.  

Ce produit a été caractérisé par infra-rouge, RMN 
1
H, 

13
C et 

31
P (Figure 118) : 

 Résonance magnétique nucléaire du 
1
H : L’alkylation de l’amine tertiaire est 

confirmée par le déplacement du signal des méthyles qui se voient déblindés 

comparativement aux méthyles du composé 28 (28 : N(CH3)2 : 2,38 ppm et 

29 : N
+
(CH3)3 : 3,34 ppm). 

 Résonance magnétique du 
13

C : La quaternisation est confirmée par le 

déplacement des protons vicinaux de l’azote vers les champs faibles avec le 

carbone C-5 qui apparait à un déplacement chimique de 66,48 ppm contre 

58,81 ppm pour le dérivé 28 non quaternisé, ainsi que par les méthyles de la 

fonction ammonium quaternaire qui apparaissent à 54,77 ppm pour le composé 

29 sous forme quaternisée, alors qu’ils apparaissaient à 45,94 ppm pour 

l’amine tertiaire. 
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Figure 118 : Structure des prodrogues étudiées 
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IIIIII...   EEEtttuuudddeee   ccciiinnnééétttiiiqqquuueee   ddduuu   cccllliiivvvaaagggeee   dddeeesss   ppprrrooodddrrroooggguuueeesss   pppaaarrr   RRRMMMNNN   

333111PPP   

 Les trois prodrogues dérivées du cyclophosphamide, vectorisées sur l’entité active 

(Figure 118) et se différenciant uniquement par la nature de leur entité clivable : nitrofurane 

15a, nitroimidazole 15b et  nitrophényle 15c, ont été étudiées en termes de stabilité et de 

clivage induit par un agent chimique, l’hydrosulfite de sodium (Na2S2O4). 

A. Mode Opératoire 

Pour chaque étude cinétique, une succession d’acquisitions à intervalles de temps 

déterminés a été programmée sur 24 heures à 37 °C ou à 20 °C. Pour l’interprétation 

individuelle de chaque spectre, le logiciel TOPSPIN a été utilisé et les déplacements 

chimiques de chaque pic ont été exprimés en ppm à partir d’une référence placée dans un tube 

coaxial, la triphénylphosphine à 5 % dans le DMSO-d6 (δ = - 6,4 ppm par rapport à H3PO4 à 1 

% dans D2O. L’aire de chaque pic a été déterminée après avoir attribué une aire de 100 au pic 

de référence. Les données de cinétique concernant la prodrogue et l’anion libéré ont été 

déterminées avec le logiciel Table Curve 2D. 

1. Etude de stabilité 

Pour les études de stabilité, chaque prodrogue a été solubilisée soit dans du sérum 

physiologique pur, soit dans un mélange tampon cacodylate (Na(CH3)2As3H2O ; 0,1 M, pH = 

7,4) / acétonitrile à raison de 15 mg pour 500 µL de tampon cacodylate et 80 µL 

d’acétonitrile. Le tampon cacodylate a été préparé à partir d’une solution mère (0,2 M, pH = 

7,4) conservée à + 4 °C.  

2. Suivi du clivage des composés par RMN 31P 

 Pour ces études, 30 mg de prodrogue ont été dissous dans 160 µL d’acétonitrile. A 80 

µL de cette solution de départ ont été ajoutés 500 µL de tampon cacodylate (0,1 M ; pH = 

7,4), l’analyse RMN 
31

P correspond au T0. Dans un deuxième temps, à 80 µL de la même 

solution de départ, ont été ajoutés trois ou neuf équivalents d’hydrosulfite de sodium 

(Na2S2O4) solubilisés dans 500 µL de tampon cacodylate (0,1 M ; pH 7,4). La cinétique a 

alors été immédiatement démarrée. 
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Figure 119 : Suivi par RMN 31P de la stabilité du composé 15c dans un tampon cacodylate à 37 °C en 

l’absence de réducteur – Référence : PPh3 (5 % dans le DMSO) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 120 : Clivage du composé 15c et libération de l’entité active en présence de trois équivalents de réducteurs 

 

 
 

 Figure 121 : Suivi par RMN 31P de la stabilité du composé 11 dans un tampon cacodylate à 37 °C en présence de 

trois équivalents de réducteur – Référence : PPh3 (5 % dans le DMSO) 

Référence Prodrogue 

T24 h 

T12 h 

T6 h 

T2 h 

T1 h 

T10 min 

T0 
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B. Etude de stabilité des prodrogues  

1. A 37 °C, dans le tampon cacodylate 

 Les études de clivage des composés étant réalisées dans un tampon cacodylate, à 37 

°C et en présence d’agent réducteur, il était important de vérifier au préalable la stabilité de 

ces composés dans des conditions identiques mais en l’absence d’agent réducteur.  

 Les suivis par RMN 
31

P démontrent qu’à la température de 37 °C, dans du tampon 

cacodylate et en absence d’agent réducteur, aucun des trois composés étudiés ne se dégradent 

sur 24 h. En effet, au cours du temps, comme exemplifié avec le composé 15c (Figure 119), 

aucun signal supplémentaire n’apparait. 

2. A 20 °C, dans le sérum physiologique 

 D’autres conditions ont été testées : température de 20 °C et composés dilués dans du 

sérum physiologique pur. L’objectif était, ici, de vérifier la stabilité des composés en 

préparation injectable en vue des études in vivo. 

 Dans ces conditions, aucun autre signal n’apparait au cours du temps. Les prodrogues 

sont donc considérées comme stables à température ambiante dans le sérum physiologique. 

C. Etude du clivage et de la libération de l’entité active 

 Pour l’étude du clivage par RMN 
31

P des prodrogues 15a-c, nous avons choisi 

d’utiliser trois équivalents de réducteur, l’hydrosulfite de sodium. En effet, la réduction du 

groupement nitro en amine nécessite six électrons, selon l’équation d’oxydoréduction :  

R-NO2 + 6H
+
 + 6e

-
           R-NH2 + 2H2O 

(S2O4
2-

 + 2H2O               2SO3
2-

 + 4H
+
 + 2e

-
) x 3 

 

R-NO2 + 3S2O4
2-

 + 4H2O      R-NH2 + 6SO3
2-

 + 6H
+
           

En considérant, l’équation d’oxydoréduction de l’hydrosulfite de sodium (NaS2O4), trois 

équivalents de ce réducteur sont nécessaires pour la réduction complète de la fonction nitro et 

devraient permettre le clivage de la prodrogue ainsi que la libération de l’entité active  selon 

le mécanisme Figure 120 [114,199,200].  

 Nous avons, dans un premier temps, voulu vérifier la stabilité du composé benzyle 11, 

composé défini comme étant non clivable, dans un milieu réducteur. Un suivi par RMN 
31

P de 

ce composé a donc été réalisé après avoir ajouté trois équivalents d’hydrosulfite de sodium  
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Figure 122 : Suivi par RMN 31P du clivage du composé 15c sur 24 h, à 37 °C, en présence de trois 

équivalents de réducteur - Référence : PPh3 (5 % dans le DMSO) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 123 : Cinétique de la disparition de la prodrogue 15a au cours du temps - Analyse : Table Curve 2D  

 

 

  

         
Figure 124 : Suivi de la disparition de la prodrogue (15c) et de l’apparition de l’entité active et de l’ion phosphate au 

cours du temps après ajout de trois équivalents de réducteur (A) ou de neuf équivalents de réducteur (B) 

Référence H3PO4 

Prodrogue 
Entité active 

A B 

Trois équivalents de Na2S2O4 Neuf équivalents de Na2S2O4 
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(Figure 121). Dans ces conditions, aucun signal supplémentaire n’apparaît au cours du temps. 

Le composé 11 est donc stable dans un environnement réducteur à 37 °C. Il ne devrait donc 

pas, ou peu, avoir d’activité lors des études biologiques, car il ne libère pas la moutarde 

active. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux prodrogues clivables 15a-c. 

Lorsque trois équivalents d’agent réducteur sont ajoutés au milieu, le suivi RMN 
31

P met en 

évidence la disparition rapide du signal correspondant à la prodrogue de départ et l’apparition 

de nombreux autres signaux supplémentaires caractérisés par des déplacements chimiques 

différents (Figure 122).  

1. Disparition de la prodrogue 

 En présence de trois équivalents d’agent réducteur, le clivage de la prodrogue est très 

rapide et total pour les dérivés nitrofurane 15a et nitroimidazole 15b avec des temps de demi-

vie respectifs de 169 et 167 secondes, comme exemplifié avec le composé 15a (Figure 123).  

Concernant le dérivé nitrobenzyle 15c, son clivage semble être plus difficile puisque 

trois équivalents d’hydrosulfite de sodium ne permettent de cliver que 15 % du produit de 

départ. Même en augmentant la quantité de réducteur à neuf équivalents, le clivage n’est 

toujours pas total, il n’est réalisé qu’à 80 % (Figure 124). 

2. Cinétique de l’entité active 

a. L’hypothèse 

 Parallèlement à la disparition du signal correspondant à la prodrogue, apparait puis 

disparait un signal qui semble être commun aux trois composés, situé aux environs de 12 

ppm. D’après les données de la littérature [113,114,177] concernant des prodrogues de 

structure proche mais non vectorisées par une fonction ammonium quaternaire, ce signal 

pourrait correspondre à la moutarde active libérée. En effet, un certain nombre d’auteurs ont 

déjà étudié la cinétique du clivage de prodrogues dérivées du cyclophosphamide et de 

l’ifosfamide par RMN 
31

P  et tous, ont observé l’apparition d’un signal sortant aux environs 

de 12 ppm (par rapport à H3PO4), et ce, très rapidement après ajout du réducteur. 

b. Validation de l’hypothèse 

Afin de confirmer notre hypothèse, nous nous appuyons sur une analyse par 

chromatographie en phase liquide avec une détection par spectrométrie de masse (CPL-SM).  
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Figure 125 : Evolution du composé 15a, suivie en RMN 31P, en présence de onze équivalents de réducteur dans un 

tampon cacodylate à 37 °C - Référence : PPh3 (5 % dans le DMSO) 
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B : Chromatogrammes et spectre de masse obtenus après ajout de 11 équivalents de réducteur et après 11 min à 37°C 

Figure 126 : Chromatogrammes et spectres de masse obtenus avec le composé 15c dans un tampon cacodylate 

avant (A) et après clivage (B)  

 

6’52 

11’02 

Référence PPh3 

(-6,4 ppm) 

Entité active 

(11,9 ppm) 

Prodrogue 15c 

(18,2 ppm) 

UV 

Chromatogramme d’ion total 

Chromatogramme d’ion m/z 320 

Chromatogramme d’ion m/z 455 

Spectre de masse du signal 

sortant à 2,85 minutes 

[M]
+
 

UV 

Chromatogramme d’ion total 

Chromatogramme d’ion m/z 455 

Spectre de masse du signal 

sortant à 10,86 minutes 

R
e
la

ti
v

e 
a

b
u

n
d

a
n

c
e
 

R
e
la

ti
v

e 
a

b
u

n
d

a
n

c
e
 

[M]
+
 

4’15 



Chapitre IV –Amélioration de la spécificité – Synthèse et évaluation de prodrogues 

dérivées des phosphoramides 

111 

 

 

Avant de réaliser cette analyse, des conditions de réduction doivent être déterminées pour 

faire en sorte de n’avoir, dans l’échantillon à analyser, que l’espèce à identifier (le signal 

apparaissant en RMN 
31

P à environ 12 ppm) et, éventuellement une quantité résiduelle de la 

prodrogue de départ. Ces conditions sont mises au point par une étude RMN 
31

P. 

 Lorsque le composé 15c, en solution dans du tampon cacodylate, est mis en présence 

de onze équivalents de réducteur puis placé onze minutes à 37 °C, le spectre RMN 
31

P ne 

présente qu’un unique signal à 12 ppm (Figure 125). Ce sont donc ces conditions qui seront 

utilisées pour l’étude par CPL-SM. 

 Une première analyse en l’absence d’agent réducteur est réalisée (Figure 126, A). Le 

balayage d’ion total de m/z 200 à m/z 600 ne met en évidence qu’un unique signal présentant 

un temps de rétention de 10,8 minutes. Ce signal correspond à une molécule absorbant en 

ultra-violet à 254 nm et donne un spectre de masse avec l’amas isotopique caractéristique de 

la présence de deux atomes de chlore (M
+ 

: m/z 455/457/459), ce qui confirme la présence de 

la prodrogue 15c dans l’échantillon sans réducteur. 

 Dans un second temps, onze équivalents de réducteur sont ajoutés au milieu qui est 

placé à 37 °C pendant onze minutes (Figure 126, B). Après incubation, l’échantillon est 

immédiatement analysé par CPL-MS. L’analyse par chromatographie en phase liquide avec 

détection en ultra-violet ne fait pas apparaitre de signal à 10,8 minutes comme précédemment, 

ce qui semble indiquer la disparition de la prodrogue 15c. Cette disparition est confirmée par 

le chromatogramme d’ion total et le chromatogramme d’ion m/z 455. Le balayage d’ion total 

m/z 200 à m/z 600 révèle, cette fois-ci, un pic présentant un temps de rétention de 2,85 

minutes qui correspond à une molécule qui n’absorbe pas en ultra-violet et qui donne un 

spectre de masse avec toujours un amas isotopique caractéristique de la présence de deux 

atomes de chlore (M
+
 : aires  m/z 320/322/324)  en accord avec la structure de du composé 

30. 

 En confrontant les résultats de cette analyse CPL-MS et de l’analyse précédente de 

RMN 
31

P, nous pouvons conclure qu’en présence de réducteur, la prodrogue 15c est clivée 

totalement avec libération l’entité active attendue 30 qui donne, en RMN 
31

P, un signal à 

environ 12 ppm. 

Cette observation est valable pour l’ensemble des composés 15a-c 
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 Figure 127 : Cinétique de formation et de dégradation de l’entité active 
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c. Cinétique de l’entité active libérée 

Les cinétiques des entités actives obtenues, interprétées avec le logiciel table curve 

2D, sont d’ordre 1/1 avec des constantes de vitesse de formation de l’ordre de 10
-3

 secondes et 

de dégradation de l’ordre de 10
-4

 secondes
 
(Figure 127). 

IIIIIIIII...   EEEvvvaaallluuuaaatttiiiooonnn   iiinnn   vvviiitttrrrooo   –––   EEEtttuuudddeee   dddeee   cccyyytttoootttoooxxxiiiccciiitttééé   eeennn   hhhyyypppoooxxxiiieee   
eeettt   nnnooorrrmmmoooxxxiiieee   

A. Modes opératoires  

La cytotoxicité des prodrogues 15a-c a été évaluée sur les différentes lignées 

cellulaires de chondrosarcome humain (HEMC-SS), d’ostéosarcome humain (Saos-2), 

d’adénocarcinome prostatique humain (PC3) et de mélanome murin (B16F0) en normoxie et 

en hypoxie. Les cellules sont ensemencées dans des plaques de 96 puits (NunclonTM 

Surface) à une concentration de 15 000 cellules par puits dans 150 µL de milieu de culture. 

Pendant 24 heures, les plaques sont incubées en normoxie à 37 °C sous 5 % de CO2. 24 

heures après l’ensemencement, 50 µL de concentrations croissantes de prodrogues diluées 

dans le DMSO, de telle sorte que le pourcentage final en DMSO soit de 0,5 %, sont ajoutés 

dans chaque puits. Cette étape est réalisée soit sous hotte pour les plaques testées en 

normoxie, soit, dans une boîte à gants (1 % O2 / 5 % CO2 / Argon) avec du diméthylsulfoxide 

et des milieux dégazés pour les plaques testées en hypoxie. 

Les cellules sont ensuite incubées pendant 24 h à 37  °C avec ou sans les prodrogues 

soit dans une enceinte hypoxique (ADELBIO, Clermont-Ferrand) en condition d’anoxie 

stricte (azote / 5 % CO2), soit en condition de normoxie (21 % O2 / 5 % CO2). Après une 

incubation de 24 h, le milieu contenant les drogues est éliminé et le tapis cellulaire lavé au 

PBS. Toutes les cellules sont ensuite réincubées dans du milieu neuf à 37 °C, en normoxie 

pendant 48 h. L’effet cytotoxique des prodrogues est évalué par le test de réduction à la 

résazurine. La fluorescence est mesurée avec un lecteur de plaque 96 puits Fluoskan Ascent 

FL Plate TM (Labsystems) à une longueur d’onde d’excitation de 530 nm et à une longueur 

d’onde d’émission de 590 nm. Le pourcentage de viabilité cellulaire est estimé pour chaque 

concentration et chaque lignée cellulaire. Des valeurs de CI50 peuvent être estimées. 
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Figure 128 : Pourcentage de viabilité cellulaire en hypoxie à la dose de 10 µM pour les 

quatre dérivés, sur les lignées B16F0, HEMC-SS, PC3 et Saos-2 

 

 

Figure 129 : Résultat de l’étude de cytotoxicité sur la lignée HEMC-SS en hypoxie et en 

normoxie des quatre dérivés  

 

 

 

 
 

Figure 130 : Structure des trois dérivés phosphoramides testés in vivo. 
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B. Résultats 

Suivant le protocole décrit ci-dessus, une première évaluation de la cytotoxicité en 

anaérobie stricte et en normoxie a été réalisée sur les lignées cellulaires B16F0, Saos-2, 

HEMC-SS et PC3 (Figure 128).   

Les résultats obtenus démontrent une absence d’activité pour le composé 11 (dérivé 

benzyle et non clivable) et pour le composé 15c (dérivé nitrobenzyle) pour les quatre lignées. 

Ces résultats étaient attendus. En effet, le dérivé benzyle 11 est non clivable, l’oxygène restant 

substitué et ne libérant pas la moutarde correspondante, il n’est donc pas actif. Pour ce qui est 

du composé 15c, l’absence de cytotoxicité est cohénrente avec les suivis réalisés par RMN 
31

P 

qui ont souligné une difficulté de clivage pour ce composé. En effet, il fallait jusqu’à onze 

équivalents de réducteur pour conduire au clivage complet de la molécule alors que trois 

équivalents étaient suffisants pour assurer le clivage des composés 15a ou 15b.  

Concernant l’activité cytotoxique des composés 15a et 15b, elle semble être plus 

intéressante sur les lignées HEMC-SS (chondrosarcome humain) et PC3 (adénocarcinome 

prostatique) avec des pourcentages de viabilité cellulaire respectifs, à la dose de 10 µM et en 

hypoxie, de 43,7  4,47 % et 30,3  7,65 % pour le composé 15a et de 43,4  2,47 % et 74,6  

 10,2 % pour le comosé 15b. Sur les lignées B16F0 et Saos-2, aucun des composés testés n’a 

montré d’activité cytotoxique. 

Pour la lignée HEMC-SS (Figure 129), des valeurs de CI50 ont été déterminées en 

hypoxie et en normoxie : le différentiel semble plus intéressant pour le composé 15b avec un 

rapport CI50 normoxie / CI50 en hypoxie de 3,6 alors qu’il n’est que de 1,8 pour le composé 

15a. Cette observation est en accord avec la littérature. En effet, Duan et al. [179], ayant 

étudié l’activité de prodrogues dérivées des phosphoramides dans ces mêmes conditions 

(hypoxie et normoxie), ont également mis en évidence un différentiel hypoxie/normoxie plus 

intéressant pour une entité clivable de type nitroimidazole qu’une entité clivable de type 

nitrofurane. 

Bien que ces premiers résultats soient encourageants, de nouvelles études de 

cytotoxicité devront être réitérées pour confirmer ces observations.  
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Tumeur de chondrosarcome de rat (SRC) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Stade J30 post implantation                         Stade J45 post implantation 

  Aucune fixation                                                Une fixation est observée pour un seul rat (T/M = 1,83) 

 

 

Tumeur de xénogreffe de chondrosarcome humain (HEMC-SS) sur souris SCID : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 131 : Imagerie scintigraphique au 18F-FMISO d’une tumeur de chondrosarcome de rat Swarm au stade J30 (A) et 

J45 (B) post implantation, ainsi que d’une tumeur de xénogreffe de chondrosarcome humain (HEMC-SS) sur souris SCID 

(C) au stade J70 post inoculation 

Tumeur 

Vessie 

Tumeur 
 (A)                                                                        

(C) 

Tumeur 
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Chapitre IV –Amélioration de la spécificité – Synthèse et évaluation de prodrogues 

dérivées des phosphoramides 

114 

 

 

IIIVVV...   EEEvvvaaallluuuaaatttiiiooonnn   iiinnn   vvviiivvvooo   

 Selon l’étude in vitro précédente, parmi les composés 15a, 15b et 15c, le composé 15b 

semble posséder un meilleur différentiel "cytotoxicité en hypoxie / cytotoxicité en normoxie".  

Nous avons alors envisagé l’étude in vivo de ce composé comparativement à son équivalent 

non clivable et vectorisé 11 mais aussi à son équivalent clivable et non vectorisé 23 (Figure 

130).  

 Pour cette étude, il nous a fallu sélectionner, au préalable, un modèle de tumeur de 

chondrosarcome en hypoxie. Pour ce faire, nous avons réalisé des scintigraphies au 
18

F-

FMISO, un traceur spécifique des tissus en hypoxie, sur le modèle de rat porteur de 

chondrosarcome (SRC) et sur le modèle de xénogreffe de chondrosarcome humain sur souris 

SCID (Figure 131). 

A. 18F-FMISO – Validation du modèle d’étude 

1. Le 18F-FMISO ne fixe pas la tumeur du modèle SRC 

 Huit rats porteurs de chondrosarcome Swarm ont été utilisés pour cette étude. Chaque 

rat a reçu une dose de 20 MBq de 
18

F-FMISO administrée en i.v. Les acquisitions étaient 

réalisées entre une heure et une heure et demie après injection. La durée de l’acquisition était 

de vingt minutes. 

Les scintigraphies ont été réalisées au stade J8, J25, J30 et J45. 

 Aucune fixation du radiotraceur n’a été observée pour les stades J8 à J30 (Figure 131, 

A). Concernant le stade J45, une fixation faible (T/M = 1,83) du traceur a été observée pour un 

seul rat (Figure 131, B). Ces résultats démontrent que la tumeur de chondrosarcome de rat 

Swarm n’est pas une tumeur hypoxique au stade précoce de son développement et ne 

constitue pas un bon modèle pour notre étude in vivo.   

2. Le 18F-FMISO fixe la tumeur de xénogreffe de chondrosarcome 

humain HEMC-SS sur souris SCID 

 Cinq souris ont été utilisées pour cette étude. Chaque souris a reçu une administration 

en i.v. de 13,0 ± 3,7 MBq de 
18

F-FMISO au stade J70 post inoculation. L’imagerie a été 

réalisée entre 1 h et 1 h 30 post injection avec des acquisitions corps entier, deux positions de  
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Figure 132 : Détermination de la DMT sur souris OF1 pour les composés 15b et 11 
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Figure 133 : Protocole schématisé de l’étude in vivo des dérivés phosphoramides 
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lit, pendant 15 à 20 minutes. La quantification est effectuée en déterminant le pourcentage de 

l’activité de la région d’intérêt (ROI) par rapport à l’activité corporelle totale.  

Les scintigraphies obtenues démontrent une accumulation du radiotraceur au niveau de 

la tumeur (4,74  1,2 % de l’activité corporelle totale et T/M = 3,41  0,50) (Figure 131, C). 

Ces données permettent de qualifier d’hypoxique cette tumeur qui constitue donc un bon 

modèle pour notre étude in vivo. 

 

 Nous avons donc choisi le modèle de xénogreffe de chondrosarcome humain (HEMC-

SS) sur souris SCID pour l’étude in vivo des composés 15a-c.  

B. Détermination de la DMT 

La détermination de la DMT des composés 15b, 23 et 11, après administration en i.v., 

a été réalisée sur des souris OF1 (n = 30) (Figure 132). Les composés 11 et 15b sont 

solubilisés dans du sérum physiologique pur. En ce qui concerne le composé 23, non soluble 

dans le sérum physiologique pur, il est solubilisé au préalable dans de l’éthanol de telle sorte 

que le pourcentage final d’éthanol dans le sérum physiologique soit de 2 %.  

Pour les trois composés, lorsque l’injection entraine la mort, cette dernière est 

immédiate après quelques spasmes. Les souris qui survivent sont contrôlées régulièrement 

selon la méthodologie présentée précédemment (p75) Aucune diarrhée ni signes de léthargie 

ne sont observés, les scores cliniques sont par conséquent de 0 et la DMT est déterminée en 

considérant uniquement le nombre d’animaux morts ainsi que la perte de poids maximum 

observée à 24 h. 

 Pour le composé 11, à la dose de 35 mg/kg, aucune mort n’est observée. Cependant, à 

cette dose, une souris sur cinq montre une perte de poids de plus de 10 %, nous déterminons 

donc la DMT, pour ce composé, à 30 mg/kg soit 56 µmol/kg. En effet, à cette dose, aucune 

perte de poids n’est observée.  

Pour le composé 15b, la DMT correspond à 55 mg/kg soit 94 µmol/kg puisque, pour 

cette dose, aucune mort ni perte de poids ne sont observées.  

Concernant le composé 23, aucune des doses testées jusqu’à 80 mg/kg, n’a conduit à 

la mort d’animaux. Seule une légère perte de poids de 1,8 %, à la dose de 80 mg/kg, est 

rapportée pour une souris uniquement. Le composé 23, dépourvu de son ammonium 

quaternaire, semble être beaucoup mieux toléré que les composés 11 et 15b. 
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Figure 134 : Evolution du volume tumoral moyen chez les souris traitées – Mesure au pied à coulisse 

Sacrifice 2 

Sacrifice 1 

Croissance tumorale maitrisée Echappement tumoral 
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C. Etude sur le modèle de xénogreffe de chondrosarcome 

humain (HEMC-SS) 

1. Protocole de traitement 

 Le protocole de traitement est illustré Figure 133.  

Le traitement débute à J28 post-inoculation, stade à partir duquel la xénogreffe devient 

mesurable. Trois injections des composés 11, 15b ou 23 sont administrées en i.v. à J28, J32 et 

J36 post inoculation : 

 Le composé 15b est évalué comparativement à son équivalent non clivable, le 

composé 11, aux doses correspondant à 50 % de leur DMT respective, soit 27,5 

mg/kg (47 µmol/kg) pour le composé 15b et 15 mg/kg (28 µmol/kg) pour le 

composé 11.  

 Le composé 23 étant beaucoup moins toxique que les deux autres, sa DMT 

n’ayant pas été déterminée, il est évalué à dose équimolaire comparativement 

au composé 15b soit à 47 µmol/kg ce qui correspond à 18,9 mg/kg. 

Les souris sont suivies régulièrement pendant 54 jours après le début du traitement par 

la mesure du volume tumoral au pied à coulisse, comme évoqué p77. Les résultats sont alors 

exprimés par la variation moyenne du volume tumoral par rapport à J0 (Jour de la première 

dose, soit 28 jours post inoculation). La moitié des souris est sacrifiée au stade J18, soit dix 

jours après la fin du traitement, la seconde moitié est, quant à elle, sacrifiée à un stade très 

avancé, stade J54, soit trente-six jours après la fin du traitement.  

Après sacrifice des souris, au stade J18 ou J54, les tumeurs sont prélevées, pesées et analysées 

en anatomopathologie. 

2. Résultats 

Pour les souris traitées avec les composés 11 ou 23, l’évolution du volume tumoral suit 

une courbe exponentielle avec des temps de doublement respectifs de 24,6 et 29,1 jours  

(Figure 134). Concernant les souris traitées avec le composé 15b, la croissance tumorale 

semble maitrisée jusqu’à trente-six jours après le début du traitement ; à ce stade la variation 

du volume tumoral par rapport au début du traitement n’est seulement que de 15,9 ± 18,6 %, 

alors que la variation du volume tumoral à ce même stade est de 247,6 ± 14,4 % pour les sou-  
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Figure 135 : Poids des tumeurs prélevées dix jours après la fin du traitement (A) et quarante-six jours après la fin du 

traitement (B) 

             A                    B 
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ris traitées avec le composé 11 et de 153,4 ± 70,1 % pour les souris traitées avec le composé 

23. Après ce stade, un échappement tumoral est observé, la croissance tumorale ne semble 

plus maitrisée. 

 Concernant les tumeurs des souris traitées avec le composé 15b, elles sont, en 

moyenne, au stade J54, deux fois plus petites que les tumeurs des souris traitées avec le 

composé 11 ou 23 (Figure 135). 

 Les résultats anatomopathologiques sont en cours, toutefois les colorations au bleu 

alcian des coupes de tumeurs ont pu être réalisées et aucune différence significative de 

fixation n’a été observée entre les trois groupes. Cependant, il est intéressant de noter que, 

contrairement aux résultats anatomopathologiques obtenus lors de l’étude in vivo du 

radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 sur ce même modèle, les tumeurs semblent fixer d’avantage le 

bleu alcian et sont donc susceptibles de contenir des protéoglycanes (colorations modérées à 

fortes). Cette observation est tout à fait en accord avec l’absence d’efficacité antitumorale 

observée pour le composé 23 et dont la seule différence avec le composé 15b est l’absence du 

vecteur ammonium quaternaire. 

 Ces premiers résultats obtenus in vivo sont très encourageants et soulignent le double 

intérêt de la vectorisation et du concept de prodrogue activable en milieu hypoxique. 
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VVV...   CCCooonnncccllluuusssiiiooonnnsss   ddduuu   ccchhhaaapppiiitttrrreee   

 Dans cette partie, nous avons synthétisé des prodrogues dérivées du 

cyclophosphamide, activables en milieu hypoxique et vectorisées par une fonction ammonium 

quaternaire. En termes de structure, nous avons envisagé deux possiblités, la greffe du vecteur 

ammonium quaternaire sur l’entité active ainsi que celle sur l’entité clivable.  

A ce jour, seules les prodrogues portant le vecteur ammonium quaternaire sur l’entité active 

ont été évaluées. 

 Concernant les suivis par RMN 
31

P, nous avons mis en évidence la stabilité des 

composés, à 37 °C dans un tampon cacodylate et à 20 °C dans le sérum physiologique, ainsi 

que leur clivage très rapide en présence d’un agent réducteur. Le signal corespondant à un 

déplacement chimique d’environ 12 ppm en RMN 
31

P (par rapport à H3PO4), et qui apparaît 

après clivage de la prodrogue, a été attribué à l’entité active après analyse par CLP-MS.  

 Nous avons, de plus, démontré, in vitro, qu’il existait un différentiel de cytotoxité 

entre les conditions normoxiques et les conditions hypoxiques et que ce dernier semblait plus 

intéressant pour le composé dont l’entité clivable était un nitroimidazole, composé 15b. 

Nous avons alors évalué le composé 15b in vivo sur un modèle de xénogreffe de 

chondrosarcome humain sur souris SCID comparativement à son équivalent non vectorisé, le 

composé 23, ainsi qu’à un équivalent non clivable, le composé 11. Les résultats sont très 

encourageants puisqu’ils mettent en évidence un net ralentissement de la croissance tumorale 

pour les souris traitées avec le composé 15b comparativement aux deux autres composés. 

Nous avons ainsi validé le double intérêt de la vectorisation par l’ammonium 

quaternaire et de la spécificité vis à vis du milieu hypoxique. 
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Le travail présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans une stratégie de vectorisation de 

molécules d’intérêt consistant à utiliser une structure chimique de reconnaissance, un 

groupement ammonium quaternaire, pour vectoriser spécifiquement une entité vers les 

protéoglycanes de la matrice extracellulaire du cartilage. Cette entité peut être un radioisotope 

pour l’imagerie scintigraphique, ou bien un principe actif pour la thérapie.  

Cette stratégie a été, ici, plus particulièrement appliquée à la prise en charge du 

chondrosarcome, ou tumeur du cartilage, puisque les cellules du tissu tumoral synthétisent 

une matrice extracellulaire riche en protéoglycanes et comparable à celle du cartilage.  

Du fait de la nature chondrogénique, peu vascularisée et en hypoxie du tissu tumoral, il 

n’existe à l’heure actuelle aucune méthode in vivo sensible et spécifique pour le diagnostic de 

cette pathologie. De plus, l’efficacité de la radiothérapie et de la chimiothérapie 

anticancéreuse reste très limitée, du fait d’une matrice extracellulaire dense qui limite la 

diffusion des molécules jusqu’à leur cible et d’un environnement hypoxique entrainant des 

phénomènes de résistance vis-à-vis, notamment, de la radiothérapie [201].  

 

Le radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5  est un outil de diagnostic précoce et spécifique, et de 

suivi du chondrosarcome en médecine nucléaire 

 

 Un certain nombre de résultats précliniques ont déjà démontré tout l’intérêt du traceur 

99m
Tc-NTP 15-5 pour l’imagerie fonctionnelle des pathologies du cartilage dont une 

pathologie dégénérative, l’arthrose [165,169].  

 Nos études expérimentales, réalisées sur le modèle syngénique Swarm implanté en 

situation orthotopique chez le rat, nous permettent de démontrer tout l’intérêt de l’imagerie 

99m
Tc-NTP 15-5 pour la pathologie du chondrosarcome. 

 

Le modèle syngénique Swarm a déjà fait l’objet de nombreuses caractérisations 

biochimiques et physiopathologiques [202,203]. Il se comporte histologiquement et 

cliniquement comme un chondrosarcome humain de grade II, avec une croissance locale de la 

tumeur qui envahit progressivement les tissus environnants et détruit l'os. A un stade plus 

avancé, des métastases pulmonaires peuvent être observées [148]. Implanté au niveau tibial, le 

tissu tumoral se caractérise par un tissu de nature chondrogénique, très peu vascularisé, 

organisé en lobules délimités par des cloisons fines et fibreuses. Dans notre étude, nous avons  
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confirmé ces observations par des analyses anatomopathologiques et nous nous sommes plus 

particulièrement intéressés aux protéoglycanes. Les dosages biochimiques et les études 

histologiques nous ont permis de caractériser la tumeur comme étant très concentrée en 

protéoglycanes, engendrant ainsi une forte densité de charges négatives au niveau de la 

matrice extracellulaire. Cette forte densité de charges négatives est à l’origine de la fixation 

du radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5 puisqu’il est susceptible de créer des liaisons ioniques par 

l’intermédiaire de sa fonction ammonium quaternaire chargée positivement.  

 

Nos résultats démontrent une accumulation préférentielle au niveau des tissus riches en 

protéoglycanes. L’étude de biodistribution par prélèvement met ainsi en évidence une fixation 

au niveau du tissu tumoral, mais aussi au niveau du cartilage, de 3,5 à 5 fois supérieure à celle 

observée pour les tissus « non cibles » tels que les os ou les muscles. Cette accumulation 

préférentielle au niveau des tissus cibles, comparativement aux tissus environnants, est 

d’ailleurs à l’origine de l’excellent contraste obtenu, in vivo, en imagerie.  

 

Concernant l’imagerie 
99m

Tc-NTP 15-5 in vivo, l’accumulation du radiotraceur au 

niveau de la tumeur est rapide. Une accumulation tumorale est mise en évidence dès sept 

minutes post injection. Un plateau débute dès quinze minutes et se poursuit, sur quatre-vingt-

dix minutes, jusqu’à la fin de l’acquisition, avec un rapport moyen de fixation tumeur/muscle 

de 2,91  0,58, au stade de la pathologie J20. Le 
99m

Tc-NTP 15-5 permet donc une imagerie 

scintigraphique in vivo du chondrosarcome pendant au moins quatre-vingt-dix minutes.  

Cette imagerie est, d’ailleurs, bien attribuable à un ciblage actif de la cible (les 

protéoglycanes) par la partie vectrice (l’ammonium quaternaire). En effet, après 

administration de la couronne 
99m

Tc-15-5 (macrocycle technétié ne comportant pas la partie 

vectrice), aucun différentiel de fixation n’est observé entre la tumeur et le muscle (rapport 

T/M = 1,22 ± 0,16 au temps cinq minutes et T/M = 1,32 ± 0,27 au temps une heure). Ce 

résultat nous permet de confirmer le rôle du vecteur ammonium quaternaire dans la fixation 

et l’imagerie tumorale. Ce résultat est, de plus, en accord avec le résultat d’une étude de 

liaison in vitro à l’agrécane synthétique, étude qui a mis en évidence une absence 

d’interaction entre la couronne 
99m

Tc-15-5  et l’agrécane, une liaison entre l’agrécane et le 

99m
Tc-NTP 15-5 de liaison ionique forte. 
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Pour améliorer nos connaissances relatives au comportement du radiotraceur vis-à-vis 

des cellules tumorales du cartilage, une étude de captation cellulaire in vitro a été réalisée, sur 

différentes lignées : lignées de mélanome, de chondrosarcome et de chondrocytes sains. Sur 

ces cultures cellulaires, la majorité de la dose incubée est retrouvée au niveau du milieu 

extracellulaire (au temps une heure, pour la lignée HEMC-SS, 0,18 ± 0,05 % de D.I. sont 

retrouvés dans le surnageant contre 0,01 ± 0,01 % de D.I. dans le culot cellulaire). Ce résultat 

suggère que le radiotraceur pénètre très peu dans la cellule. Par ailleurs, concernant la 

radioactivité retrouvée au niveau du culot cellulaire, aucune différence significative n’est 

observée entre les différents types cellulaires : une captation intracellulaire ne peut donc pas 

expliquer le différentiel de fixation observée in vivo entre les différents modèles. La fixation 

du radiotraceur ne s’effectuerait pas en intracellulaire mais en péri ou en extracellulaire. 

 

Nous avons ensuite évalué le potentiel de l’imagerie 
99m

Tc-NTP 15-5 pour le diagnostic 

et le suivi du chondrosarcome en médecine nucléaire, et ce, comparativement aux 

radiotraceurs actuellement disponibles en routine clinique, le 
18

F-FDG (marqueur de l’activité 

métabolique) et le 
99m

Tc-HMDP (marqueur du remodelage osseux). 

Lorsque des analyses scintigraphiques sont réalisées régulièrement au cours du 

développement tumoral, une accumulation du radiotraceur 
99m

Tc-NTP15-5 est observée dès 

les stades précoces (J4 post implantation), avant même que la tumeur ne soit palpable et 

mesurable. Le suivi en imagerie 
18

F-FDG n'a pas permis la détection in vivo du 

chondrosarcome (ratio Tumeur/Muscle = 1,17  0,23 au stade J25). Il faut attendre un stade 

tardif de pathologie (J50 post implantation) pour observer une fixation tumorale du 
18

F-FDG, 

avec un rapport T/M = 2,75  0,12, liée certainement à l’augmentation de l’activité 

métabolique du tissu.  

Ces résultats expérimentaux reproduisent bien la réalité clinique, qui considère  

l’utilisation du 
18

F-FDG comme limitée dans la pathologie du chondrosarcome, et 

particulièrement dans les chondrosarcomes de bas grade.  

En ce qui concerne la scintigraphie osseuse au 
99m

Tc-HMDP, elle n'a pas permis la 

détection in vivo du chondrosarcome, à quelque stade que ce soit.  

 

Concernant le suivi du chondrosarcome, les analyses semi-quantitatives au cours du 

développement tumoral mettent en évidence une augmentation du ratio T/M qui est multipliée  
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par un facteur 2,6 entre le stade J4 et le stade J45 et est liée à l’augmentation du volume 

tumoral. En revanche, lorsque les animaux sont soumis à un traitement anticancéreux 

(zolédronate mais aussi melphalan-AQ), une diminution de la fixation du 
99m

Tc-NTP 15-5 

corrélée à une inhibition de la croissance tumorale est observée. Ces résultats montrent par 

conséquent, tout l’intérêt du suivi scintigraphique au 
99m

Tc-NTP 15-5 pour le suivi de la 

réponse du chondrosarcome à un traitement de chimiothérapie anticancéreuse.  

 

Une question doit néanmoins être abordée : "L’imagerie au 
99m

Tc-NTP 15-5 

permettrait-elle de réaliser un diagnostic différentiel entre un enchondrome (tumeur bénigne 

du cartilage) et un chondrosarcome de bas grade?".  

Du point de vue clinique, la distinction entre ces deux manifestations "prolifératives" du 

cartilage, est connue pour être extrêmement difficile tant sur le plan radiologique 

qu’histologique [17,204]. Selon des études histologiques  [205,206], les tumeurs bénignes du 

cartilage ne produiraient pas, ou en quantité moindre, une réelle matrice cartilagineuse riche 

en protéoglycanes ce qui laisserait espérer une accumulation du radiotraceur 
99m

Tc-NTP 15-5  

plus importante dans le cas d’un tissu malin. Des études précliniques in vivo sur des modèles 

d’enchondrome (tels que des souris mutantes pour la voie de signalisation Hedgehog ou pour 

le gène encodant l’exostine Ext1/Ext2 [206,207]) devront être engagées pour tester notre 

hypothèse. 

 

L’ensemble des résultats précliniques que nous avons mis en évidence démontre bien 

la pertinence et la sensibilité de l’imagerie 
99m

Tc-NTP 15-5 pour le diagnostic précoce et 

spécifique du chondrosarcome, le staging de la pathologie et le suivi de sa réponse à la 

thérapie. 

Le 
99m

Tc-NTP 15-5 est actuellement en phase de transfert clinique, dans le cadre d’un 

projet OSEO/Fond Régional d’Innovation, en partenariat avec la société Cyclopharma, pour 

l’imagerie diagnostique, en médecine nucléaire, des pathologies dégénératives du cartilage. 

Ce travail a ainsi permis de proposer une extension de l’application à la pathologie 

tumorale du cartilage, le chondrosarcome. 

  

Dans la continuité de cette étude, notons que des dérivés du NTP 15-5 sont actuellement 

en cours de synthèse. L’objectif est ici de développer des radiotraceurs permettant une double  
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application : l’imagerie diagnostique TEP du chondrosarcome (imagerie permettant une 

quantification absolue de la fixation in vivo) d’une part, mais aussi la radiothérapie interne du 

chondrosarcome d’autre part. Pour cela, le 
99m

Tc doit être remplacé par des isotopes du cuivre 

(
64

Cu/
67

Cu) ; la structure du macrocycle devant être modifiée pour pouvoir chélater l’atome de 

cuivre, mais le vecteur ammonium quaternaire restant le même. 

 

La vectorisation vers les protéoglycanes permet l’amélioration de l’index thérapeutique 

des agents de chimiothérapies anticancéreuses 

 

Compte tenu des résultats très encourageants obtenus avec le 
99m

Tc-NTP 15-5,  ainsi 

que des perspectives de développement en médecine  nucléaire, nous avons choisi de 

développer la stratégie "ammonium quaternaire" en l’appliquant à la vectorisation d’agents 

cytotoxiques afin de proposer, en complément du diagnostic, une prise en charge 

thérapeutique innovante du chondrosarcome. 

 

Actuellement, la chimiothérapie demeure souvent inefficace du fait de la nature 

chondrogénique du tissu tumoral qui représente un handicap majeur pour l’acheminement des 

agents anticancéreux conventionnels [208]. Il est par conséquent primordial, pour cette 

pathologie, de mettre en place une technique visant à acheminer les principes actifs 

anticancéreux vers le tissu tumoral, et ce, le plus sélectivement possible afin d’améliorer les 

taux de réponses et de survie des patients. En effet, les traitements de chimiothérapie 

anticancéreux sont limités par leur toxicité vis à vis des tissus sains, du fait d’une absence de 

spécificité. Ainsi la vectorisation spécifique d’anticancéreux vers les cellules du 

chondrosarcome devrait permettre de limiter la distribution des principes actifs aux tissus 

sains et donc d’améliorer leur index thérapeutique. 

 Nous avons choisi dans un premier temps de vectoriser, par un ammonium 

quaternaire, un agent alkylant utilisé en oncologie mais souffrant d’une absence de sélectivité 

qui lui confère de nombreux effets indésirables, le melphalan.  

 

 Les études in vitro, nous ont permis de vérifier que la greffe du vecteur ammonium 

quaternaire au niveau de la fonction acide du melphalan ne supprimait pas l’activité. En 

effet, le melphalan, sous sa forme quaternisée, entraine un blocage en phase S et une réponse  
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apoptotique des cellules (temps et concentration dépendants) semblables à la molécule parent. 

In vivo, sur le modèle swarm de chondrosarcome orthotopique, les traitements au 

melphalan-AQ ou melphalan, engendrent une inhibition importante de la croissance tumorale 

de l’ordre de 60 à 80 %. La différence se situe au niveau des effets indésirables, la 

vectorisation par l’ammonium quaternaire minimisant ces effets (perte de poids, syndrome  

myélodysplasique aigu). La vectorisation permet donc de diminuer considérablement les 

effets indésirables et d’augmenter l’index thérapeutique du melphalan. Elle pourrait ainsi 

permettre une meilleure prise en charge des patients. 

 

 Toutefois, une question se pose: "Le melphalan-AQ ciblant les tissus contenant des 

protéoglycanes ne peut-il pas cibler également le cartilage sain et engendrer une certaine 

toxicité?" L’étude in vitro, réalisée sur différentes lignées cellulaires, a mis en évidence une 

absence de cytotoxicité du melphalan-AQ sur les chondrocytes sains. Ce différentiel de 

cytotoxicité chondrocytes tumoraux/sains nous semble plutôt « rassurant ».  

 Une autre interrogation survient : la cible (les protéoglycanes) est majoritairement 

située au niveau de la matrice extracellulaire. Néanmoins, les études de caractérisation de 

l’activité cytotoxique ont confirmé une action au niveau de l’ADN, impliquant une 

pénétration cellulaire.  "La structure du Mel-AQ demeure-t-elle inchangée lorsque celui-ci 

pénètre dans la cellule?" Nous supposons que des modifications, telles que la perte du bras 

ammonium quaternaire, pourrait se produire avant la pénétration intracellulaire. Pour 

répondre à notre interrogation, des études mécanistiques, et notamment une étude de captation 

cellulaire par CPL-MS, ont été initiées.  

 

 

La double exploitation de l’environnement hypoxique et de la nature chondrogénique du 

chondrosarcome permet une nouvelle approche très encourageante de la pathologie.  

 

 L'incapacité à traiter les tumeurs, marquées par un microenvironnement hypoxique, 

représentent un véritable besoin thérapeutique non satisfait et un attrait considérable pour le 

développement de nouveaux traitements du chondrosarcome. Nous avons choisi de nous 

intéresser à la famille des phosphoramides, dont certains membres ont démontré une efficacité 

prometteuse sur un autre type de tumeur osseuse primitive : l’ostéosarcome [172,173].  
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Nous avons synthétisé des dérivés du cyclophosphamide, activables en milieu 

hypoxique et vectorisés par un ammonium quaternaire. Deux possibilités ont alors été 

envisagées : la greffe du vecteur ammonium sur l’entité clivable ou sur l’entité active.  

Dans un premier temps, nous nous sommes plutôt focalisés sur des prodrogues portant la 

fonction ammonium quaternaire sur la partie moutarde phosphoramide. Trois prodrogues ont 

été obtenues, les composés 15a, 15b et 15c, en utilisant trois groupements 

nitro(hétéro)aromatiques sensibles à l’hypoxie, de type 2-nitrofurane, 1-N-méthyl-2-

nitroimidazole ou 4-nitrophényle. 

 Leurs synthèses s’appuient sur une séquence réactionnelle commune, au départ des 

alcools correspondant préalablement synthétisés. L’obtention de ces alcools conditionne 

nettement le rendement global de la synthèse de ces dérivés puisqu’il est respectivement de 

33, 5 et 57 %  pour les dérivés 2-nitrofurane 15a, 1-N-méthyl-2-nitroimidazole 15b et 4-

nitrophényle 15c, alors qu’à partir de l’alcool les rendements sont quasi-équivalents (42, 44 et 

57 % respectivement). L’évolution des réactions faisant intervenir des dérivés phosphorés a 

pu être suivie par RMN phosphore, ce qui s’est avéré particulièrement profitable pour la mise 

au point des réactions.  

 Afin d’étudier le clivage de la prodrogue avec libération de la moutarde 

phosphoramide correspondante, une étude de stabilité et de cinétique de clivage par RMN 

phosphore a été réalisée, en milieu réducteur ou non. Les composés 15a et 15b montrent des 

cinétiques de clivage équivalentes (temps de demi-vie de 2 minutes 50) et libèrent bien la 

moutarde attendue (confirmé par une analyse CPL-MS combinée à une analyse RMN 
31

P). 

Pour le composé 15c, la libération de la moutarde apparait plus difficile. En effet, le nombre 

d’équivalent de réducteur à utiliser doit être augmenté pour assurer le clivage total de la 

molécule.  

La cytotoxicité de ces trois prodrogues a été évaluée en hypoxie et en normoxie sur 

différentes lignées cellulaires. Le différentiel d’activité hypoxie/normoxie le plus intéressant a 

été observé pour le composé 15b. 

 S’appuyant sur ce résultat, une étude in vivo d’efficacité antitumorale du composé 15b 

a été réalisée comparativement à un équivalent non clivable, le composé 11, et à un équivalent 

non vectorisé, le composé 23.  

Les premiers résultats in vivo obtenus dans un modèle hypoxique de xénogreffe de 

chondrosarcome humain sont très encourageants. En effet, ils mettent en évidence une  
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inhibition de la croissance tumorale jusqu’à trente-six jours après administration de la 

première dose, pour le composé 15b comparativement aux deux autres molécules 11 et 23, 

qui se se révèlent être inefficaces. 

Du fait de la réponse antitumorale observée uniquement pour le composé 15b, nous 

sommes tentés de dire que cette molécule a bien été adressée au tissu tumoral et a subi une 

activation à l’origine de l’efficacité observée. Néanmoins, la vectorisation devra être 

confirmée par une étude de distribution tissulaire, après marquage radioactif (un marquage au 

tritium est envisagé). 

  

 Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à des prodrogues portant la 

fonction ammonium quaternaire sur la partie sensible à l’hypoxie. A l’heure actuelle, le 

composé 29  de type 4-nitrophényle et portant le vecteur ammonium quaternaire sur la partie 

aromatique a été synthétisé. Son évaluation in vitro devrait bientôt débuter. 

 

Par ailleurs, compte-tenu des résultats de l’étude in vitro, nous avons envisagé la 

synthèse d’un analogue nitroimidazole du composé 29, dont la synthèse est actuellement en 

cours. Enfin, nous souhaitons étendre notre étude à des dérivés de type ifosfamide. 

 

 Là encore et tout comme pour l’approche avec le melphalan, l’interrogation relative au 

mécanisme de pénétration cellulaire de ces molécules, à la perte ou non du vecteur 

ammonium quaternaire persiste. Des études mécanistiques, notamment de captation cellulaire 

par CPL-MS, devront permettre d’élucider le mécanisme de pénétration. 

 

 En conclusion, l’ensemble des résultats précliniques obtenus au cours de cette thèse 

valident la preuve de concept de la vectorisation par une fonction ammonium quaternaire 

d’agents diagnostiques et cytotoxiques vers le chondrosarcome. De plus, l’application de cette 

stratégie à la vectorisation de prodrogues activables par l’environnement hypoxique de la 

tumeur, semble permettre une approche encore plus sélective de cette pathologie certes rare, 

mais particulièrement redoutable.  

 

L’ensemble de ce travail expérimental a permis d’apporter un certain "espoir" pour le 

management de la pathologie tumorale du cartilage, tant sur le plan diagnostique que sur le  
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plan thérapeutique, mais aussi, a soulevé un certain nombre d’interrogations pour lesquelles 

nous avons émis des hypothèses. Des études supplémentaires devront être réalisées afin de les 

confirmer et de pouvoir valider notre démarche jusqu’au transfert clinique. 
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Matériel et méthodes - Chimie 

IIInnndddiiicccaaatttiiiooonnnsss   gggééénnnééérrraaallleeesss   

 Les spectres infrarouges (IR) ont été réalisés sur un spectromètre FTIR Nicolet 

Impact 410 ou un spectromètre FT Vector 22 instrument en pastille de bromure de potassium 

(KBr) pour les produits solides ou sur un spectromètre Nicolet IS 10 en mode ATR 

« corrigé ». Les nombres d’onde (ν) sont exprimés en cm
-1

. 

 Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été enregistrés au moyen 

d’un spectromètre Bruker AM 200 (4,5 T) (
1
H : 200 MHz ; 

13
C : 50 MHz) ou d’un 

spectromètre Bruker AVANCE 500 MHz (11,7 T) (
1
H : 500 MHz ; 

31
P : 202 MHz). Les 

déplacements chimiques (δ) sont exprimés en ppm en se servant du pic résiduel du solvant 

comme référence en RMN 
1
H et 

13
C et après calibration sur H3PO4 à 1 % dans D2O placé 

dans un tube coaxial en RMN 
31

P. Les constantes de couplage (J) sont exprimées en hertz 

(Hz). Les abréviations suivantes sont utilisées pour indiquer la multiplicité des signaux : 

s = singulet,   se = singulet élargi,  

d = doublet,    dd = doublet de doublet, 

t = triplet,    te = triplet élargi, 

q = quadruplet,   qd = quadruplet dédoublé 

qt = quintuplet,  m = multiplet ou massif complexe, 

h = hexuplet. 

 Les spectres de masse ont été enregistrés en électrospray (ESI) en mode positif 

ou négatif suivant la nature des composés en utilisant un spectromètre de masse Esquire-LC. 

 Pour la chromatographie en phase liquide couplée à la détection UV à 254 nm 

et à la spectrométrie de masse (CPL-UV-SM) réalisée selon la technique d’ionisation ESI, les 

conditions suivantes ont été utilisées : 

Les paramètres du spectromètre de masse, TSQ7000, sont les suivants : 

-  Source électrospray : 350 °C  pour la température et 4,5 kV pour la tension du 

capillaire, 60 Psi pour le gaz rideau (N2) et 40 UA pour le gaz auxiliaire (N2).  

- Analyseur triple quadripolaire : mode d’acquisition "SCAN", mode positif, gamme de 

masse : m/z 100 à m/z 600. 
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- Les conditions de chromatographie sont les suivantes : 

- Colonne : Luna C18 100A, 3µm, 120 x 3 mm Phenomenex 

- Phase mobile : Solvant A : eau 15 mM TFA ; Solvant B : acétonitrile 15 mM TFA 

- Mode gradient (Débit : 0,4 mL/min ; Volume injecté : 5 µL) : 

Temps en minutes Solvant A (%) Solvant B (%) 

0 80 20 

3 75 25 

5 60 40 

10 50 50 

11 80 20 

20 80 20 

 

 Les analyses élémentaires (carbone, oxygène, hydrogène, azote, chlore, iode) 

ont été réalisées au service central d’analyse du Centre National de la Recherche Scientifique 

(CNRS, Solaize, France). 

 Les points de fusion ont été déterminés en utilisant un appareil à point de 

fusion Electrothermal IA930 par la méthode du tube capillaire et sont donnés non corrigés. 

 Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été réalisées sur des 

plaques de silice SDS 60 F254 (épaisseur 0,25 mm) ou d’oxyde d’aluminium Merck 60 F254 

neutre sur support aluminium. 

Les chromatographies ont été observées après détection à l’ultraviolet (254 nm) et/ou après 

révélation avec un réactif à la NBP. Pour le test à la NBP, la plaque de chromatographie est 

plongée dans une solution de NBP à 2,5 % dans l'acétone, chauffée, puis plongée dans une 

solution méthanolique de potasse à 10 %. Les composés possédant la fonction 

chloroéthylamine apparaissent en bleu-violet profond en raison de la formation d'un complexe 

de résonance. 

 Les purifications sur colonne ont été réalisées en utilisant du gel de silice 

Chromagel SDS (silice 50 ACC, 35-70 µm), ou de l’alumine (60 F254 neutre, Merck). 
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SSSyyynnnttthhhèèèssseeesss   ccchhhiiimmmiiiqqquuueeesss   

I - Synthèses des dérivés du melphalan 

1-({N-(tert-Butyloxycarbonyl)-4-[bis(2-chloroéthyl)amino]-L-phénylalanyl}amino)-3-

(diméthylamino)propane (3) 

 

 

 

 

 

 

A une solution de melphalan 1 (1,48 g ; 4,84 mmol) dans le méthanol (20 mL) sont 

successivement ajoutés, à température ambiante, la triéthylamine (3,4 mL ; 24,4 mmol) et le 

dicarbonate de di-tert-butyle (2,3 mL ; 10,0 mmol). Le mélange est agité à température 

ambiante pendant 50 minutes puis évaporé sous pression réduite. L’huile jaune obtenue est 

traitée par une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (1 N) jusqu’à pH=1. La solution est 

alors extraite par de l’acétate d’éthyle (3 x 50 mL). La phase organique est ensuite séchée sur 

sulfate de magnésium, filtrée puis concentrée sous pression réduite. Le melphalan-Boc obtenu 

est aussitôt engagé dans la réaction de couplage. A une solution du melphalan-Boc dans le 

dichlorométhane (50 mL) sont ajoutés successivement le 1-hydroxy-1H-benzotriazole (666 

mg ; 4,93 mmol), le N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (1,08 g ; 5,23 mmol) solubilisé dans le 

dichlorométhane (10 mL) puis la 3-(diméthylamino)-propylamine 2 (0,64 mL ; 5,09 mmol). 

Le milieu est laissé sous agitation à température ambiante pendant 20 heures puis filtré pour 

éliminer la N, N’-dicyclohexylurée formée. Le filtrat est ensuite lavé par une solution aqueuse 

saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (3 x 70 mL) puis par de l’eau (3 x 70 mL). La phase 

organique est séchée sur sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite. Le 

résidu obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : gradient 

d’éthanol de 0 à 50 % dans le dichlorométhane ; puis dichlorométhane/éthanol/ammoniaque, 

50/48/2, v/v/v). Le dérivé 3 est isolé sous forme d’une poudre jaunâtre (1,27 g ; 2,59 mmol). 

Formule brute : C23H38Cl2N4O3   Poids moléculaire : 489,48 g.mol
-1

 

Rendement : 54 %     Aspect : poudre jaunâtre 

CCM (silice, éluant : dichlorométhane/éthanol/ammoniaque, 50/48/2, v/v/v) Rf = 0,45 
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IR (KBr) ν cm
-1  

3299 (νNH) ; 1705 et 1662 (ν C=O carbonate et ν C=O amide) ; 1520 (δNH) ; 1166  

(νC-O). 

RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3)  ppm 7,31 (se, 1H, NH amide, échange avec D2O) ; 7,01 (d, 

2H, 
3
J = 8,6 Hz, CHAr(2,6)) ; 6,55 (d, 2H, 

3
J = 8,6 Hz, CHAr(3,5)) ; 5,06 (d, 1H, 

3
J = 7,8 Hz, NH-

Boc, échange avec D2O) ; 4,19-4,15 (m, 1H, CHNHBoc) ; 3,68-3,50 (m, 8H, N(CH2CH2Cl) ; 

3,32 (q, 2H, 
3
J = 5,8 Hz , NHCH2CH2CH2) ; 2,87 (d, 2H, 

3
J = 6,6 Hz, PhCH2) ; 2,20 (t, 2H, 

3
J 

= 6,5 Hz, CH2N(CH3)2) ; 2,07 (s, 6H, N(CH3)2); 1,54 (qt, 2H, 
3
J = 6,5 Hz, NCH2CH2CH2) ; 

1,34 (s, 9H, CH3 Boc). 

RMN 
13

C (50 MHz, CDCl3)  ppm 171,18 (C=O amide) ; 153,34 (C=O Boc) ; 145,06 

(CArN) ; 130,81 (CHAr(2,6)) ; 125,83 (CArCH2) ; 112,20 (CHAr(3,5)) ; 78,99 (C(CH3)2 Boc) ; 

58,49 (CH2N(CH3)2) ; 56,08 (CHCO) ; 53,59 ((NCH2CH2Cl)2) ; 45,23 (N(CH3)2) ; 

40,58 ((NCH2CH2Cl)2) ; 39,36 (NHCH2) ; 37,90 (PhCH2) ; 28,43 (CH3 Boc) ; 25,78 

(CH2CH2CH2). 
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Iodure de [3-({N-(tert-butyloxycarbonyl)-4-[bis(2-chloroéthyl)amino]-L-

phénylalanyl}amino)propyl]triméthylammonium (4) 

 

 

 

 

 

A une solution du dérivé 3 (1,25 g ; 2,55 mmol) dans l’éthanol anhydre (20 mL) est 

ajouté en quatre fois pendant 24 h, sous atmosphère d’argon, de l’iodure de méthyle (1,28 

mL ; 20,6 mmol). Le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite puis solubilisé 

dans le minimum de méthanol avant d’être jeté dans 250 mL d’éther éthylique anhydre. Le 

précipité obtenu est filtré dans une enceinte inerte, lavé abondamment à l’éther éthylique 

anhydre puis séché. Le composé 4 est alors obtenu sous forme d’un solide blanc très 

hygroscopique (1,36 g ; 2,15 mmol). 

Formule brute : C24H41Cl2IN4O3   Poids moléculaire : 631,42 g.mol
-1

 

Rendement : 84 %     Aspect : solide blanc 

CCM (silice, éluant : dichlorométhane/éthanol/ammoniaque, 50/49/1, v/v/v) Rf = 0,05 

IR (KBr) ν cm
-1  

3208 (νNH) ; 1706 et 1654 (ν C=O carbonate et ν C=O amide). 

RMN 
1
H (200 MHz, DMSO-d6)  ppm 8,04 (se, 1H, NH amide, échange avec D2O) ; 7,08 (d, 

2H, 
3
J = 8,5 Hz, CHAr(2,6)) ; 6,89 (d, 1H, 

3
J = 8,0 Hz, NH-Boc, échange avec D2O) ; 6,65 (d, 

2H, 
3
J = 8,5 Hz, CHAr(3,5)) ; 3,93-4,00 (m, 1H, CHNHBoc) ; 3,69 (s, 8H, N(CH2CH2Cl) ; 2,50-

3,55 (m, 15H, PhCH2, CH2CH2CH2N
+
(CH3)3 ; dans ce massif, présence d’un singulet à 3,02 

pour N
+
(CH3)3) ; 1,80 (m, 2H, CH2CH2CH2) ; 1,31 (s, 9H, CH3 Boc). 

RMN 
13

C (50 MHz, DMSO-d6)  ppm 172,04 (C=O amide) ; 155,30 (C=O Boc) ; 144,69 

(CArN) ; 130,20 (CHAr(2,6)) ; 126,17 (CArCH2) ; 111,57 (CHAr(3,5)) ; 77,95 (C(CH3) Boc) ; 63,43 

(CH2N
+
(CH3)3) ; 56,21 (CHCO) ; 52,14 ((NCH2CH2Cl)2) ; 52,14 (N

+
(CH3)3) ; 

41,13 ((NCH2CH2Cl)2) ; 36,42 et 35,48 (PhCH2 et NHCH2) ; 28,43 (CH3 Boc) ; 22,82 

(CH2CH2CH2). 
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Chlorhydrate du chlorure de [3-({4-[bis(2-chloroéthyl)amino]-L-

phénylalanyl}amino)propyl]triméthylammonium, melphalan-AQ (5) 

 

 Le composé 4 (1,259 g ; 1,99 mmol), sous atmosphère inerte (Argon), est traité par 

une solution d’éthanol chlorhydrique 2N (60 mL) à température ambiante pendant quatre 

heures. La solution est ensuite évaporée sous pression réduite et le résidu est passé sur une 

résine Dowex 1X2-400 (éluant méthanol). Les fractions méthanoliques sont rassemblées et 

évaporées sous pression réduite. Le résidu est alors repris par le minimum de méthanol puis 

jeté dans l’éther éthylique anhydre (200 mL). Une filtration sous argon et un lavage à l’éther 

éthylique anhydre du précipité permettent d’isoler le composé 5 sous forme d’une poudre 

blanc-beige très hygroscopique (813 mg, 1,71 mmol).  

Formule brute : C19H34Cl4N4O   Poids moléculaire : 476,31 g.mol
-1

 

Rendement : 86 %     Aspect : solide blanc-beige 

Point de fusion : 80 °C 

IR (KBr) ν cm
-1  

2500-3200 (νNH3+) ; 1682 (νC=O carbonate) ; 1520 (δNH)  

RMN 
1
H (200 MHz, DMSO-d6)  ppm 8,91 (se, 1H, NH amide, échange avec D2O) ; 8,48 

(se, 3H, NH3
+
, échange avec D2O) ; 7,09 (d, 2H, 

3
J = 8,3 Hz, CHAr(2,6)) ; 6,69 (d, 2H, 

3
J = 8,4 

Hz, CHAr(3,5)) ; 3,98 (m, 1H, CHCO) ; 3,70 (s, 8H, N(CH2CH2Cl) ; 2,80-3,50 (m, 15H, 

PhCH2, CH2CH2CH2N
+
(CH3)3 ; dans ce massif, présence d’un singulet à 3,06 pour 

N
+
(CH3)3) ; 2,08 (m, 2H, CH2CH2CH2). 

RMN 
13

C (50 MHz, DMSO-d6)  168,28 (C=O amide) ; 145,35 (CArN) ; 130,45 (CHAr(2,6)) ; 

127,30 (CArCH2) ; 111,89 (CHAr(3,5)) ; 64,86 (CH2N
+
(CH3)3) ; 56,21 (CHCO) ; 53,16 

((NCH2CH2Cl)2) ; 52,16 (N
+
(CH3)3) ; 41,13 ((NCH2CH2Cl)2) ; 36,42 et 35,40 (PhCH2 et 

NHCH2); 22,58 (CH2CH2CH2). 

Analyse centésimale :  

 Valeurs théoriques : %C : 47,90 ; %H : 7,20 ; %N : 11,80 ; %O : 3,40 ; %Cl : 29,80  

 Valeurs trouvées : %C : 42,56 ; %H : 7,41 ; %N : 9,70 ; %O : 7,98 ; %Cl : 32,97  

 
Formule brute : C19H33Cl3N4O.1,5H2O.2HCl  

 Masse molaire expérimentale : 539,80 g.mol
-1 
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Chlorhydrate de la 4-[bis(2-chloroéthyl)amino]-L-phénylalanine, melphalan 

chlorhydrate (6) 

 

A une suspension de melphalan 1 (0,236 g ; 0,773 mmol) dans du dichlorométhane 

anhydre placée sous argon, est additionné une solution d’éther éthylique chlorydrique 2N. 

Après une dizaine de minutes d’agitation, le milieu est évaporé et un grand volume d’éther 

éthylique anhydre est ajouté (100 mL). Après une nuit d’agitation sous argon suivie d’une 

évaporation, le chlorydrate 6 est obtenu sous forme d’une poudre blanche (0,217 mg, 0,635 

mmol).  

Formule brute : C13H19Cl3N2O2   Poids moléculaire : 341,66 g.mol
-1

 

Rendement : 82 %     Aspect : poudre blanche 

Point de fusion : 204 °C 

IR (KBr) ν cm
-1  

2500-3100 (νNH3+, νOH) ; 1737 (νC=O) ; 1614 (νasNH3+) ; 1521 (νsNH3+) ; 1227 

(νc-o). 

RMN 
1
H (200 MHz, DMSO-d6)  ppm 8,31 (se, 3H, 

+
NH3) ; 7,09 (d, 2H, 

3
J = 8,6 Hz, 

CHAr(2,6)) ; 6,70 (d, 2H, 
3
J = 8,7 Hz, CHAr(3,5)) ; 4,05 (m, 1H, CHCO) ; 3,71 (s, 8H, 

N(CH2CH2Cl)2) ; 2,99 (d, 2H, 
3
J = 6,1 Hz, PhCH2). 

RMN 
13

C (50 MHz, DMSO-d6)  171,06 (C=O acide) ; 146,10 (CArN) ; 131,17 (CHAr(2,6)) ; 

123,10 (CArCH2) ; 112,55 (CHAr(3,5)) ; 53,91 (CHCO) ; 52,65 ((NCH2CH2Cl)2) ; 

41,13 ((NCH2CH2Cl)2) ; 35,31 (PhCH2). 

Analyse centésimale : 

 Valeurs théoriques : %C : 45,70 ; %H : 5,60 ; %N : 8,20 ; %O : 9,40 ; %Cl : 31,10  

 Valeurs trouvées : %C : 42,95 ; %H : 5,66 ; %N : 7,46 ; %O : 9,25 ; %Cl : 34,38 

Formule brute : C3H18Cl2N2O2.1,5HCl 

Masse molaire expérimentale : 359,89 g.mol
-1
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II – Synthèse du dérivé non clivable en hypoxie, le composé 11 

Dichlorure de l'acide N,N-bis(2-chloroéthyl)phosphoramidique (8) 

 

Un mélange du chlorhydrate de la bis(2-chloroéthyl)amine 7 (50 g ; 280 mmol) et de 

l'oxychlorure de phosphore (130 mL ; 1,39 mol) est chauffé à reflux pendant 17 heures. Le 

mélange devient marron et limpide. Après refroidissement, le mélange est distillé sous 

pression atmosphérique pour éliminer l'excès de POCl3 puis une distillation sous pression 

réduite permet d'isoler le composé 8 (63,7 g ; 18,5 mmol). 

Formule brute : C4H8Cl4NOP   Poids moléculaire : 258,90 g.mol
-1

 

Rendement : 88 %     Aspect : cristaux blancs 

Point de fusion : 51 °C (D’après la littérature : 50 - 51 °C [209]; 57 - 59 °C [210]) 

IR (ATR) ν cm
-1

 1275, 1265 (νP=O) 

CCM (silice, éluant : acétate d’éthyle/cyclohexane, 5/5, v/v) Rf = 0,70 

RMN 
31

P (202 MHz, THF) δ ppm 15,78  

RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3) δ ppm 3,77 – 3,58 (m, 8H, N(CH2CH2Cl)2). 
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O-Benzyl N,N-bis(2-chloroéthyl)-N’-[3-(diméthylamino)propyl]phosphorodiamidate 

(10) 

 

Une solution d’alcool benzylique (1,5 mL ; 14,4 mmol) dans du toluène anhydre (4 mL) 

est additionnée goutte à goutte, sous agitation, à une suspension d’hydrure de sodium (577 

mg ; 14,4 mmol, NaH à 60% dans l’huile) dans du toluène anhydre (10 mL), refroidie dans de 

la glace et sous atmosphère inerte. Le mélange réactionnel est laissé sous agitation pendant 

une nuit à froid dans un Dewar contenant un mélange glace/chlorure de sodium. 

La suspension de benzylate de sodium obtenue est ajoutée goutte à goutte à une solution de 

dichlorure de l’acide N,N-bis(2-chloroéthyl)phosphoramidique 8 (3,73 g ; 14,3 mmol) dans du 

toluène anhydre (15 mL), maintenue sous agitation, dans un bain de glace et sous atmosphère 

inerte. Après quatre heures la 3-diméthylamino-1-propylamine 2 (3,6 mL ; 28,6 mmol) est 

ajoutée goutte à goutte, et sous atmosphère inerte, au milieu réactionnel toujours maintenu 

dans un bain de glace. Après deux heures d’agitation à 0°C, un suivi par chromatographie sur 

colonne de silice (silice, éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle, 7/3, v/v) montre la disparition 

de l’intermédiaire, le chlorure de l'acide benzyl N,N-bis-(2-chloroéthyl)phosphoramidique 9. 

Le mélange réactionnel est évaporé sous vide puis purifié par chromatographie sur colonne de 

gel silice éluée par un mélange équivolumique acétate d’éthyle/éthanol contenant 5% 

d’ammoniaque pour donner le produit 10 sous forme de chlorhydrate (5,08 g ; 11,7 mmol). 

Formule brute : C16H28Cl2N3O2P,HCl  Poids moléculaire : 432,75 g.mol
-1

 

Rendement : 88 %     Aspect : huile jaune 

CCM (Silice, éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 8/2, v/v) Rf = 0,08 

RMN 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,80 (se, 1H, NH

+
) ; 7,32-7,52 (m, 5H, Ph) ; 5,11 (td, 

1H, 
3
J = 6,9 Hz, 

2
JH,P = 11,2 Hz, CH2NHP) ; 4,91 (m, 2H, OCH2Ph) ; 3,61-3,70 (m, 4H, 

NCH2CH2Cl) ; 3,25-3,35 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 3,05 (m, CH2NH
+
) ; 2,83 (qd, 2H, 

3
J = 6,6 

Hz, 
3
JH,P = 11,4 Hz, CH2NHP) ; 2,69 (s, 6H, (CH3)2) ; 1,82 (qt, 2H, 

3
J = 6,9 Hz, 

CH2CH2CH2). 

RMN 
31

P (202 MHz, DMSO-d6) δ ppm 17,23  
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RMN 
13

C (50 MHz, DMSO-d6) δ ppm 137,79 (d, 
3
J = 7,4 Hz, CAr) ; 128,95, 128,46, 128,02 

(CHAr) ; 66,57 (d, 
2
J = 4,7 Hz, OCH2Ph) ; 54,85 (CH2NH

+
) ; 49,05 (d, 

2
J = 4,3 Hz, 

NCH2CH2Cl) ; 43,04 (d, 
3
J = 0,9 Hz, NCH2CH2Cl) ; 42,46 ((CH3)2) ; 37,99 (CH2NHP) ; 

26,50 (d, 
3
J = 5,3 Hz, CH2CH2CH2).  

Ces attributions ont été appuyées par des expériences 2D de type COSY et HSQC. 
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Iodure de 3-({(benzyloxy)[bis(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}amino)-N,N,N-

triméthylpropane-1-aminium (11) 

 

 

A une solution du composé 10 (1 g, 2,31 mmol) dans du THF anhydre (23 mL) est 

additionnée du carbonate de sodium (1,6 g, 15,1 mmol) et de l’iodure de méthyle (778 µL, 

12,6 mmol). Le mélange réactionnel est laissé sous agitation, sous atmosphère inerte, et à 

température ambiante pendant deux heures puis, il est filtré et le précipité lavé avec du 

méthanol. Le filtrat est évaporé sous vide pour donner le produit 11 (966 mg, 1,79 mmol).  

Formule brute : C17H31Cl2IN3O2P Poids moléculaire : 538,23 g.mol
-1

 

Rendement : 78 %             Aspect : poudre blanche très hygroscopique 

        donnant ensuite une huile 

CCM (silice, éthanol/ammoniaque, 9/1, v/v) Rf = 0,02 

IR (KBr) ν cm
-1

 3451 (H2O), 1217 (νP=O, νC-O), 1017 (νC-O)  

RMN 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 7,32-7,43 (m, 5H, Ph) ; 5,08 (td, 1H, 

3
J = 6,8 Hz, 

2
JH,P 

= 10,8 Hz, CH2NHP) ; 4,91 (d, 2H, 
3
J = 7,0 Hz, OCH2Ph) ; 3,62-3,70 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 

3,24-3,36 (m, 6H, NCH2CH2Cl, CH2N
+
) ; 3,06 (s, 9H, (CH3)3) ; 2,83 (qd, 2H, 

3
J = 6,4 Hz, 

2
JH,P = 11,4 Hz, CH2NHP) ; 1,79-1,88 (m, 2H, CH2CH2CH2). 

RMN 
31

P (202 MHz)  DMSO-d6 δ ppm 17,12 ; CD3OD δ ppm 17,63  

RMN 
13

C (50 MHz, CD3OD) δ ppm 138,06 (d, 
3
J = 7,3 Hz, CAr) ; 129,67, 129,43, 129,02 

(CHAr) ; 68,60 (d, 
2
J = 5,1 Hz, OCH2Ph) ; 65,77 (CH2N

+
) ; 53,90, 53,82, 53,74 ((CH3)3) ; 

50,27 (d, 
2
J = 4,6 Hz, NCH2CH2Cl) ; 43,17 (d, 

3
J = 1,3 Hz, NCH2CH2Cl) ; 38,75 (CH2NHP) ; 

26,25 (d, 
3
J = 5,0 Hz, CH2CH2CH2).  

Ces attributions ont été appuyées par des expériences 2D de type COSY et HSQC 
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III- Synthèses des prodrogues vectorisées et activables en 

hypoxie, les composés 15a-c 

2-hydroxyméthyl-5-nitrofurane (12a) 

 

 

 

 A une solution de 5-nitro-2-furaldéhyde (5,35 g ; 37,9 mmol) dans du THF (80 mL), 

agitée et refroidie à 0 °C dans un bain de glace, est ajoutée une solution aqueuse de 

borohydrure de sodium (1,15 g ; 30,3 mmol). La solution devient marron et est agitée à 

température ambiante pendant 1 h 30. Le brut réactionnel est dilué par addition d’eau (60 mL) 

puis extrait par de l’acétate d’éthyle (3 × 60 mL). Les phases organiques sont réunies, lavées 

avec une solution saturée de chlorure de sodium, séchées sur sulfate de magnésium puis 

filtrées. Après évaporation, le 2-hydroxyméthyl-5-nitrofurane 12a (4,3 g ; 30,0 mmol) est 

obtenu. 

Formule brute : C5H5NO4    Poids moléculaire : 143,10 g.mol
-1

 

Rendement : 79 %     Aspect : huile marron 

CCM (silice, éluant : AcOEt/cyclohexane 5/5 v/v) Rf = 0,5 

IR (ATR) ν cm
-1

 3370 (νOH), 1497 (νasNO2), 1356 (νsNO2), 1238, 1018 (νC-O). 

RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3)  ppm 2,51 (se, 1H, OH) ; 4,71 (s, 2H, CH2) ; 6,55 (d, 1H, 

3
J = 

3,6 Hz, CH) ; 7,26 (d, 1H, 
3
J = 3,6 Hz, CH). 
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Chlorhydrate de l’ester éthylique de la sarcosine (17) 

 

Du chlorure de thionyle (18 mL, 248 mmol) est ajoutée lentement dans de l’éthanol 

(100 mL) de façon à maintenir la température entre -15 ºC et -5 ºC. De la N-méthylglycine 

(sarcosine) 16 (20 g, 224 mmol) est alors ajoutée et la solution chauffée pendant 2 heures à 

55ºC. Après évaporation de l’éthanol, le chlorhydrate de l’ester éthylique de la sarcosine 17 

(32,4 g, 212 mmol) est obtenu sans autre purification. 

Formule brute : C5H12ClNO2                     Poids moléculaire : 153,06 g.mol
-1

 

Rendement = 85 %                          Aspect : poudre blanche 

IR (ATR) ν cm
-1

 2970-2440 (νasNH2+, νsNH2+) ; 1742 (νC=O) ; 1229 (νC-O). 

RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3) δ ppm 9,66 (se, 2H, NH2

+
) ; 4,24 (q, 2H, 

3
J = 7,1 Hz, CH2CH3), 

3,84 (te, 2H, 
3
J = 5,5 Hz, NH2

+
CH2) ; 2,80 (te, 3H, 

3
J = 5,5 Hz, NH2

+
CH3) ; 1,27 (t, 1H, 

3
J = 

7,1 Hz, CH2CH3). 

RMN 
13

C (50 MHz, CDCl3) δ ppm 166,15 (CO2) ; 62,65 (CH2CH3) ; 48,95 (NH2
+
CH2) ; 

33,34 (NH2
+
CH3) ; 14,05 (CH2CH3). 
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Ester éthylique de la N-formylsarcosine (18) 

 

Une solution dans l’éthanol (130 mL) contenant du formiate d'éthyle (130 mL), du 

chlorhydrate de l’ester éthylique de la sarcosine 17 (31 g, 203 mmol) et du carbonate de 

potassium (28 g, 202 mmol) est agitée, à température ambiante, pendant une nuit. Après 

filtration et lavage du précipité à l’éthanol, le filtrat est évaporé puis extrait avec de l’acétate 

d’éthyle (5 × 200 mL). Après séchage sur sulfate de magnésium et évaporation, le composé 

18 (27 g, 186 mmol) est obtenu sous la forme de deux rotamères. 

Formule brute : C6H11NO3                    Poids moléculaire : 145,16 g.mol
-1

 

Rendement = 92 %                          Aspect : liquide rose 

RMN 
1
H (200 MHz , CDCl3) 2 rotamères δ ppm 8,06 et 7,99 (s, 1H, CHO) ; 4,16 et 4,18 (q, 

2H, 
3
J = 7,1 Hz, CH2CH3) ; 4,04 et 3,94 (s, 2H, NCH2) ; 2,99 et 2,88 (s, 3H, NCH3) ; 1,27 et 

1,23 (t, 3H , 
3
J = 7,1 Hz, CH2CH3). 

RMN 
13

C (50 MHz, CD3OD) 2 rotamères δ ppm 168,82 ; 168,38 (CO2) ; 163,17 et 162,96 

(CHO) ; 61,78 et 61,47 (OCH2CH3) ; 50,97 et 45,68 (NCH2) ; 35,31 et 30,89 (NCH3) ; 14,20 

(CH2CH3). 
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Ester éthylique de l’acide 2-amino-1-N-méthyl-1H-imidazole-5-carboxylique (20) 

 

De l’hydrure de sodium (5 g, 125 mmol, 60 % dans l’huile) est additionné par 

fractions à une solution de l’ester éthylique de la N-formylsarcosine 18 (26 g, 177 mmol) dans 

du formiate d’éthyle (85 mL) et refroidie dans de la glace. La température est ramenée à 

température ambiante et le mélange réactionnel est laissé sous agitation pendant une nuit. 

Après évaporation, le résidu obtenu est trituré avec de l’hexane (2 × 50 mL) avant d’être 

solubilisé dans un mélange éthanol/acide chlorhydrique concentré (50/30 mL) puis chauffé à 

110 °C. Après une heure, le mélange réactionnel est refroidi à température ambiante puis 

filtré. Le précipité est lavé à l’éthanol et le filtrat est évaporé pour donner une huile brune. 

Celle-ci est ajoutée à une solution aqueuse à 10 % d’acide acétique (100 mL) contenant du 

cyanamide (16 g, 380 mmol) et de l’acétate de sodium (41 g, 500 mmol). Le mélange 

réactionnel est chauffé à 95 °C pendant une heure puis concentré par évaporation à environ un 

tiers du volume initial. Le pH du milieu réactionnel est ajusté à 9 par addition lente de 

carbonate du sodium, puis extrait avec de l’acétate d’éthyle (12 × 100 mL). Après séchage sur 

sulfate de magnésium et évaporation, le résidu est purifiée par chromatographie sur colonne 

de gel de silice (éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 95/5, v/v) pour donner l’amine 20 (11,7 g ; 

69,2 mmol). 

Formule brute : C7H11N3O2    Poids moléculaire : 169,18 g.mol
-1

 

Rendement = 55 %                          Aspect : poudre jaune 

CCM (silice, éluant : acétate d’éthyle / éthanol, 9/1, v/v) Rf = 0,33 

IR (ATR) ν cm
-1

 3393 (νasNH2) ; 3143 (νsNH2) ; 1652 (νC=O) ; 1522 ( NH2). 

RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3) δ ppm 7,43 (s, 1H, CH) ; 4,59 (se, 2H, NH2) ; 4,25 (q, 2H, 

3
J = 

7,1 Hz, CH2CH3) ; 3,66 (s, 3H, NCH3) ; 1,32 (t, 3H, 
3
J = 7,1 Hz, CH2CH3). 
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Acide 1-N-méthyl-2-nitro-1H-imidazole-5-carboxylique (22) 

 

A une solution de nitrite de sodium (15 g, 217 mmol) dans l’eau (45 mL) refroidie à  

- 5 °C, est additionnée goutte à goutte une solution du composé 20 (5,5 g ; 32,7 mmol) dans 

l’acide acétique (30 mL). Après retour à température ambiante, le mélange réactionnel est 

laissé sous agitation pendant une nuit puis extrait avec du dichlorométhane (3 × 50 mL). 

Après séchage sur sulfate de magnésium et évaporation, le résidu est purifiée par 

chromatographie sur colonne de gel de silice, éluée avec un mélange cyclohexane/acétate 

d’éthyle (7/3, v/v) pour donner le produit 21 (6,75 g) sous la forme d’une huile jaune, utilisée 

directement pour l’étape suivante. 

Formule brute : C7H9N3O4   Poids moléculaire : 199,16 g.mol
-1

 

CCM (silice, éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle, 7/3, v/v) Rf = 0,40 

RMN 
1
H (200 MHz , CDCl3) δ ppm 7,73 (s, 1H, CH) ; 4,31 (s, 3H, NCH3) ; 4,38 (q, 3H, 

3
J = 

7,1 Hz, CH2CH3) ; 1,38 (t, 3H, 
3
J = 7,1 Hz , CH2CH3). 

 

Une suspension aqueuse de l’ester 21 (6,75 g) dans de la soude 1 N (110 mL) est 

laissée sous agitation, à température ambiante pendant la nuit. Le pH de la réaction est ajusté 

à 1 par addition lente d’acide chlorhydrique concentré et le mélange réactionnel est extrait 

avec l’acétate d’éthyle (7 × 50 mL). Après séchage sur sulfate de magnésium et évaporation, 

l’acide 22 (3,31 g ; 19,3 mmol) est obtenu. 

Formule brute : C5H5N3O4     Poids moléculaire : 171,11 g.mol
-1

 

Rendement = 59 %     Aspect : poudre blanche 

CCM (silice, éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle, 7/3, v/v) Rf = 0,36 

IR (ATR) ν cm
-1

 2900-2400 (νOH) ; 1714 (νC=O) ; 1523 (νasNO2) ; 1495 ( OH) ; 1363 (νsNO2) 

RMN 
1
H (200 MHz, acétone-d6) δ ppm 7,73 (s, 1H, CH) ; 4,32 (s, 3H, CH3). 

RMN 
13

C (50 MHz, acétone-d6) δ ppm 160,58 (COOH) ; 148,96 (CArNO2) ; 135,00 (CHAr) ; 

127,30 (CArCOOH) ; 35,65 (NCH3). 
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Synthèse du 5-Hydroxyméthyl-1-N-méthyl-2-nitro-1H-imidazole 12b 

 

 

 

A une solution d’acide 1-N-méthyl-2-nitro-1H-imidazole-5-carboxylique 22 (1,46 g ; 

8,54 mmol) en solution dans du THF fraichement distillé (15 mL), est ajoutée de la 

triéthylamine  (1,87 mL ; 13,5 mmol) puis le mélange est refroidit dans un bain de carboglace. 

Du chloroformiate d’isobutyle est ajouté goutte à goutte (1,77 mL ; 13,7 mmol) et l’agitation 

est maintenue pendant deux heures avant l’addition de borohydrure de sodium (1,62 g ; 42,9 

mmol). 15 mL d’eau sont alors ajoutés lentement pendant environ 1 h 30 en veillant à 

maintenir la température du milieu en-dessous de - 20 °C. Après avoir atteint une température 

de 0 °C, le solide formé est filtré puis lavé avec du THF. Le filtrat est concentré sous pression 

réduite pour donner 2,69 g d’un solide orange/jaune, qui est purifié par chromatographie sur 

colonne de gel de silice, éluée par de l’acétate d’éthyle pour conduire au 5-hydroxyméthyl-1-

N-méthyl-2-nitro-1H-imidazole 12b (1 g ; 6,36 mmol). 

Formule brute : C5H7N3O3     Poids moléculaire : 157,13 g.mol
-1

 

Rendement = 75 %     Aspect : poudre jaunâtre 

CCM (silice, éluant : AcOEt) Rf = 0,50 

IR (ATR) ν cm
-1

 3249 (νOH), 1495 (νasNO2), 1362 (νsNO2), 1041 (νC-O). 

RMN 
1
H (200 MHz, DMSO-d6)  ppm 7,11 (s, 1H, CH) ; 5,50 (t, 1H, 

3
J = 5,4 Hz, OH) ; 4.53 

(d, 2H, 
3
J = 5,4 Hz, CH2OH) ; 3,91 (s, 3H, NCH3). 

RMN 
13

C (50 MHz, DMSO-d6)  ppm 138,67 (CArCH2) ; 126,58 (CH) ; 52,99 (CH2) ; 34,15 

(CH3). 
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O-{(5-nitrofuran-2-yl)méthyl}-N,N-bis(2-chloroéthyl)-N’-[3-diméthyl 

amino)propyl]phosphorodiamidate (14a) 

 

 Sous atmosphère inerte, une solution de lithium bis(triméthylsilyl)amide (4,05 mL ; 

4,05 mmol ; 1 M dans le THF) est ajoutée goutte à goutte à une solution de 5-nitro-2-

hydroxyméthylfurane 12a (526 mg ; 3,68 mmol) dans 6 mL de THF fraîchement distillé et 

refroidi à - 78 °C. Le milieu devient orange-marron. Après quelques minutes d’agitation, une 

solution de dichlorure de l’acide N,N-bis-(2-chloroéthyl)phosphoramidique 8 (1,04 g ; 4 

mmol) dans 12 mL de THF anhydre est ajouté rapidement. Après 30 min d’agitation à -78 °C 

et quasi-disparition du produit de départ d’après le suivi par RMN 
31

P, la 3-diméthylamino-1-

propylamine 2 (928 L ; 7,36 mmol) est ajoutée au milieu réactionnel toujours maintenu à -

78°C. Un suivi par RMN 
31

P montre la disparition de l’intermédiaire 13a dès 20 min. Après 

2h d’agitation, le mélange réactionnel est dilué par addition d’eau (40 mL) puis extrait par de 

l’acétate d’éthyle (3 × 20 mL). Les phases organiques sont réunies, lavées avec une solution 

aqueuse saturée de chlorure de sodium (80 mL), séchées sur sulfate de magnésium, filtrées 

puis concentrées sous pression réduite. Le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur 

colonne de gel de silice, éluée par un mélange équivolumique AcOEt/EtOH avec un gradient 

d’ammoniaque de 0 à 5 % pour donner le produit 14a (720 mg ; 1,67 mmol). 

Formule brute : C14H25Cl2N4O5P   Poids moléculaire : 431,25 g.mol
-1

 

Rendement : 42 %     Aspect : huile jaune 

CCM (silice, éluant : AcOEt/EtOH, 5/5, v/v avec 5 % NH4OH ) Rf = 0,4 

IR (ATR) ν cm
-1

 1504 (νasNO2), 1352 (νsNO2), 1241 (νP=O, νC-O), 1034 (νC-O). 

RMN 
1
H (500 MHz, CD3OD) ppm 7,44 (d, 1H, 

3
J = 3,7 Hz, CH) ; 6,81 (d, 1H, 

3
J = 3,7 Hz, 

CH) ; 5,04 (d, 1H, 
3
JH,P = 8,7 Hz, OCH2) ; 5,03 (d, 1H, 

3
JH,P = 9,0 Hz, OCH2) ; 3,66 (t, 4H, 

3
J 

= 7,2 Hz, NCH2CH2Cl) ; 3,33-3,49 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 2,93 (td, 2H, 
3
JH,P = 11,1 Hz, 

3
J = 

6,9 Hz, CH2NHP) ; 2,43 (m, 2H, CH2N) ; 2,28 (s, 6H, N(CH3)2) ; 1,71 (qt, 2H, 
3
J = 7,3 Hz, 

CH2CH2CH2). 
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RMN 
1
H (500 MHz, DMSO-d6) ppm 7,69 (d, 1H, 

3
J = 3,7 Hz, CH) ; 6,92 (d, 1H, 

3
J = 3,7 

Hz, CH) ; 4,88 (td, 1H, 
3
J = 6,7 Hz, 

2
JH,P = 11,7 Hz, CH2NHP) ; 4,96 (d, 2H, 

3
JH,P = 8,7 Hz, 

OCH2) ; 3,61-3,69 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 3,20-3,36 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 2,75 (qd, 2H, 

3
JH,P = 11,0 Hz, 

3
J = 6,7 Hz, CH2NHP) ; 2,24 (t, 2H, 

3
J = 6,8 Hz, CH2N) ; 2,12 (s, 6H, 

N(CH3)2) ; 1,53 (qt, 2H, 
3
J = 6,9 Hz, CH2CH2CH2). 

RMN 
31

P (202 MHz, CD3OD)  ppm 18,33 

RMN 
13

C (50 MHz, DMSO-d6) forme chlorhydrate δ ppm 154,26 (d, 
3
J = 8,1 Hz, CCH2O) ; 

113,69 ; 113,59 (CHAr) ; 58,14 (d, 
2
J = 3,8 Hz, OCH2) ; 54,30 (CH2NH

+
) ; 48,34 (d, 

2
J  = 4,3 

Hz, NCH2CH2Cl); 42,35 (d, 
3
J = 1,5 Hz, NCH2CH2Cl) ; 41,99 ((CH3)2) ; 37,37 (CH2NHP) ; 

25,94 (d, 
3
J  = 5,2 Hz, CH2CH2CH2).  

MS (ESI)  Valeur théorique : m/z 431,10 [M+1]
+
  

Valeur expérimentale : m/z 431,18 [M+1]
+
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O-{(1-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-5-yl)méthyl}-N,N-bis(2-chloroéthyl)-N’-[3-

diméthylamino)propyl]phosphorodiamidate (14b) 

 

 Sous atmosphère inerte, une solution de lithium bis(triméthylsilyl)amide (2,75 mL ; 

2,75 mmol ; 1M dans le THF) est ajoutée goutte à goutte à une solution de 5-hydroxyméthyl-

1-N-méthyl-2-nitro-1H-imidazole 12b (399 mg ; 2,54 mmol) dans 11 mL de THF fraîchement 

distillé et refroidi à - 78 °C. Le milieu devient orange-marron. Après quelques minutes 

d’agitation, une solution de dichlorure de l’acide N,N-bis-(2-chloroéthyl)phosphoramidique 8 

(714 mg ; 2,76 mmol) dans 8 mL de THF anhydre est ajoutée rapidement. Après 55 min 

d’agitation à -78 °C et disparition du produit de départ d’après le suivi par RMN 
31

P, la 3-

diméthylamino-1-propylamine  2 (630 L ; 5 mmol) est ajoutée au milieu réactionnel toujours 

maintenu à -78 °C. Après deux heures d’agitation et disparition de l’intermédiaire 13b (suivi 

par RMN 
31

P), le mélange réactionnel est dilué par addition d’eau (20 mL) puis extrait par de 

l’acétate d’éthyle (3 × 20 mL). Les phases organiques sont réunies, lavées avec une solution 

saturée de chlorure de sodium (80 mL), séchées sur sulftate de magnésium, filtrées puis 

concentrées sous pression réduite. Le résidu marron obtenu est purifié par chromatographie 

sur colonne de gel de silice, éluée par un mélange équivolumique AcOEt/EtOH avec un 

gradient d’ammoniaque de 1 à 8 % pour donner le produit 14b (495 mg ; 1,11 mmol). 

Formule brute : C14H27Cl2N6O4P  Poids moléculaire : 445,28 g.mol
-1

 

Rendement  = 44 %                         Aspect : huile jaune 

CCM (silice, éluant : AcOEt/EtOH, 5/5, v/v avec 12% NH4OH) Rf = 0,40 

IR (ATR) ν cm
-1

 1492 (νasNO2) ; 1353 (νsNO2) ; 1221 (νP=O, νC-O) ; 1013 (νC-O). 

RMN 
1
H (500 MHz, CD3OD) ppm 7,24 (s, 1H, CH) ; 5,11 (d, 2H, 

3
J = 8,1 Hz, OCH2) ; 

4,07 (s, 3H, NCH3) ; 3,62-3,70 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 3,34-3,48 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 2,91 

(td, 2H, 
3
JH,P =  10,8 Hz, 

3
J = 6,8 Hz, CH2NHP) ; 2,40 (m, 2H, CH2N) ; 2,27 (s, 6H, 

N(CH3)2) ; 1,73 (qt, 2H, 
3
J = 7,4 Hz, CH2CH2CH2). 

RMN 
31

P (202 MHz, CD3OD)  ppm 18,20 
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RMN 
13

C (50 MHz, CD3OD) δ ppm 129,16 (CHAr) ; 57,76 (NCH2) ; 57,59 (d, 
2
J = 4,4 Hz, 

OCH2) ; 50,17 (d, 
2
J = 5,0 Hz, NCH2CH2Cl) ; 45,01 (N(CH3)2) ; 43,09 (d, 

3
J = 1,4 Hz, 

NCH2CH2Cl) ; 39,86 (CH2NHP) ; 35,08 (NCH3) ; 29,79 (d, 
3
J = 5,7 Hz, CH2CH2CH2).  

Ces attributions ont été appuyées par des expériences 2D de type COSY et HSQC. 

MS (ESI)  Valeur théorique : m/z 445,13 [M+1]
+
  

Valeur expérimentale : m/z 445,17 [M+1]
+
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O-(4-nitro)benzyl N,N-bis(2-chloroéthyl)-N’-[3-(diméthylamino) 

propyl]phosphorodiamidate (14c) 

 

 Sous atmosphère inerte, une solution de lithium bis(triméthylsilyl)amide (7,18 mL ; 

7,18 mmol ; 1 M dans le THF) est ajoutée goutte à goutte à une solution d’alcool 4-

nitrobenzylique 12c (1 g ; 6,53 mmol) dans 10 mL de THF fraîchement distillé et refroidi à -

78 °C. Le milieu devient orange-marron. Après quelques minutes d’agitation, une solution de 

dichlorure de l’acide N,N-bis-(2-chloroéthyl)phosphoramidique 8 (1,84 g ; 7,12 mmol) dans 

22 mL de THF anhydre est ajoutée rapidement. Après trente minutes d’agitation à - 78 °C et 

quasi disparition du produit de départ d’après le suivi par RMN 
31

P, la 3-diméthylamino-1-

propylamine  2 (1,62 mL ; 12,86 mmol) est ajoutée au milieu réactionnel toujours maintenu à 

- 78 °C. Un suivi par RMN 
31

P montre la disparition de l’intermédiaire 13c dès quarante 

minutes. Après 1 h 20 d’agitation, le mélange réactionnel est dilué par addition d’eau (40 mL) 

puis extrait par de l’acétate d’éthyle (3 × 40 mL). Les phases organiques sont réunies, lavées 

avec une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium, séchées sur sulfate de magnésium, 

filtrées puis concentrées sous pression. Le résidu jaunâtre obtenu est purifié par 

chromatographie sur colonne de gel de silice, éluée par un mélange équivolumique 

AcOEt/EtOH contenant 2 % d’ammoniaque pour donner le produit 14c (1,64 g ; 3,72 mmol). 

Formule brute : C16H27Cl2N4O4P  Poids moléculaire : 441,29 g.mol
-1

 

Rendement = 57 %                         Aspect : huile très visqueuse jaune 

CCM (silice, éluant : AcOEt/EtOH, 5/5, v/v avec 12% NH4OH) Rf = 0,35 

IR (ATR) ν cm
-1

 1522 (νasNO2) ; 1347 (νsNO2) ; 1220 (νP=O, νC-O) ; 1046 (νC-O). 

RMN 
1
H (500 MHz, MeOD) ppm (forme chlorydrate) 8,26 (d, 2H, 

3
J = 8,7 Hz, CHAr) ; 

7,67 (d, 2H, 
3
J = 8,7 Hz, CHAr) ; 5,14 (d, 2H, 

3
J = 7,5 Hz, OCH2) ; 3,65-3,68 (m, 4H, 

NCH2CH2Cl) ; 3,38-3,51 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 2,98 (td, 2H, 
3
J = 6,7 Hz, 

3
JH,P = 11,6 Hz, 

CH2NHP) ; 2,78 (t, 2H, 
3
J = 7,8 Hz, CH2NH

+
) ; 2,55 (s, 6H, CH3) ; 1,81 (qt, 2H, 

3
J = 7,2 Hz, 

CH2CH2CH2). 
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RMN 
1
H (500 MHz, MeOD) ppm (forme non chlorydrate) 8,26 (d, 2H, 

3
J = 7,7 Hz, CHAr) ; 

7,67 (d, 2H, 
3
J = 7,7 Hz, CHAr) ; 5,12 (d, 2H, 

3
J = 7,5 Hz, OCH2) ; 3,63-3,70 (m, 4H, 

NCH2CH2Cl) ; 3,35-3,50 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 2,95 (td, 2H, 
3
J = 6,9 Hz, 

3
JH,P = 10,8 Hz, 

CH2NHP) ; 2,37-2,44 (m, 2H, CH2N) ; 2,26 (s, 6H, CH3) ; 1,71 (qt, 2H, 
3
J = 7,3 Hz, 

CH2CH2CH2). 

RMN 
31

P (202 MHz, CD3OD)  ppm 18,30  

RMN 
13

C (50 MHz, CD3OD)  ppm (forme chlorydrate) 145,63 (d, 
3
J = 7,3 Hz, CArCH2O) ; 

129,21 ; 124,70 (CHAr) ; 67,06 (d, 
2
J = 4,4 Hz, OCH2) ; 57,39 (CH2NH

+
) ; 50,23 (d, 

2
J = 4,6 

Hz, NCH2CH2Cl) ; 44,45 (N(CH3)2) ; 43,10 (d, 
3
J = 1,4 Hz, NCH2CH2Cl) ; 39,50 (CH2NHP) ; 

29,10 (d, 
3
J = 5,2 Hz, CH2CH2CH2).  

Ces attributions ont été appuyées par des expériences 2D de type COSY et HSQC  
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Iodure de 3-({[bis(2(chloroéthyl)amino][(5-nitrofuran-2-

yl)methoxy]phosphoryl}amino)-N,N,N-triméthylpropane-1-aminium (15a) 

 

 A une solution de O-(5-nitrofuran-2-yl)méthyl)-N,N-bis(2-chloroéthyl)-N’-[3-

diméthylamino)propyl]phosphorodiamidate 14a (323 mg ; 0,754 mmol) dans 10 mL de THF 

fraîchement distillé, est ajouté de l’iodure de méthyle (254 L ; 4,07 mmol). Le mélange est 

agité sous atmosphère inerte et à température ambiante pendant 22 heures jusqu’à disparition 

du produit de départ (suivi par ccm silice, éluant AcOEt/MeOH 5/5 avec 12 % 

d’ammoniaque). Le brut réactionnel est évaporé sous pression réduite sans chauffer pour 

donner le produit 15a (471 mg ; 0,821 mmol). 

Formule brute : C15H28Cl2N4O5PI   Poids moléculaire : 573,19 g.mol
-1

 

Rendement = 100 %                          Aspect : huile très visqueuse jaune 

CCM (silice, éluant : AcOEt/EtOH, 5/5, v/v avec 12% NH4OH) Rf = 0,03 

IR (ATR) ν cm
-1

 3444 (H2O) ; 1500 (νasNO2) ; 1353 (νsNO2) ; 1242, 1218 (νP=O, νC-O) ; 1020     

(νC-O). 

RMN 
1
H (200 MHz, CD3OD) δ ppm 7,46 (d, 2H, 

3
J = 3,7 Hz, CH) ; 6,85 (d, 2H, 

3
J = 3,4 Hz, 

CH) ; 5,09 (d, 2H, 
3
JH,P = 8,9 Hz, OCH2) ; 3,65-3,72 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 3,35-3,53 (m, 

6H, NCH2CH2Cl, CH2N
+
) ; 3,18 (s, 9H, (CH3)3) ; 3,04 (td, 2H, 

3
J = 6,4 Hz, 

3
JH,P = 12,5 Hz, 

CH2NHP) ; 2,03-2,10 (m, 2H, CH2CH2CH2). 

RMN 
31

P (202 MHz, CD3OD)  ppm  17,95  

RMN 
13

C (50 MHz, CD3OD) δ ppm  154,70 (d, 
3
J = 7,3 Hz, CArCH2O) ; 114,39, 113,33 

(CHAr) ; 65,82 (CH2N
+
) ; 60,16 (d, 

2
J = 4,5 Hz, OCH2) ; 53,90, 53,82, 53,74 ((CH3)3) ; 50,11 

(d, 
2
J = 4,6 Hz, NCH2CH2Cl) ; 43,08 (d, 

3
J = 1,5 Hz, NCH2CH2Cl) ; 38,81 (CH2NHP) ; 26,31 

(d, 
3
J = 4,6 Hz, CH2CH2CH2). 

Ces attributions ont été appuyées par des expériences 2D de type COSY et HSQC. 

MS (ESI)  Valeur théorique : m/z 445,12 [M]
+
  

Valeur expérimentale : m/z 445,21 [M]
+
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Iodure de 3-({[bis(2(chloroéthyl)amino][(1-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-5-

yl)methoxy]phosphoryl}amino)-N,N,N-triméthylpropane-1-aminium (15b) 

 

 A une solution de O-{(1-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-5-yl)méthyl}-N,N-bis(2-

chloroéthyl)-N’-[3-diméthylamino)propyl]phosphorodiamidate 14b (494 mg ; 1,11 mmol) 

dans 20 mL de THF fraîchement distillé, est ajouté de l’iodure de méthyle (380 L ; 6,10 

mmol). Le mélange est agité sous atmosphère inerte et à température ambiante pendant 3h30 

jusqu’à disparition du produit de départ (suivi par ccm silice, éluant AcOEt/MeOH 5/5 avec 

12 % d’ammoniaque). Le brut réactionnel est évaporé sous pression réduite sans chauffer 

pour donner le produit 15b (646 mg ; 1,10 mmol) 

Formule brute : C15H30Cl2IN6O4P                          Poids moléculaire : 587,22 g.mol
-1

 

Rendement = 99 %                          Aspect : solide jaune 

CCM (silice, éluant : AcOEt/EtOH, 5/5, v/v avec 12 % NH4OH) Rf = 0,03 

IR (ATR) ν cm
-1

 3441 (H2O) ; 1490 (νasNO2) ; 1352 (νsNO2) ; 1223 ; 1193 (νP=O, νC-O) ; 1012 

(νC-O). 

RMN 
1
H (500 MHz, CD3OD) ppm 7,28 (s, 1H, CH) ; 5,20 (dd, 1H, 

3
JH,P = 8,5 Hz, 

2
J = 

13,4 Hz, OCH2) ; 5,16 (dd, 1H, 
3
JH,P = 8,5 Hz, 

2
J = 13,4 Hz, OCH2) ; 4,08 (s, 3H, NCH3) ; 

3,65-3,73 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 3,36-3,51 (m, 6H, NCH2CH2Cl, CH2N
+
) ; 3,18 (s, 9H, 

N(CH3)2) ; 3,01 (td, 2H, 
3
J = 6,4 Hz, 

3
JH,P = 11,9 Hz, CH2NHP) ; 1,96-2,05 (m, 2H, 

CH2CH2CH2). 

RMN 
31

P (202 MHz, CD3OD) ppm 17,95  

RMN 
13

C (50 MHz, CD3OD) δ ppm 134,95 (d, 
3
J = 7,5 Hz, CArCH2O) ; 129,37 (CHAr) ; 

65,77 (CH2N
+
) ; 57,96 (d, 

2
J = 4,7 Hz, OCH2) ; 54,02, 53,94, 53,86 ((CH3)3) ;  50,03 (d, 

2
J = 

4,7 Hz, NCH2CH2Cl) ; 43,27 (d, 
3
J = 1,5 Hz, NCH2CH2Cl) ; 38,74 (CH2NHP) ; 35,53 

(NCH3) ; 26,25 (d, 
3
J = 5,1 Hz, CH2CH2CH2).  

 Ces attributions ont été appuyées par des expériences 2D de type COSY et HSQC. 

MS (ESI)  Valeur théorique : m/z 459,14 [M]
+
  

Valeur expérimentale : m/z 459,20 [M]
+
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Iodure de 3-({(4-nitrobenzyloxy)[bis(2-chloroéthyl) 

amino]phosphoryl}amino)-N,N,N-triméthylpropane-1-aminium (15c) 

 

 A une solution de O-(4-nitro)benzyl N,N-bis(2-chloroéthyl)-N’-[3-(diméthylamino) 

propyl]phosphorodiamidate 14c (1,34 g ; 3,03 mmol) dans 45 mL de THF fraîchement 

distillé, est ajouté de l’iodure de méthyle (1 mL ; 16,1 mmol). Le mélange est agité sous 

atmosphère inerte et à température ambiante pendant trois heures jusqu’à disparition du 

produit de départ (suivi par ccm silice, éluant AcOEt/MeOH 5/5 avec 12 % d’ammoniaque). 

Le brut réactionnel est évaporé sous pression réduite sans chauffer pour donner le produit 15c 

(1,76 g ; 3,02 mmol). 

Formule brute : C17H30Cl2IN4O4P                       Poids moléculaire : 583,23 g.mol
-1

 

Rendement = 100 %                          Aspect : solide jaune 

CCM (silice, éluant : AcOEt/EtOH, 5/5, v/v avec 12 % NH4OH) Rf = 0,03 

IR (ATR) ν cm
-1

 3439 (H2O) ; 1520 (νasNO2) ; 1348 (νsNO2) ; 1221 (νP=O, νC-O) ; 1046 (νC-O). 

RMN 
1
H (500 MHz, CD3OD) ppm 8,27 (d, 2H, 

3
J = 8,7 Hz, CHAr) ; 7,68 (d, 2H, 

3
J = 8,6 

Hz, CHAr) ; 5,17 (d, 2H, 
3
JH,P = 7,4 Hz, OCH2) ; 3,68-3,72 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 3,41-3,50 

(m, 6H, NCH2CH2Cl, CH2N
+
) ; 3,17 (s, 9H, N(CH3)3) ; 3,05 (td, 2H, 

3
J = 6,4 Hz, 

3
JH,P = 12,0 

Hz, CH2NHP) ; 1,97-2,07 (m, 2H, CH2CH2CH2). 

RMN 
31

P (202 MHz, CD3OD)  ppm 18,09  

RMN 
13

C (50 MHz, CD3OD) δ ppm 145,48 (CAr) ; 129,29 ; 124,71 (CHAr) ; 67,16 (d, 
2
J = 4,7 

Hz, OCH2) ; 65,80 (CH2N
+
) ; 53,85, 53,77, 53,69 ((CH3)3) ; 50,15 (d, 

2
J = 4,7 Hz, 

NCH2CH2Cl) ; 43,16 (d, 
3
J = 1,5 Hz, NCH2CH2Cl) ; 38,77 (CH2NHP) ; 26,34 (d, 

3
J = 4,8 Hz, 

CH2CH2CH2). 

Ces attributions ont été appuyées par des expériences 2D de type COSY et HSQC. 

MS (ESI) Valeur théorique m/z 455,14 [M]
+
  

 Valeur expérimentale m/z 455,24 [M]
+
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IV- Synthèse d’un équivalent non vectorisé du composé 

15b, le composé 23 

O-{(1-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-5-yl)méthyl}-N,N-bis(2-chloroéthyl)-N’-

propylphosphorodiamidate (23) 

 

 

Sous atmosphère inerte, une solution de lithium bis(triméthylsilyl)amide (1,38 mL ; 

1,38 mmol ; 1 M dans le THF) est ajoutée goutte à goutte à une solution de l’alcool 12b (200 

mg ; 1,27 mmol) dans 5 mL de THF fraîchement distillé et refroidi à - 78°C. Le milieu 

devient orange-marron. Après quelques minutes d’agitation, une solution de dichlorure de 

l’acide N,N-bis-(2-chloroéthyl)phosphoramidique 8 (357 mg ; 1,38 mmol) dans 4 mL de THF 

anhydre est ajoutée rapidement. Après trente minutes d’agitation à - 78 °C et quasi disparition 

du produit de départ d’après le suivi par RMN 
31

P, la 3-diméthylamino-1-propylamine 2 (206 

µL ; 2,5 mmol) est ajoutée au milieu réactionnel toujours maintenu à - 78 °C. Un suivi par 

RMN 
31

P montre la disparition de l’intermédiaire dès quinze minutes. Après deux heures 

d’agitation, le mélange réactionnel est dilué par addition d’eau (10 mL) puis extrait par de 

l’acétate d’éthyle (3 × 10 mL). Les phases organiques sont réunies, lavées avec une solution 

aqueuse saturée de chlorure de sodium (40 mL), séchées sur sulfate de magnésium, filtrées 

puis concentrées sous pression. Le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur colonne 

de gel de silice, éluée par un mélange AcOEt/EtOH, 98/2, v/v pour donner le produit 23 (140 

mg ; 0,348 mmol). 

Formule brute : C12H22Cl2N5O4P                       Poids moléculaire : 402,21 g.mol
-1

 

Rendement = 27 %                          Aspect : huile visqueuse jaune 

RMN 
1
H (500 MHz, CDCl3) ppm 7,22 (s, 1H, CH) ; 5,10 (dd, 1H, 

3
JH,P = 7,7 Hz, 

2
J = 13,3 

Hz, OCH2) ; 5,04 (dd, 1H, 
3
JH,P = 7,7 Hz, 

2
J = 13,3 Hz, OCH2) ; 4,09 (s, 3H, NCH3) ; 3,61-

3,68 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 3,39-3,52 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 2,84-2,91 (m, 2H, CH2NHP) ; 

1,73 (h, 2H, 
3
J = 7,2 Hz, CH2CH2CH3) ; 0,92 (t, 2H, 

3
J = 7,3 Hz, CH2CH2CH3). 
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V – Synthèse du dérivé portant le vecteur ammonium 

quaternaire sur l’entité clivable, le composé 29 

Ester méthylique de l’acide 2-hydroxy-4-nitrobenzoïque (24) 

 

 

 

 

 A une solution d’acide 2-hydroxy-4-nitrobenzoïque (2,03 g ; 11,1 mmol) dans du 

méthanol (20 mL) refroidie à 0 °C, est ajouté goutte à goutte du chlorure de thionyle (1,2 mL ; 

16,5 mmol). Le milieu réactionnel est agité à température ambiante pendant une heure puis 

chauffé à 60 °C pendant une nuit. Après évaporation, le résidu est repris avec 30 mL d’eau et 

extrait par de l’acétate d’éthyle (3 × 30 mL). Les phases organiques sont réunies, lavées par 

une solution aqueuse saturée d’hydrogénocarbonate de sodium, séchées sur sulfate de 

magnésium, filtrées puis évaporées. Le composé 24 est obtenu sous forme d’une poudre 

jaunâtre (2,12 g ; 10,8 mmol). 

Formule brute : C8H7NO5    Poids moléculaire : 197,14 g.mol
-1

 

Rendement : 97 %     Aspect : poudre jaunâtre 

Point de fusion : 96 °C (99,5-102°C d’après la littérature [211,212]) 

CCM (silice, éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle, 7/3, v/v) Rf = 0,55 

IR (KBr) ν cm
-1 

3117 (νOH) ; 1683 (νC=O) ; 1521 (νasNO2) ; 1331 (νsNO2) ; 1205 (νC-O). 

RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3)  ppm 10,99 (s, 1H, OH) ; 8,03 (d, 1H, 

3
J = 8,7 Hz, CH(6)) ; 7,81 

(d, 1H, 
4
J = 2,3 Hz, CH(3)) ; 7,70 (dd, 1H, 

3
J = 8,7 Hz, 

4
J = 2,3 Hz, CH(5)) ; 4,03 (s, 3H, 

OCH3). 

RMN 
13

C (50 MHz, CDCl3)  ppm 169,37 (COOCH3) ; 162,10 (CArOH) ; 131,35 (CHAr(6)) ; 

117,28 (CArCOO) ; 113,63; 113,16 (CHAr(3,5)) ; 53,22 (CH3). 
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Ester méthylique de l’acide 2-[2-(diméthylamino)éthoxy]-4-nitrobenzoïque (25) 

 

 A une solution de l’alcool 24 (893 mg ; 4,53 mmol) dans du diméthylformamide (25 

mL) est ajouté du carbonate de potassium (974 mg ; 7,05 mmol). La solution jaune vire alors 

au rouge-brun et l’agitation est maintenue quarante minutes. Le chlorhydrate de la 2-chloro-

N,N-diméthyléthylamine (1,03 g ; 7,15 mmol) est additionné puis le milieu réactionnel est 

chauffé à 100 °C pendant une nuit. Le lendemain, le milieu réactionnel est évaporé puis dilué 

dans 100 mL d’eau avant d’être extrait avec de l’acétate d’éthyle (5 × 50 mL). La phase 

organique est lavée avec une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium (50 mL), séchée 

sur sulfate de magnésium, filtrée et évaporée. Le résidu est purifié par chromatographie sur 

colonne de gel de silice éluée par un mélange acétate d’éthyle/éthanol (9/1, v/v). Le composé 

25 est alors obtenu sous forme d’une huile brune (840 mg ; 3,13 mmol). 

Formule brute : C12H16N2O5   Poids moléculaire : 268,27 g.mol
-1

 

Rendement : 69 %     Aspect : huile brune  

CCM (silice, éluant : acétate d’éthyle/éthanol 5/5, v/v) Rf = 0,18 

IR (KBr) ν cm
-1 

1731 (νC=O) ; 1528 (ν asNO2) ; 1348 (νsNO2) ; 1256 et 1027 (νC-O). 

RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3)  ppm 7,84-7,77 (m, 3H, CHAr) ; 4,21 (t, 

3
J = 5,6 Hz, 2H, 

OCH2) ; 3,88 (s, 3H, OCH3) ; 2,82 (t, 
3
J = 5,6 Hz, 2H, CH2N) ; 2,36 (s, 6H, N(CH3)2). 

RMN 
13

C (50 MHz, CDCl3)  ppm 165,77 (COOCH3) ; 157,95 (CArO) ; 150,74 (CArNO2) ; 

131,81 (CHAr(6)) ; 127,22 (CArCOO) ; 115,66 (CHAr(5)) ; 108,86 (CHAr(3)) ; 68,74 (PhOCH2) ; 

57,81 (CH2N) ; 53,00 (OCH3) ; 46,20 (N(CH3)2). 

MS (ESI) Valeur théorique : m/z 269,12 [M+H]
+
 

Valeur expérimentale : m/z 269,11 [M+H]
+ 
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[2-{2-(diméthylamino)éthoxy}-4-nitrophényl]méthanol (26) 

 

 

  

 

 A une solution refroidie à 0 °C de l’ester 25 (662 mg ; 2,47 mmol) dans le THF 

anhydre (50 mL), sous argon, est ajouté goutte à goutte de l’hydrure de diisobutylaluminium 

(1 M dans l’hexane ; 7,2 mL ; 7,2 mmol). Le milieu est agité à 0 °C pendant une heure, puis la 

réaction est stoppée par addition d’une solution aqueuse de tartrate de magnésium (1 M ; 50 

mL). Après trente minutes d’agitation, le milieu est extrait par 2 × 50 mL d’acétate d’éthyle. 

La phase organique est ensuite lavée à l’eau (50 mL) puis avec une solution aqueuse saturée 

de chlorure de sodium (50 mL) avant d’être séchée sur sulfate de magnésium, filtrée et 

évaporée. Le composé 26 est obtenu sous forme de poudre jaunâtre (570 mg ; 2,37 mmol).  

Formule brute : C11H17N2O4   Poids moléculaire : 240,26 g.mol
-1

 

Rendement : 96 %     Aspect : poudre jaunâtre 

Point de fusion : 95 °C 

CCM (silice, éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 5/5, v/v + 4 % NH3OH) Rf = 0,72 

IR (KBr) ν cm
-1  

3116 (νOH) ; 1522 (νasNO2) ; 1359 (νsNO2) ; 1239 et 1057 (νC-O). 

RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3)  ppm 7,84 (dd, 1H, 

4
J = 2,1 Hz, 

3
J = 8,0 Hz, CH(5)) ; 7,77 (d, 

1H, 
4
J = 2,1 Hz, CH(3)) ; 7,42 (d, 1H, 

3
J = 8,1 Hz, CH(6)) ; 4,67 (s, 2H, CH2OH) ; 4,31 (t, 2H, 

3
J = 5,1 Hz, OCH2) ; 2,84 (t, 2H, 

3
J = 5,2 Hz, CH2N) ; 2,39 (s, 6H, N(CH3)2).  

RMN 
13

C (50 MHz, CDCl3)  ppm 139,28 (CAr(1)) ; 130,02 (CHAr(6)) ; 117,11 (CHAr(5)) ; 

108,84 (CHAr(3)) ; 66,46 (PhOCH2) ; 61,29 (CH2OH) ; 57,90 (CH2N) ; 44,90 (N(CH3)2). 
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O-([2-{2-(diméthylamino)éthoxy}-4-nitrophényl]méthyl) N,N-bis-(2-

chloroéthyl)phosphorodiamidate (28) 

 

 Sous atmosphère inerte, une solution de lithium bis(triméthylsilyl)amide (1,4 mL ; 1,4 

mmol ; 1 M dans le THF) est ajoutée goutte à goutte à une solution de l’alcool 26 (300 mg ; 

1,25 mmol) dans 30 mL de THF fraîchement distillé et refroidi à - 78 °C. Après cinq minutes 

d’agitation, une solution de dichlorure de l’acide N,N-bis-(2-chloroéthyl)phosphoramidique 8 

(365 mg ; 1,40 mmol) dans 6 mL de THF anhydre est ajouté rapidement. L’avancement de la 

réaction est contrôlé par RMN 
31

P. Après quarante minutes d’agitation à - 78 °C et quasi-

disparition du produit de départ d’après le suivi par RMN 
31

P, un courant d’ammoniac gazeux 

barbote pendant 5 minutes dans le milieu réactionnel toujours maintenu à -78 °C. Un suivi par 

RMN 
31

P montre la disparition de l’intermédiaire 27 dès cinq minutes. De l’eau est ajouté au 

milieu réactionnel (50 mL) qui est extrait par du dichlorométhane (4 × 30 mL). Les phases 

organiques sont réunies, séchées sur sulfate de magnésium, filtrées puis évaporées sous vide. 

Le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur colonne d’alumine, éluée par un mélange 

acétate d’éthyle/éthanol avec un gradient d’éthanol variant de 1 % à 10 % pour obtenir le 

produit 28 (281 mg ; 0,634 mmol). 

Formule brute : C15H25Cl2N4O5P   Poids moléculaire : 443,26 g.mol
-1

 

Rendement : 51 %     Aspect : huile orange 

CCM : (Alumine, éluant acétate d’éthyle/éthanol, 9/1, v/v) Rf = 0,45  

IR ν cm
-1

 3232 (νasNH2) ; 3108 (νsNH2) ; 1524 (νasNO2) ; 1349 (νsNO2) ; 1249 (νP=O) ; 1034 (νC-O) 

RMN 
1
H (500 MHz, CD3OD) δ ppm 7,89 (dd, 1H, 

3
J = 8,3 Hz, 

4
J = 2,1 Hz, CHAr(5)) ; 7,84 (d, 

1H, 
4
J = 2,1 Hz, CHAr(3)) ; 7,67 (d, 1H, 

3
J = 8,3 Hz, CHAr(6)) ; 5,16 (dd, 1H, 

3
JH,P = 7,2 Hz, 

2
J 

= 13,9 Hz, PhCH2O) ; 5,10 (dd, 1H, 
3
JH,P = 6,4 Hz, 

2
J = 13,9 Hz, PhCH2O) ; 4,31-4,24 (m, 

2H, OCH2CH2N) ; 3,70-3,63 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 3,50-3,39 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 2,91-

2,82 (m, 2H, OCH2CH2N)  ; 2,38 (s, 6H, N(CH3)2).RMN 
31

P (202 MHz, CD3OD) δ ppm 

19,63.  
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RMN 
13

C (50 MHz, CD3OD) δ ppm 157,52 (CArO) ; 150,05 (CArNO2) ; 134,32 (d, 
3
J = 8,4 

Hz, CArC) ; 129,47 (CHAr(6)) ; 116,79 (CHAr(5)) ; 106,96 (CHAr(3)) ; 67,73 (OCH2CH2N) ; 

63,07 (d, 
2
J = 4,3 Hz, PhCH2O) ; 58,81 (OCH2CH2N) ; 50,59 (d, 

2
J = 4,8 Hz, NCH2CH2Cl) ; 

45,94 (N(CH3)2) ; 43,09 (d, 
3
J = 1,4 Hz, NCH2CH2Cl). 

Ces attributions ont été appuyées par des expériences 2D de type COSY et HSQC. 
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Iodure de 2-{2-([{N,N-bis-(2-chloroéthyl)amino}phosphoryl] oxyméthyl)-5-

nitrophénoxy}-N,N,N-triméthyléthane-1-aminium (29) 

 

 À une solution du composé 28 (78 mg ; 0,176 mmol) dans du THF fraîchement distillé 

(5 mL), est ajouté de l’iodure de méthyle (53 µL ; 0,849 mmol). Le mélange est agité sous 

atmosphère inerte et à température ambiante. Après 22 heures de réaction, de l’iodure de 

méthyle est ajouté (53 µL ; 0,849 mmol) et l’agitation est maintenue pendant 20 heures 

supplémentaires jusqu’à disparition du produit de départ (suivi par CCM silice, éluant 

AcOEt/MeOH 5/5 avec 12 % d’ammoniaque). Le mélange réactionnel est évaporé sous 

pression réduite sans chauffer pour donner le produit 29 (90,9 mg ; 0,155 mmol). 

Formule Brute : C16H28Cl2IN4O5P  Poids Moléculaire : 585,20 g.mol
-1 

Rendement : 97%    Aspect : huile orange 

CCM (Silice, éluant acétate d’éthyle/méthanol, 5/5, v/v avec 12% NH4OH) Rf = 0,06 

RMN 
1
H (500 MHz, CD3OD) δ ppm 7,97 (dd, 1H, 

3
J = 8,3 Hz, 

4
J = 2,0 Hz, CHAr(5)) ; 7,84 (d, 

1H, 
4
J = 2,0 Hz, CHAr(3)) ; 7,75 (d, 1H, 

3
J = 8,3 Hz, CHAr(6)) ; 5,16-5,08 (m, 2H, PhCH2O) ; 

4,70 (m, 2H, OCH2CH2N) ; 3,99 (m, 2H, OCH2CH2N) ; 3,68 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 3,51-

3,41 (m, 4H, NCH2CH2Cl) ; 3,34 (s, 9H, N(CH3)2). 

RMN 
31

P (202 MHz, CD3OD) δ ppm 19,48. 

RMN 
13

C (50 MHz, CD3OD) δ ppm 156,42 (CArO) ; 150,07 (CArNO2) ; 134,13 (d, 
3
J = 3,3 

Hz, CArC) ; 129,98 (CHAr(6)) ; 117,67 (CHAr(5)) ; 107,46 (CHAr(3)) ; 66,48 (CH2N
+
) ; 63,90 

(OCH2CH2N) ; 62,89 (d, 
2
J = 1,7 Hz, PhCH2O) ; 54,77 (N(CH3)3) ; 50,50 (d, 

2
J  = 1,9 Hz, 

NCH2CH2Cl) ; 43,19 (d, 
3
J = 0,6 Hz, NCH2CH2Cl).  
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