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Résumé

L’athérosclérose est une maladie cardiovasculaire dont I’impact en santé publique
dans les sociétés industrialisées nécessite de puissants outils diagnostics. La Phospholipase A2
associée aux lipoprotéines (Lp-PLA>) est une enzyme produite par les cellules inflammatoires
(monocytes/macrophages) et transportée par les lipoprotéines basse densité (LDL) et haute
densité (HDL). Avec son réle d’hydrolyse des phospholipides oxydés a la surface des LDL,
elle est présente en grande quantité au sein des plagues athéromateuses. Ces travaux de these
traitent de la synthese d’inhibiteurs ligands de la Lp-PLA; ainsi que leurs radiomarquages au
fluor-18 afin de réaliser une imagerie TEP (Tomographie par Emission de Positons) de
plaques d’athérosclérose.

La premiére partie de ce projet a €té consacrée a la synthese des références froides
(*F) de nos ligands. Bien qu’une ambiguité de la littérature ait rendu la synthése complexe,
les références ont été obtenues et nous avons proposé différentes méthodes permettant
I’alkylation de la thiouracile.

La seconde partie de ces travaux a eté consacrée a la synthese des précurseurs de
marquage permettant de produire le Darapladib marqué ainsi que ses analogues. Plusieurs
voies ont été étudiees (aryles iodoniums, ylures) et c’est finalement la voie des aryl-boronates
qui a été retenue permettant I’accés au précurseur du Darapladib. Ce composé a alors éte
engagé dans des radiomarquages induits par le cuivre en présence de *8F nucléophile et d’un
co-solvant (n-BuOH), ce qui a permis I’obtention du !8F-Darapladib avec des rendements
satisfaisants permettant de réaliser les expériences in vivo et ex vivo.

La derniére partie de ce projet a consisté en I’utilisation du radiotraceur synthétisé
dans deux modeles murins et sur des plaques d’athérosclérose carotidienne. Un premier
modeéle murin de mélanome a été utilisé. Ce modeéle permet d’évaluer notre radiotraceur dans
des tumeurs métaboliquement actives. Apres injection du radiotraceur, aucun radiomarquage
n’a été observé au sein des tumeurs induites en comparaison avec le F-FDG (radiotraceur de
référence pour les tumeurs et étudié dans I’athérosclérose). Le second modéle étudié est la
souris ApoE -/- permettant la formation de plaques athéromateuses au niveau de I’aorte.
L’imagerie corps entier a permis d’étudier la biodistribution du ‘8F-Darapladib et I’étude ex
vivo de I’aorte de ces souris a permis d’observer un marquage spécifique du traceur le long de
I’aorte ou sont colocalisees des plaques observées macroscopiquement. Enfin, des carotides
humaines ont été marquées par notre traceur montrant une accumulation dans des plaques
athéromateuses mais également au niveau de dép6ts lipidiques caractéristiques d’une plaque a
risque de rupture.

En conclusion, la synthése du ‘8F-Darapladib a permis le marquage spécifique de
plaques d’athérome en ciblant la Lp-PLA> au sein de modéles murins et de carotides
humaines. Une des perspectives majeures de ce travail serait d’étudier des analogues du *8F-
Darapladib déja radiomarqués au sein du laboratoire et présentant de meilleurs rendements de
radiomarquage ainsi qu’un métabolisme et une élimination in vivo différents.



Abstract

Atherosclerosis is a cardiovascular disease that requires powerful diagnostic tools due
to its impact on public health in industrialized societies. Lipoproteins associated
Phospholipase A (Lp-PLA2) is an enzyme produced by inflammatory cells
(monocytes/macrophages) and associated to low and high density lipoproteins (LDL and
HDL). By hydrolyzing oxidized phospholipids at the surface of oxidized LDL, this enzyme is
overexpressed in atheroma plaques. This work deals with Lp-PLA> ligands synthesis, their
radiolabelling using 18-fluorine and their use in PET (Positron Emission Tomography)
imaging towards atherosclerotic vulnerable plaques.

The first part of this work focused on the synthesis of cold references (**F) of our
ligands. Although a discrepancy in the literature rendered the synthesis tedious, those
references were obtained and we proposed various routes towards thiouracile alkylation.

The second part of this PhD focused on radiolabelling precursors allowing *8F-
labelling of Darapladib and its analogs. Various methods were studied (aryls iodonium,
ylides) and it was through boronates moeities that the precursors of Darapladib were obtained.
This compound was radiolabelled using an alcohol enhanced (n-BuOH) copper-mediated
method using nucleophilic ®F allowing ®F-Darapladib recovery in satisfying yields for in
vivo and ex vivo experiments.

The last part of this work dealt with our radiotracer use in two murine models and
carotids atherosclerotic plaques. The first model consisted in murine melanoma and allows
evaluation of our radiotracer in metabolically active tumor cells. After injection of the
radiotracer, no accumulation was observed in induced tumors compared to ®F-FDG (gold
standard for tumors and used in atherosclerosis imaging studies). The second model used was
ApoE -/- mice that develop atheromatous plaques within their aortas. The whole body was
studied allowing understanding of Darapladib biodistribution and ex vivo aorta studies
showed a strong accumulation within the plaques correlating with macroscopic views of the
aortas. Eventually, human carotids were incubated with the radiotracer showing a strong
accumulation in pathological parts of the carotid but also in lipid deposits within the vessel
characterizing vulnerable plaques prone to rupture.

To conclude, ‘8F-Darapladib synthesis allowed specific accumulation of atheroma
plaques by targeting Lp-PLA> in murine and human models. The major perspective would be
to study '®F-Darapladib analogs already radiolabelled in the laboratory. These compounds
present better yields and show in vivo differences of metabolism and elimination compared to
Darapladib.
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FDG Fluorodéoxyglucose

FET Fluoroethyltyrosine
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NMP N-Méthyl-2-pyrrolidone

QMA Quaternary Methyl Ammonium
RCY Rendement radiochimique

Rf Rapport Frontal

SEAr Substitution électrophile Aromatique
TA Température ambiante
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Introduction générale

Les maladies cardiovasculaires représentent la premiere cause de morbidité et
mortalité dans le monde (WHO 2012). L’athérosclérose, qui conduit a I'obstruction des
artéres, est a I’origine de 50% des déces dans les sociétés industrialisées. La rupture d’une
plaque d’athérosclérose dite vulnérable entraine de nombreuses complications qui, en
fonction du territoire artériel considére, vont de I’AIT (Accident Ischémique Transitoire) et
I’AVC (Accident Vasculaire Cérébral) pour les arteres irriguant le cerveau, a I’infarctus du

myocarde (coronaires) ou l'ischémie des membres inférieurs (fémorales).

Pour pallier ce probléme de santé publique majeur, I’enjeu clinique et en particulier
diagnostic repose notamment sur la prévention de ces complications cardiovasculaires dans
une population a haut risque comme a I’Tle de la Réunion, qui se caractérise par une incidence
élevée d'atteinte vasculaire et de mortalité associee (premiére cause de mortalité, 28% de
I’ensemble des décés sur I’'ile) (ORS 2015). Or, a I’heure actuelle, il n’existe aucune
technique d’imagerie permettant la détection précoce et sans ambiguité des plaques
d’athérosclérose vulnérables. La médecine nucléaire posséde une trés grande sensibilité et
pourrait offrir des outils diagnostics performants permettant d’évaluer la formation de ces
plaques. Parmi tous les biomarqueurs tissulaires et circulants produits lors de I’athérogenése,
nous avons choisi la Lp-PLA:2 (phospholipase A, associée aux lipoprotéines), enzyme
associée aux processus inflammatoires (produite par les monocytes et macrophages), comme
cible de I’athérosclérose en imagerie TEP (Tomographie par Emission de Positons). En effet,
les cellules productrices de Lp-PLA: s'accumulent dans les plaques d'athérome, tout comme
les lipoprotéines qui transportent cette enzyme (LDL et HDL ; Low Density Lipoproteins et
High Density Lipoproteins), faisant de cette lipase a sérine une cible possible pour I'imagerie

de I'athérosclérose précoce.

La premiere partie de cette these porte sur le contexte du projet, notamment
I’athérosclérose, ainsi que la Lp-PLA2 et son utilité en tant que biomarqueur. La seconde
partie de ce projet traite de la synthese d’un inhibiteur puissant de la Lp-PLA2 mis au point
en 2003 par le groupe pharmaceutique GSK (Glaxo Smith Kline), que nous utiliserons comme
ligand de cette enzyme : le Darapladib. La troisieme partie de ces travaux expose la
synthése de précurseurs de marquage permettant de former, aprés radiomarquage, le éF-

Darapladib. Enfin, la quatriéme et derniére partie de ce manuscrit sera consacrée a
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I’utilisation de ce nouveau radiotraceur en imagerie TEP sur modéle murin d’athérome in vivo
ainsi que sur des pieces d’endartériectomies athérosclérotiques carotidiennes humaines ex

vivo.
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Chapitre | : Athérosclérose, diagnostic
et Lp-PLA;
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1) Introduction

Les maladies cardiovasculaires tuent chaque année 17,5 millions de personnes, soit
31% des déces dans le monde et représentent ainsi la premiére cause de mortalité (WHO
2012). Parmi elles, I’athérosclérose est une maladie progressive caractérisée par une

accumulation de lipides et d’éléments fibreux dans la paroi des artéres.

Plusieurs études épidémiologiques ont révélé divers facteurs de risque d’ordre
environnemental (Heller, Hartley et al. 1983) ou génétique (International Consortium for
Blood Pressure Genome-Wide Association, Ehret et al. 2011) associés a I’athérosclérose.
Cependant, les progres concernant la compréhension des mécanismes cellulaires et
moléculaires ont été freinés par la complexité étiologique de la maladie (Marian 2012).
Néanmoins, les nombreux modeéles animaux développés et notamment ceux obtenus par
modifications génétiques ont permis de mieux cerner les interactions moléculaires qui
connectent le métabolisme altéré du cholestérol avec tous les autres facteurs de risque liés au
développement de la plaque athérosclérotiqgue (Emini Veseli, Perrotta et al. 2017). La
compréhension de la pathologie est ainsi passée d’une conséquence dégenérative liee a I’age a
une condition associée a des dyslipidémies provoquant une réponse de l'organisme dite
"inflammatoire chronique", conduisant a des complications cliniques par rupture de la plaque
et thrombose. Cette rupture provoque I'obstruction totale ou partielle de la lumiere du vaisseau

entrainant des complications de type AVC, AIT ou infarctus myocardique.

L’AVC ou Accident Vasculaire Cérébral ischémique résulte de la formation d’un
caillot ou de I'embolisation d'un débris de plaques d'athérosclérose obstruant un vaisseau
sanguin (typiquement les carotides) et bloquant I’arrivée de sang jusqu’au cerveau. L’AlT ou
Accident Ischémique Transitoire a les mémes causes et est techniqguement un AVC
"transitoire”. Méme si les conséquences d’un AIT sont moins déléteres que celles de I’AVC,

la survenue d’un tel événement ne doit pas étre négligée.

La méthode de référence permettant d'évaluer le niveau de sténose et la circulation
sanguine est I’écho-doppler de I’aorte, des artéres periphériques et des artéres a destinée
cérébrale (carotides) dés qu’un patient présente soit des symptomes classiques d’artérite des
membres inférieurs, ou bien un accident ischémique transitoire et de fagon plus systématique

chez les patients de plus de 40 ans présentant au moins 3 facteurs de risque cardiovasculaires
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(hypertension, tabagisme, dyslipidémie, excés de poids, diabéte, sédentarité, stress, hérédité)
(Franceschi 1979).

Les plaques d’athérosclérose vulnérables sont caractérisées par une capsule fibreuse
fine enveloppant un cceur nécrotico-lipidique ainsi que par la présence de cellules
immunitaires et inflammatoires. Le processus menant au développement de la plaque
athérosclérotique vulnérable est caractérisé par un recrutement massif de leucocytes dans la
paroi artérielle (Braunersreuther and Mach 2006). Les techniques non invasives et applicables
en routine actuellement disponibles sont peu satisfaisantes, notamment pour les arteres
difficiles d'accés comme les coronaires. Parmi les techniques en cours d'évaluation, celles
reposant sur l'utilisation de la meédecine nucléaire, par leur grande sensibilité et aux
informations moléculaires et fonctionnelles qu’elles fournissent, peuvent représenter des

pistes d'avenir pour le diagnostic précoce de ces plaques (Glaudemans, Slart et al. 2010).

Le but de mon travail de these est d’évaluer I’efficacité d’un possible nouveau
radiotraceur de la plaque vulnérable. Pour cela, une cible moléculaire, marqueur de la plaque
d'athérome, a été choisie : la Lp-PLA> (Dennis, Cao et al. 2011). L’inhibiteur utilisé se
nomme Darapladib et a été développé par GSK en 2003 ; il présente une ICso de 0,25 nM
(Blackie, Bloomer et al. 2003). Etant donnée la forte accumulation de LDL et de monocytes /
macrophages au niveau des stries lipidiques et de la plaque d’athérome, la forte affinité du
Darapladib pour la Lp-PLA2 pourrait permettre d'atteindre la selectivité recherchée dans le

diagnostic précoce de I’athérosclérose.
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2) Athérogenese et complications associees a
I’athérosclérose

2.1 Introduction

L’athérosclérose, se développe principalement dans les arteres de moyen et gros
calibre (Ross 1999). La structure d’une artére saine est présentée en Figure 1.

«— Blood

<« Endothelial
cells

} <— Intima

g Intemal )
elastic lamina

| <— Adventitia

Figure 1. Structure d’une artére saine. Elle est constituée par 3 tuniques morphologiquement
bien distinctes. L’intima, la couche la plus interne, est constituée d'une monocouche de
cellules endothéliales du c6té de la lumiére du vaisseau reposant sur de la matrice
extracellulaire, principalement des fibres de collagénes et élastiques. Les lames élastiques
interne et externe définissent morphologiquement la média, principalement constituée par des
cellules musculaires lisses (CML) qui ont pour réle majeur la contraction du vaisseau. La
richesse en lames élastiques et CML des artéres définit leur nature, élastique et musculaire.
Enfin, I’adventice est la tunique externe de la paroi vasculaire ; elle est constituee de tissu
conjonctif, des fibroblastes, de terminaisons nerveuses, de cellules immunitaires, d'adipocytes
et de vasa-vasorum, petits vaisseaux qui alimentent les parties les plus externes de l'artére
(Lusis 2000).

Cette pathologie se développe sur des sites spécifiques du circuit vasculaire et conduit

a la formation de plaques d'athérosclérose. Contrairement aux idées regues, cette formation
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débute dés les premiéres années de la vie de chaque individu pendant lesquelles des cellules
inflammatoires s’infiltrent dans I’espace sous-endothélial (Lusis 2000). Les facteurs de risque
prédisposant chaque individu au développement de Iésions d'athérosclérose ont été déterminés
a partir d’études épidémiologiques menées sur des populations dont les caractéristiques sont
connues. Ces études permettent de corréler les survenues d’accidents cardiovasculaires a
certaines habitudes ou caractéristiques de ces populations. L hypertension, le tabagisme, une
dyslipidémie, I’exces de poids, le diabéte, la sédentarité, le stress et I’héredité sont ainsi les

principaux facteurs de risque identifiés a partir de ces différentes études epidéemiologiques.

2.2 Dysfonction endothéliale et stress oxydant

L’endothélium vasculaire est un tapis semiperméable constitué d’un unique type
cellulaire. Cette couche tres sélective permet la démarcation entre le flux sanguin et la paroi
vasculaire dans I’intégralité du systéme circulatoire. Constitué de cellules endothéliales
longues et plates (20-40 um de long, 10-15 um de large et 0,1-0,5 um d’épaisseur en
moyenne) orientées le long de I’axe du vaisseau, I’endothélium se caractérise par des
jonctions serrées aux bordures latérales de chaque cellule qui restreignent le déplacement des
macromolécules (Cahill and Redmond 2016).

Sa principale fonction est le transport de molécules au sein de la paroi vasculaire.
L’endothélium permet également de réguler la réponse inflammatoire ainsi que la migration et
la croissance des CML. Par synthése et relargage de substances vasoactives, il a pour tache
délicate de préserver, en fonction des besoins, I’équilibre entre vasoconstriction et
vasodilatation (Kasprzak, Klosinska et al. 2006). Les dommages subis par I’endothélium
déreglent cet équilibre homéostasique et initient des processus favorisant I’athérosclérose :
perméabilité, agrégation plaquettaire et sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Ross
1999)

Parmi les substances relarguées par I’endothélium, le composé vasodilatateur majeur
est le monoxyde d’azote (NO") originellement identifié comme EDRF (Endothelium-Derived
Relaxing Factor) (Davignon and Ganz 2004). Les autres substances vasodilatatrices incluent
la prostacycline et la bradykinine (Drexler 1998). Le NO" et la prostacycline agissent de
concert afin d’inhiber I’agrégation plaquettaire qui est un phénoméne pro-athérogéene

(Luscher and Barton 1997). La production de NO* et de prostacycline est stimulée par la
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bradykinine et favorise d’autant plus la vasodilatation. L endothélium produit également des
substances vasoconstrictrices telles que I’endothéline qui est I'un des plus puissants
vasoconstricteurs endogenes connus ainsi que I’angiotensine Il. Cette derniére a une double
casquette de vasoconstricteur mais egalement de pro-oxydant (Sowers 2002). Ensemble,
I’angiotensine 1l et I’endothéline favorisent la prolifération de CML et contribuent ainsi a la
formation des plaques d’athérome. Les macrophages activés et les CML vasculaires
(composants cellulaires des plaques) produisent de grandes quantités d’endothéline (Kinlay,
Behrendt et al. 2001). Les différents liens entre dysfonction endothéliale et athérosclérose

sont présentés sur la Figure 2.
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Figure 2. Mécanismes moléculaires associés aux facteurs de risque de I’athérosclérose : stress
oxydant et dysfonction endothéliale. L’augmentation du stress oxydant causée par les facteurs
de risque cardiovasculaires entraine une dysfonction endothéliale menant au développement
de I’athérosclérose (Jensen and Mehta 2016).

L’élement clé de la dysfonction endothéliale est I’incapacité des arteres et artérioles a
se dilater efficacement (face a des stimuli) ce qui limite I’apport en nutriments et en hormones
aux tissus. Certes, la production augmentée d’endothéline entraine la vasoconstriction mais
c’est plus précisément la diminution en biodisponibilité de NO® qui favorise cette dysfonction.
Les intermédiaires réactifs de I’oxygene et en particulier I’anion superoxyde (O2"™) favorisent
la diminution de NO" disponible. L’anion superoxyde reagit directement avec NO" pour

former le peroxynitrite. Les facteurs modulant I'expression et l'activité de I'enzyme
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responsable de la production de NO* (eNOS ou NOS I11) peuvent favoriser la production de
superoxyde plutét que de NO*. Les mécanismes de production de NO*, O," et OONO" sont
présentés dans le Schéma 1 (Moulian, Truffault et al. 2001).

=] SOD
0, | O H,0,

2

OONO™

. NOS . peroxynitrite
L-Arginine NO anion

Citrulline

Schéma 1. Formation de peroxynitrite. Le peroxynitrite est produit par réaction de O™ avec
NO*.NO" est produit par la NO synthase endothéliale (eNOS) qui utilise I’arginine et
I’oxygene pour former le NO" et la citrulline. SOD catalyse la dismutation des radicaux Oz

Bien que complexes, ces différents mécanismes incluant stress oxydant et dysfonction

de I’endothélium sont les premieres étapes de la formation des plaques d’athérome.

2.3 LDL et LDL oxydees (LDLox)

Les membranes cellulaires sont a l'interface avec le milieu extracellulaire et garantes
des réponses a divers stimuli et changements environnementaux. La composition des
membranes chez I’homme résulte principalement de I’apport nutritionnel en cholestérol et en
lipides. Dans le sang, les transporteurs majoritaires de lipides au sein de I’organisme sont les
lipoprotéines (Goldstein and Brown 2001). L’hypercholestéroléemie, comme indiqué
précédemment, est un des facteurs de risque majeur responsable en grande partie de la

formation des plaques d’athérome (Glass and Witztum 2001).

Les lipoprotéines se différencient par leur densité. Ces particules sont présentées dans
le Tableau 1. La composition lipidique et protéique des lipoprotéines est variable et les
protéines les composant sont appelées apolipoprotéines (Apo). Le cceur lipidique hydrophobe
des lipoprotéines est constitué d’esters de cholestérol et de triglycérides. L’enveloppe
amphiphile aux propriétés hydrophiles et hydrophobes est constituée de phospholipides, de
cholestérol non estérifié et d’apolipoprotéines qui garantissent a chaque lipoprotéine ses
propriétes fonctionnelles et son devenir métabolique (Goldstein and Brown 2001).
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Lipoprotéines | Densité (g/mL) | Taille (nm) | Proportion EC/ TG | Apolipoprotéine

Chylomicron 0,93 75-1200 1/19 B48,E, C
VLDL 0,93-1,006 30-80 1/3,3 B100, E, C
IDL 1,006-1,019 27 -35 1/3,5 B100, E
LDL 1,019-1,063 18 - 27 1/0,23 B100
HDL 1,063-1,210 7-12 1/0,205 Al AllLC

Tableau 1. Caractéristiques structurales des lipoprotéines plasmatiques humaines. EC : ester
de cholestérol ; TG : triglycérides. Les chylomicrons sont responsables du transport des
lipides exogenes de l'intestin gréle vers les tissus adipeux périphériques. Les VLDL, IDL et
LDL sont chargées de transporter le cholestérol, libre ou estérifié, dans le sang et a travers le
corps pour I’apporter aux cellules. Les HDL sont responsables du transport du cholestérol
vers le foie (efflux de cholestérol) ou il pourra étre éliminé (Dimastromatteo 2010).

Au sein d’un organisme humain, la majorité du cholestérol plasmatique est transporté
par les LDL qui sont principalement captées par les cellules des tissus périphériques et par le
foie. Les LDL sont des particules sphériques avec un diametre moyen de 23 nm. Le cceur
hydrophobe d’une particule de LDL moyenne contient environ 1500 molécules d’esters de
cholestérol encerclés par un manteau polaire composé principalement de phospholipides et
d’une protéine de 513 KDa : I’apolipoprotéine B-100 (ApoB100) (Vogelstein 2001). Un autre
systéme de régulation du cholestérol est fourni par I’efflux réalisé par les HDL (High-Density
Lipoproteins). Ces derniéres ont en charge le retour de I’excés de cholestérol cellulaire vers le
foie afin d’étre éliminé par voie intestinale. Elles sont principalement composées de 80 a 100
protéines par particules (organisées autour d'une a trois apolipoprotéines Al / ApoAl) et
mesurent en moyenne entre 8 et 10 nm (Kontush, Chantepie et al. 2003). Les HDL
contiennent également de nombreuses autres protéines a savoir des enzymes et parfois des
lipides apolaires. De plus, plusieurs sous-classes de ces lipoprotéines ont eté décrites leur
conférant une structure et des propriétés biologiques hétérogénes (Eckardstein 2014) (Figure
3).
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Figure 3. Représentation schématique des lipoprotéines plasmatiques humaines. Les reliquats
de chylomicrons et de VLDL (remnants) sont issus de I’hydrolyse des VLDL et chylomicrons
par les lipases hépatiques (Watts, Ooi et al. 2013).

Les HDL possedent de nombreux effets bénéfiques qui pourraient protéger contre le
développement de I’athérosclérose et méme participer a la régression des lésions. Ce role
athéroprotecteur inclue différents processus a savoir préserver la fonction endothéliale, limiter
les modifications des LDL et accélérer I’efflux de cholestérol. Elles possédent également des
propriétés anti-inflammatoires et anti-thrombotiques (Annema, von Eckardstein et al. 2015)
(Tran-Dinh, Diallo et al. 2013). La compréhension des mécanismes de régulation du
cholestérol a permis le développement de modéles animaux mimant partiellement la
formation de plaques d’athérome (ApoE KO ou LDLr KO).

Dans le développement de I’athérosclérose, un évenement principal est I’accumulation
de LDL dans la matrice sous-endothéliale. Cette accumulation est d’autant plus grande que les
niveaux circulants de LDL sont élevés. Le transport et la rétention de LDL sont augmentés
dans des sites préférentiels de formation des Iésions, notamment au niveau de bifurcations ou
le flux sanguin est perturbé. Ce phénomene marque le début de la formation de stries

lipidiques, caractéristiques de l'initiation de la plaque d’athérome (Linton, Yancey et al.

36



2000). On peut observer une trés grande variation de la pénétration de LDL dans la paroi
artérielle  saine entre un individu normocholestérolémique et un individu

hypercholestérolémique (Steinberg, Parthasarathy et al. 1989).

Les LDL circulantes passent du plasma vers I’espace sous-endothélial et se retrouvent
dans I’intima. En conditions normales physiologiques, I’endothélium est capable de réguler le
transfert de lipides dans la paroi puis vers les tissus périphériques. Cependant, la composition
de la matrice extracellulaire (MEC) d’une artere saine est clairement différente d’une artére
pathologique. Ainsi, I’affinité supérieure de la MEC de la plaque d’athérome pour les LDL
entraine leur rétention au sein de la paroi artérielle (Boren, Gustafsson et al. 2000). C’est cette

rétention prolongée qui va en outre entrainer leur modification, en particulier par oxydation.

Les lipides et I’ApoB100 sont modifies par les especes réactives de I’oxygéene (ERO)
au cours de I’oxydation des LDL. Les ERO de I’endothélium vasculaire sont produits par la
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (NADPH) oxydase, la MPO
(myéloperoxydase), les lipoxygénases et la chaine respiratoire mitochondriale
dysfonctionnelle (Nowak, Deng et al. 2017). Chez I’homme, une surexpression de la NADPH
oxydase est corrélée avec une surproduction de I’anion superoxyde et une augmentation de
I’athérosclérose (Sorescu, Weiss et al. 2002). L’activité oxydante des ERO peut étre
contrecarrée par des enzymes anti-oxydantes a savoir la superoxyde dismutase, la catalase ou
encore la glutathion peroxydase et réductase (Galkina and Ley 2009). Cependant, la
surproduction d'ERO peut dépasser la capacité de I’organisme a lutter contre ce stress oxydant

qui entrainera inéluctablement des modifications des lipides, des protéines et de I'ADN.

Les LDL oxydées par ces ERO (LDLox) jouent un role primordial dans la formation
de cellules spumeuses (voir chapitre 2.4), I’altération de la voie de signalisation du NO" et
I’expression de molécules d’adhésion qui accélérent le recrutement de leucocytes sur le site de
la lésion (Matsuura, Kobayashi et al. 2006). Les LDLox possédent différentes classes de
lipides oxydés. La phosphatidylcholine (PC) étant le phospholipide majoritaire des cellules de
mammiferes (40-50%) et des lipoprotéines, la majorité des LDLox contiennent une entité
choline. Les modifications oxydantes de la PC introduisent un groupe carboxylate ou un
peroxyde mais peuvent également tronquer la chaine sn2 du phospholipide (Fruhwirth, Loidl
et al. 2007). Quand des molécules contenant de I’acide linoléique en position sn2 sont
oxydées, les produits formés contiennent soit un aldéhyde soit un acide carboxylique a la

place du carbone 9 (Itabe, Takeshima et al. 1994). Par un mecanisme similaire, la
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peroxydation de la PC contenant I’acide arachidonique produit la PC oxydée avec en position
5 un aldéhyde ou un acide carboxylique. Ces molécules a courte chaine sont parfois appelées
facteurs d’activation plaquettaires dérivés de la PC (PAF pour Platelet Activating Factor) car
leur structure rappelle celle du PAF lipidique (Edwards and Constantinescu 2009). Ces
molécules oxydées sont d’ailleurs capables de former des imines avec les protéines et
réagissent entre elles pour former des produits de condensation aldolique (Friedman, Horkko

et al. 2002). Tous ces composes issus de la PC sont resumes en Schéma 2.

POVPC Aldol condensate
[1-palmitoyl-2-(5'-oxo)valeroyi- @] P(POVPC)VPC
hosphatidylcholi I
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Schéma 2. Principales formes oxydées de la phosphatidylcholine (PC). Les composés portant
des fonctions aldéhydes (POVPC, PONPC) sont capables de former des imines (ou bases de
Schiff) qui réagissent avec des protéines formant des aldols (P(POVPC)VPC) (Matsuura,
Kobayashi et al. 2006).

Au sein des lésions, de nombreux antigénes sont présents et sont responsables de
I’activation et de la réponse du systeme immunitaire. Les lipoprotéines modifiées par
oxydation mais également les produits secondaires formés portent des néo-épitopes qui
meénent a cette réponse immunitaire entrainant I’arrivée importante de lymphocytes et de
monocytes/macrophages dans I’espace sous-endothélial (Palinski, Koschinsky et al. 1995)
(Wick, Perschinka et al.).

Les phospholipases jouent un réle crucial dans le métabolisme de ces phospholipides
oxydeés. Le PAF dérivé de la PC peut étre le substrat de phospholipases A telles que la PAF-
AH ou Lp-PLA:; (Platelet-Activating Factor AcetylHydrolase ou Phospholipase A, associee
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aux Lipoprotéines). Cette enzyme tres étudiée dans la littérature ainsi que son plus puissant
inhibiteur (Darapladib) seront des éléments centraux de ces travaux de thése.

2.4 LDLox et formation de cellules spumeuses

La découverte de la capacité des cellules des parois vasculaires a produire des
cytokines a permis de mieux comprendre le développement de I’athérosclérose. Les cytokines
sont des petites protéines indispensables dans la signalisation cellulaire et affectant le
comportement d’autres cellules. On parle alors d’interférons, d’adipokines, d’interleukines ou
encore de TNF (Tumor Necrosis Factor) (Cannon 2000). Elles permettent entre autre une
signalisation entre les leucocytes (globules blancs) d’ou leur nom d’interleukines. Les LDLox

et leurs produits dérivés favorisent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.

Les leucocytes jouent un role clef dans le développement des Iésions
athérosclérotiques et leur recrutement au niveau de la paroi vasculaire est une étape
importante dans la formation de la plaque (Libby 2012). Les premiers leucocytes circulants a
pénétrer dans la paroi vasculaire sont les monocytes, qualifiés de macrophages lorsqu’ils se
trouvent au sein de tissus. L’activation de la production de molécules d’adhésion a la surface
des cellules endothéliales par des cytokines pro-inflammatoires engendre le recrutement
leucocytaire (Rao, Yang et al. 2007). Aprés avoir atteint I’intima, les monocytes/macrophages
prennent en charge les lipoprotéines modifiées (LDLox). La captation des LDL via leur
récepteur apoB100 est régulée, grace a un rétro-controle negatif limitant la présence de ce
récepteur a la surface des cellules lorsque la quantité de cholestérol est suffisante. En
revanche, l'internalisation des LDL modifiées par les phagocytes (ou macrophages) se fait de
maniere non régulée par des récepteurs dits "scavengers"” (éboueurs, principalement CD36 et
SR-A), menant a une accumulation importante de lipides a l'intérieur des cellules (Podrez,
Febbraio et al. 2000). Ces macrophages riches en lipides sont appelés cellules spumeuses et
forment le cceur de ce que I’on appelle les stries lipidiques au sein des lésions

athérosclérotiques (Stary, Chandler et al. 1994).

Cependant, les macrophages ne sont pas les seules cellules capables de prendre en
charge les LDLox. Une seconde hypothese émise implique les CML comme cellules capables
de devenir des cellules spumeuses par prise en charge des lipoprotéines modifiées (Figure 4)
(Cookson 1971).

39



- Lipid droplets

SMC
- Macrophage
‘\ phag

Wcmocyte

Figure 4. Formation des cellules spumeuses issues de macrophages et de CML (SMC pour
Smooth Muscle Cells) (Aikawa 2015).

Ces cellules spumeuses derivées de CML ne sont pas si évidentes a identifier car elles
expriment des marqueurs phagocytaires habituellement caractéristiques des macrophages,
comme le CD68 (Allahverdian, Chehroudi et al. 2014). Ceci a conduit & une sous-estimation
de la capacité des CML a prendre en charge I’exces de lipides et a participer a la formation de

stries lipidiques, aux stades précoces de la plaque (Nakashima, Wight et al. 2008).

Contrairement aux modeéles murins qui possédent une intima trés fine et pauvre en
CML dans I’athérosclérose et les stades la précédant, les CML sont des cellules importantes
de I’intima humaine sans qu’il y ait eu au préalable développement de plaques

athérosclérotiques (Bauriedel, Hutter et al. 1999).

2.5 Néovascularisation

La néovascularisation se définit comme la génération de nouveaux vaisseaux sanguins
(Risau 1997). L’angiogenése est la forme prédominante de néovascularisation dans
I’athérosclérose amenant a la formation de nouveaux capillaires (Carmeliet 2003). En
principe, I’angiogeneése est fondamentale au développement et a la réparation et elle pourrait
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notamment servir comme mécanisme de défense dans I’athérosclérose pour compenser
I’hypoxie des tissus (manque en dioxygéne) et restaurer I’homéostasie de la paroi vasculaire.
Elle pourrait alors, en théorie, faciliter la réparation du vaisseau pathologique et son
approvisionnement a savoir en nutriments et en oxygene mais également d’aider a

I’élimination des déchets systémiques (Moreno, Purushothaman et al. 2006).

En dépit de ces effets bénéfiques, de plus en plus d’études suggerent que la
néovascularisation de la plaque soit corrélée a la progression de I’athérosclérose et que la
densité en néovaisseaux tende a devenir un facteur de risque indépendant associé a la rupture
de la plague (McCarthy, Loftus et al. 1999, Moreno, Purushothaman et al. 2004). Ce
processus, qui entraine également un épaississement du cceur lipidique par échange du
cholestérol membranaire des érythrocytes avec le cholestérol plasmatique, est présenté en

Figure 5.
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Figure 5. Angiogenese lors de I’athérosclérose. La perméabilité microvasculaire des
néovaisseaux est responsable de I’extravasation des érythrocytes. La lyse de la membrane des
globules rouges riche en cholestérol mais également les dép6ts de cérides (mélange de lipides
oxydés et de protéines) ainsi que la phagocytose de ces érythrocytes participent a
I’accumulation de lipides au sein de la plague (Xu, Lu et al. 2015).

Comme indiqué précédemment, I’angiogenése permet d’augmenter la vascularisation
au niveau des plaques. Ceci va entrainer une augmentation du nombre d’érythrocytes
(globules rouges) au sein des lésions en cas de rupture de I'endothélium (Jeney, Balla et al.

2014). La membrane érythrocytaire contient du cholestérol et il est maintenant admis que le
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cholestérol plasmatique s’échange avec celui de la membrane des érythrocytes in vivo (Lange,
Cohen et al. 1977). Des études utilisant des thérapies hypolypémiantes ont montré une
diminution concomitante du niveau de cholestérol membranaire des globules rouges (Lange,
Ye et al. 2004). Ainsi, lorsque les globules rouges ne sont pas éliminés correctement par des
cellules phagocytaires aprés leur extravasation, les membranes érythrocytaires résultant d'une
nécrose participent a enrichir la plaque en lipides.

En conclusion, bien que la néovascularisation soit reconnue comme une réaction
compensatoire du deficit en O, et en nutriments dans la paroi vasculaire interne, la
néovascularisation intraplaque quant a elle peut mener a la déstabilisation de la plague,
I’lhémorragie intraplaque, I’athérothrombose et finalement a la rupture. Ces jeunes vaisseaux
sont immatures, irréguliers, fragiles ((Le Dall, Ho-Tin-Noe et al. 2010) et surtout plus enclins
a ce que I’on appelle I’extravasation (épanchement d’érythrocytes au sein de la plaque) (Xu,
Lu et al. 2015).

2.6 Fibrose ou cicatrisation vasculaire

La fibrose est définie comme la cicatrisation d’un tissu ayant subi des dommages. Bien
que les mécanismes pro-fibrosants varient en fonction du type tissulaire affecté, dans tous les
cas c’est une transition d’une reconstruction de matrice extracellulaire (MEC) stable a un état
de reconstruction instable qui dérive vers un processus pathologique (Wight and Potter-Perigo
2011). La MEC subit des changements conséquents qui vont altérer sa distribution, sa

quantité et inéluctablement sa qualité (Schuppan, Ruehl et al. 2001).

L’athérosclérose est considérée comme une pathologie fibroproliférative (Ross 1993)
et contrairement aux autres mécanismes de fibrose au cours desquels les fibroblastes sont les
cellules responsables de la réparation, ce sont ici les CML qui sont en charge de la
cicatrisation (Ross 1993). Les CML trouvées dans les plaques ont un phénotype altéré et
modulé. En effet, elles vont passer d’une fonction contractile a un phénotype sécrétoire ; ceci
est d0 a une diminution d'expression des protéines contractiles et a I’augmentation des

protéines de synthése de la MEC (collagéne, élastine) (Owens, Kumar et al. 2004).

Ce processus de cicatrisation va alors conduire a la formation d’une chape fibreuse

autour de I’agglomérat de cellules spumeuses ou du centre nécrotico-lipidique (cf Figure 6)
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afin de I’isoler de la circulation. En effet, les CML ne semblent pas neutraliser ou éliminer les
lipides et composeés toxiques mais simplement les ingérer ce qui engendre la formation de
tissu fibreux entrelacé de CML lipidiques (GK 1996). Cette incapacité de I’organisme a
éliminer les lipides de la paroi vasculaire (par transport inverse des HDL notamment) pourrait
étre liée a la perte de mobilité des CML et a la formation de cette chape fibreuse (Steinberg
and Witztum 1990) (Figure 6).

Fibrous cap
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Figure 6. Présentation d’une plaque athéromateuse. La chape fibreuse formée par
prolifération de CML permet d’insuler le cceur nécrotico-lipidique de la lumiere du vaisseau.
Elle contient également des macrophages de type M1 et M2. Le phénotype M1 est pro-
inflammatoire tandis que le M2 est anti-inflammatoire (Chinetti-Gbaguidi, Colin et al. 2015).

La mort cellulaire ou nécrose des cellules spumeuses et cellules environnantes va
entrainer la libération de lipides extracellulaires ainsi que des débris cellulaires : le cceur
nécrotico-lipidique. Les CML meurent par ingestion de composés toxiques (LDLox) ou par
hypoxie par un processus dapoptose (mort cellulaire discréte ne provoquant pas
d'inflammation) (Kockx, De Meyer et al. 1998). Le défaut d'élimination des cellules

apoptotiques par les phagocytes professionnels (macrophages) peut conduire a une nécrose
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post-apoptotique, qui consiste en une rupture de la membrane plasmique et le relargage des
lipides ingérés et d'autres éléments cellulaires dans I’espace extracellulaire. Cette nécrose va
participer a I'enrichissement du cceur lipidique et a I'attraction de cellules inflammatoires par
les médiateurs lipidiques et cytokiniques. La chape fibreuse censée protéger le coeur
nécrotico-lipidique de la lumiére du vaisseau de I’athérome peut étre digérée par les protéases
libérées par les cellules inflammatoires et spumeuses (Newby 2007).

2.7 Complications

L’athérosclérose est une maladie évolutive pouvant entrainer de nombreuses

complications physiopathologiques.

Nous avons auparavant mentionné I’extravasation possible des érythrocytes lors d'une
angiogenése imparfaite conduisant a une fragilité endothéliale. Cette conséquence, due a la
densité grandissante en néocapillaires de I’adventice vers la plaque, favorise la diapédese
(infiltration) de cellules sanguines. L’endothélium de ces néovaisseaux fragiles peut se
rompre et le sang se retrouve alors en contact avec le cceur nécrotico-lipidique ce qui cause
I’hémorragie intraplaque (Figure 7) (Michel, Virmani et al. 2011). Cette hémorragie
intraplaque est possible dans le cceur lipidique, entrainant ainsi une brutale augmentation du
volume de la plaque, possiblement accompagnée d’une occlusion de I'artére ou d'embolies

athéromateuses.

Figure 7. Hémorragie intraplaque. Ce phénomeéne est principalement causé par la rupture de
néovaisseaux formés lors de I’angiogénese.
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Un autre facteur de vulnérabilité de la plague a la rupture est I’augmentation du volume et
de la taille du cceur nécrotico-lipidique (Libby 2008). La chape fibreuse isolant ce cceur

lipidique présente alors deux morphologies distinctes (Figure 8) :

- Une chape fibreuse épaisse et un cceur lipidique réduit caractérisent les plaques stables
dans lesquelles I'épaisseur de la couche de CML est suffisamment rigide pour
préserver le cceur de lipides (Webb 2008)

- Une chape fibreuse fine et un cceur lipidique étendu. C’est la situation la plus
pathogene car cette chape n’est pas suffisamment rigide pour insuler le coeur

nécrotique et une rupture de la plaque est possible (Webb 2008)

Stable plaque Vulnerable plaque

Fibrous cap

Necrotic core

Lp-PLA,

i LysoPC
. oxFA
oxLDL oxPC

Figure 8. Différences entre plaque stable et instable. Comparées aux plaques
athérosclérotiques stables, les plaques instables qui sont enclines a la rupture contiennent un
cceur lipidique large et une chape fibreuse fine. La Lp-PLA sécrétée au sein des Iésions ou
transportée par les LDL hydrolyse oxPC a la surface des LDLox en produisant la lysoPC et
des oxNEFA (Non Esterified Fatty Acids). Ces lipides bioactifs contribuent a I’expansion du
ceeur nécrotique ainsi qu’au rétrécissement de la chape fibreuse (Webb 2008).

Dans le cas d’une plaque vulnérable, la chape est pauvre en CML et riche en
macrophages. Si la plaque se rompt, un phénomeéne de thrombose peut se produire,
notamment par I'exposition du collagéne qui active les plaquettes ; on parle alors

d'athérothrombose. Cependant, la rupture n’est pas la seule voie conduisant a la thrombose.
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Une érosion superficielle de la plaque est un facteur prédisposant a la thrombose. Le
thrombus ainsi formé va obstruer la lumiére du vaisseau pouvant alors entrainer des
complications cardiovasculaires de type AIT, AVC ou encore infarctus du myocarde (Agius
2007).

Enfin, un dernier phénoméne se déroulant au sein d’une plaque vulnérable est la
calcification vasculaire (Figure 9). De maniere générale, elle a lieu au sein de la média et de
I’intima des artéeres. La calcification intimale est caractérisée par des dépdts de lipides dans
I’espace sous-intimal et par une accumulation de macrophages (Farzaneh-Far, Proudfoot et al.
2001, Amann 2008). A contrario, la calcification médiale peut avoir lieu indépendamment de
I’athérosclérose.

Figure 9. Sections histologiques de calcifications vasculaires humaines. En jaune : mineéral
amorphe. En bleu : tissu osseux (moelle). (A) Calcification artérielle médiale, métaplasie
osseuse et cartilagineuse (en noir) (B) Agrandissement de (A) montrant des chondrocytes
(cellules du cartilage), (C) Artére humaine avec un thrombus dans la lumiére du vaisseau et
présence de calcification médiale (Sage, Tintut et al. 2010).

La calcification est due a une accumulation de cristaux d’apatite en association avec la
MEC. Cette accumulation de calcium entraine une rigidification de la plague et une perte de

mobilité favorisant la rupture de la plaque (Doherty, Asotra et al. 2003).
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En définitive, les plaques d’athérosclérose vulnérables peuvent se rompre ou générer

des thrombus dans la lumiere des artéres, entrainant des conséquences cliniques variables en

fonction du territoire vasculaire touché. Les médecins ont alors pour nécessité de classifier ces

Iésions afin de pouvoir prendre en charge de fagon optimale les patients. Une classification est

présentée en Figure 10. Selon I’« American Heart Association » (AHA), les plaques

d’athérome peuvent présenter huit phases successives d’évolution, identifiées d’un point de

vue histopathologique par huit types de plaques.
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Figure 10. Séquence d’évolution des Iésions athérosclérotiques du type I au type IV ainsi que
les différentes voies possibles de progression au-dela du type IV. L’épaisseur des fléches
indique la facilité de développement des lésions sur des sites spécifiques ou bien la fréquence
et I’importance de la voie d’évolution de la lésion (Stary 2000).

2.8 Conclusion

Les plaques d’athérome vulnérables se développent au niveau de sites préferentiels du

circuit vasculaire. Ces sites sont souvent caractérisés par des pertubations du flux sanguin.

Les LDL circulantes en excés vont alors s’infiltrer dans I’espace sous-endothélial ou elles

vont subir une oxydation. Les cellules endothéliales activées vont recruter des cellules
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inflammatoires circulantes qui se différencient sur site en macrophages et dont la fonction est
notamment d’élimininer les LDLox. Cependant, la quantité croissante de lipoprotéines
surpasse les capacités de phagocytose des macrophages qui deviennent des cellules
spumeuses et entrent en apoptose. La progression de la plaque athéromateuse fait également
intervenir des CML qui migrent de la média vers I’intima. Elles subissent un changement
phénotypique et vont synthétiser et sécréter des fibres de collagene et d'élastine (principal
constituant de la chape fibreuse). Elles vont, de la méme maniére que les macrophages,
phagocyter les LDLox. L’apoptose des cellules spumeuses et leur non-élimination va
entrainer la formation d’un cceur nécrotico-lipidique isolé de la lumiere du vaisseau par une
chape fibreuse. L’épaisseur de cette chape va déterminer le niveau de vulnérabilité de la
plaque a la rupture. La rupture de la plague d’athérome entraine la formation d’un thrombus
résultant du contact entre le sang et les éléments du cceur lipidique. C’est la formation de ce
thrombus occlusif qui est responsable de I’ischémie du myocarde et des symptdmes cliniques

tels que I’AIT ou encore I’AVC ischéemique.
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3) Diagnostic de I’athérosclérose

Les facteurs de risque associes aux maladies cardiovasculaires ont été présentés
préecédemment et permettent d’évaluer une probabilité de survenue d’un accident
cardiovasculaire (Wilson, D'Agostino et al. 1998). Ces facteurs sont modifiables (nutrition,
sédentarité, tabagisme) ou non-modifiables (genétiques) et permettent de mettre en place une
stratégie de prévention ou des stratégies thérapeutiques adaptées (De Backer, Ambrosioni et
al. 2003).

Au cours des dernieres années, un grand nombre de paramétres de type biochimique
ont été analyses comme facteurs de risque de complications cardiovasculaires. Parmi ces
nombreux marqueurs biochimiques (Tableau 2), ceux qui pourraient étre introduits en
pratique clinique doivent, dans un premier temps, étre indépendants des autres facteurs et,
dans un second temps, améliorer la prédiction globale de survenue de complications
(Hellings, Peeters et al. 2007).

Dans cette partie, nous parlerons des facteurs de risque majeurs ainsi que du diagnostic
de la plaque d’athérome vulnérable utilisant ou non ces nouveaux outils de prédiction de

survenue de complications.
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Marqueurs de Marqueurs Marqueurs de Marqueurs de Autres
I’inflammation lipoprotéiques | I’homéostasie I’oxydation marqueurs
ADMA

Protéine C-réactive

Microalbuminurie

. Lp(a) Fibrinogéne (diméthylarginine )
ultrasensible (hsCRP) . Cystatin C
asymeétrique)
Sérum amyloide A N Peptides
VLDL D-dimeres Lp-PLA:

(SAA)

natriurétiques

Cytokines (IL-6, IL- | Lipoprotéines o ) . Obésité
. Fibrinopeptides Homocystéine )
18) résiduelles abdominale
. . Inhibiteur I de
Molécules d’adhésion )
_ I’activateur du ) )
cellulaire (VCAM-1, LDLox o Adiponectine
plasminogene
ICAM-1)
(PAI-I)
) ) Activateur
Lp-PLA; (Lipoprotein . ) .
) Génotypes de tissulaire du
associated L
I’ ApoE plasminogene

phospholipase A,)

(TPA)

Ligand CDA40 soluble

Facteurs V, VII,
VI

Nombre de leukocytes

Fragments de la

prothrombine 1+2

MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant

Protein-1)

Activité et
agrégation des

thrombocytes

Tableau 2. Facteurs de risque possibles de complications cardiovasculaires (Riesen 2008).
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3.1 Biomarqueurs circulants et tissulaires

3.1.1 Marqueurs de I’inflammation

La protéine C-Réactive (CRP) est une protéine de phase aigué et un marqueur
inflammatoire principalement produit par le foie en réponse aux interleukines 1, 6 et au TNF-
a (Ridker 2007). Des données recentes suggerent que la CRP pourrait étre produite par les
tissus extrahépatiques dont plusieurs types cellulaires dans la plaque d’athérosclérose
(Montecucco and Mach 2008). D’autres études ont suggéré un possible réle de la CRP dans
I’athérogenése. En effet, il a été montré que la CRP augmentait la production de molécules
d’adhésion, promouvait la captation de LDL par les macrophages et inhibait la production de
NO® en déstabilisant eNOS qui sont (comme détaillé precédemment) des éléments importants
dans la formation des plaques ce qui en fait un biomarqueur de choix (Figure 11) (Campbell
P 2006).

NANAN

{Low) Level of Risk (High)
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Figure 11. La CRP ultrasensible (hsCRP) et le risque cardiovaculaire associé aux niveaux de
LDL-cholestérol. La hsCRP augmente la prédiction du risque cardiovasculaire quels que
soient les niveaux de LDL-cholestérol (Ridker 2003).

Cependant, plusieurs études ont montré que la concentration élevée de CRP était

corrélée a d’autres facteurs de risque déja connus et sa mesure en pratique clinique est encore
débattue (Danesh, Wheeler et al. 2004, Miller, Zhan et al. 2005).
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La Lp-PLA2 est une enzyme pro-inflammatoire appartenant a la superfamille des
phospholipases A. Elle est principalement sécrétée par les macrophages et circule a 70-80%
liée aux LDL et a 20-30% aux HDL (Stafforini 2009). Bien que des études aient montré son
role athéroprotecteur par sa capacité a dégrader le PAF, la Lp-PLA: est devenue une enzyme
associée a I’augmentation du risque cardiovasculaire (Koenig, Twardella et al. 2006). Une
partie de ce chapitre sera consacrée a ce biomarqueur d’intérét puisqu’elle est la cible en

imagerie moléculaire de ces travaux de thése.

La myéloperoxydase (MPQO) est une protéine tétramérique de I’héme stockée
principalement dans les leucocytes. On la retrouve principalement dans les neutrophiles et
dans une moindre mesure dans les monocytes ; elle est relarguée apres activation des
neutrophiles. 1l a été démontré qu’elle joue un rdle primordial dans les mécanismes de
défense contre les micro-organismes par formation de radicaux libres aux propriétés
antimicrobiennes (Nambi 2005). La MPO remplit sa fonction par des mécanismes
d’oxydation et d’halogénation (Figure 12). Les produits résultant de sa fonction
d’halogénation semblent jouer un réle significatif dans I’athérosclérose a travers la formation

de composés chlorés et de phospholipides insaturés (Friedrichs, Baldus et al. 2012).

HOCI cIl
MPO H,0, H,0 MPO
compound |
R RH
RH MPO L.I
compound Il

Figure 12. Cycles d’halogénation et peroxydase de la MPO. La MPO réagit avec H.O> pour
former le composé | qui oxyde un chlorure pour former I’acide hypochloreux a fonction
oxydante. De maniere alternative, le composé | réagit avec des molécules oxydables (RH
comme la tyrosine) pour former un radical intermédiaire via le composé Il (Friedrichs, Baldus
et al. 2012).
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Ces composés sont présents de maniére importante au niveau des Iésions
d'athérosclérose et possedent des propriétés proathérogénes. De plus, la MPO provoque
I’oxydation des LDL qui sont alors prises en charge par les macrophages et CML, entrainant
la formation de cellules spumeuses déléteres a la paroi vasculaire (Nambi 2005). La MPO
peut aussi oxyder I'apoAl des HDL, les rendant ainsi dysfonctionnelles et réduisant la
capacité de I’ApoALl a promouvoir le transport de cholestérol (Shao, Oda et al. 2010).

S’ajoutent aux marqueurs discutés précédemment, d’autres candidats qui sont
actuellement a I’étude comme notamment le sérum amyloide A (SSA), les molécules
d’adhésion de I’endothélium (ICAM-1, VCAM-1, E-sélectine, P-sélectine) ou bien les
médiateurs produits par les macrophages tels que les cytokines (IL-6, TNF etc.) (Riesen
2008).

3.1.2 Marqueurs lipoproteiques

La Lp(a) (Lipoprotéine a) est constituée d’une particule de LDL et d’une
glycoprotéine Apo(a) liee de facon covalente a I’ApoB. Le taux plasmatique de Lp(a) varie

considérablement d’un individu a I’autre (Figure 13) (Tsimikas, Tsironis et al. 2007).

Lp(a) in normal plasma Lp(a) in plasma of CAD
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Figure 13. Association de la Lp-PLA: et des phospholipides oxydés a la Lp(a) dans le plasma
de patients sains et atteints de maladie coronarienne. La Lp(a) de patients contient des niveaux
plus éleves de phospholipides oxydés et beaucoup moins de Lp-PLA2 que les sujets sains
(Tsimikas, Tsironis et al. 2007).
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Seulement 6% du cholestérol est transporté sous forme de Lp(a). Une méta-analyse a
montré que des patients avec un taux de Lp(a) plus élevé présentaient un risque coronarien
accru de 70%. De plus, une élévation de ce taux augmente le risque conferé par les autres
facteurs de risque (Riesen 2008). Cette augmentation du risque est principalement due a
I’apo(a) (cf Figure 13) ; sa capacité a induire la production de médiateurs pro-inflammatoires
et pro-apoptotiques (notamment par le biais des phospholipides oxydés qu’elle transporte)
pourrait prédisposer a I’athérogenese et a la rupture de plaques (Tsimikas, Tsironis et al.
2007).

L’ApoB-100 est I’apolipoprotéine principale des chylomicrons, VLDL et LDL. De
maniére structurale, il y a une unité d’ApoB-100 par particule de LDL (Benn, Stene et al.
2008). Des études ont montré que la concentration d’ApoB-100 est un indicateur supérieur du
risque cardiovasculaire en comparaison avec les profils lipidiques standards (Sniderman,
Williams et al. 2011) (Figure 14).

Risk ratio and 95% CI

Study, year Quality Risk Lower Upper  Participants/
ratio limit limit CVD events
Steffen et al., 2015 Good 1.23 0.63 241 4679/233 o
" g
Kappelle etal., 2011 Fair 113 1.01 1.26 6948/362 L ——
St-Pierre et al., 2006 Good 1.89 1.31 273 2072/230 "
\ 4
Lamarche etal., 1996 Good 141 1.29 154 2155/116
——
Overall random effect 131 1.22 1.40 Total -
=15,854/941
Improved CVD Risk Prediction
>
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Risk ratios for CVD event risk prediction

Figure 14. Prédiction du risque cardiovasculaire comparant les taux d'ApoB-100 et les
facteurs de risque usuels (Sandhu, Musaad et al. 2016).

L’ApoAl est I’apolipoprotéine majoritaire des particules HDL comptant pour 70% de
leur masse et qui leur confére des propriétés anti-athérogénes (Walldius, Jungner et al. 2001).
Les niveaux de HDL-cholestérol sont inversement proportionnels au risque cardiovasculaire.
Cependant, la composition et la taille des particules de HDL est hétérogene d’un sujet a
I’autre ce qui rendrait la mesure de I’ApoAl plus précise en reflétant son potentiel

athéroprotecteur (Dallmeier and Koenig 2014)(Figure 15).
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Risk ratio and 95% CI

Study, year Quality Risk Lower Upper Participants/
ratio limit limit CVD events
Kappelle et al., 2011 Fair 0.82 0.73 0.92 6948/362 ——
Lamarcheetal., 1996  Good 0.88 0.81 0.97 2155/116 ——
Overall random effect 0.85 0.79 0.92 Total =9,103/478 R
Iny::roved CVD Risk Prediction

0.0 0.5 1.0 1. 2.0
Risk ratios for CVD event risk prediction

Figure 15. Prediction du risque cardiovasculaire en comparant les taux ApoAl et les facteurs
de risque usuels (Sandhu, Musaad et al. 2016).

3.2 Imagerie de la plaque vulnérable

Afin de réaliser I’imagerie de la plaque d’athérome, différentes techniques d’exploration
sont utilisées directement en clinique ou sont encore a I’étude. On peut distinguer deux

catégories de techniques (Celeng, Takx et al. 2016) :

- les méthodes invasives qui néecessitent un cathétérisme pour accéder aux zones
d’intérét

- les méthodes non invasives qui au contraire ne nécessitent aucune intrusion dans
I’organisme du patient mise a part I’injection d’un agent de contraste dont la toxicité et

I’innocuité auront été auparavant déterminées

3.2.1 Méthodes invasives

3.2.1.1 Angiographie

L’angiographie est un outil permettant I’étude des vaisseaux sanguins. Le principe de
cette technique repose sur I’injection d’un produit de contraste au cours d’une imagerie aux
rayons X (RX). Un cathéter est alors introduit dans I’arbre vasculaire puis est amené
jusgqu’aux artéres nécessitant un diagnostic (Maddux, Wink et al. 2004). Cette méthode

renseigne sur I'étendue de la lumiére vasculaire et de la sténose (Figure 16). Cependant
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aucune information concernant la composition de la plaque ainsi que sur I’intérieur de la paroi

vasculaire n’est accessible par cette technique (Eckert, Schmidt et al. 2015).

Figure 16. Exemple d’images obtenues par angiographie. Bifurcation carotidienne et
progression de la sténose aprés 3 ans et 4 mois (3y4m) entre la figure de gauche et celle de
droite (Akins, Pilgram et al. 1998).

3.2.1.2 Angioscopie

L angioscopie permet I’observation directe de la paroi vasculaire. Cette technique
invasive repose sur un principe de transmission par fibre optique de la lumiére visible (380-
780 nm). Les images obtenues sont alors colorisées et permettent de différencier une lésion
fibreuse (en blanc), une lésion plus lipidique (en jaune) et enfin un thrombus (en rouge). Un
exemple d’images obtenues est proposé en Figure 17 (Savastano, Zhou et al. 2017).

Cependant, cette méthode nécessite un environnement artériel dépourvu de sang par
blocage du flux sanguin pouvant entrainer une occlusion aigué de I’artére étudiée. Bien que la
discrimination des couleurs permette de classer les plaques, cette technique ne donne
cependant pas accés a des facteurs importants comme I’épaisseur de la chape fibreuse ou

encore la taille du cceur nécrotico-lipidique (Yamamoto, Okamatsu et al. 2009).
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Figure 17. Exemple d’images obtenues par angioscopie. (A) Plaque avec cceur riche en
lipides et une chape fibreuse fine. La chape de plus en plus fine augmente I’intensité de
I’image (B, C et D). En E, on voit un complexe plaque-cceur riche en lipides et en F une
plaque lipidique associée a un thrombus (MacNeill, Lowe et al. 2003).

3.2.1.3 Echographie intravasculaire

L’échographie intravasculaire (IVUS pour IntraVascular UltraSound) est un examen
nécessitant la cathétérisation d’une sonde a ultrasons. Son principe repose sur la capacité d’un
tissu a répondre face a une onde acoustique. En effet, le milieu biologique va opposer une
résistance face a I’onde qui le traverse et possede en conséquence ce qu’on appelle une
impédance. La résolution axiale de cette méthode est d’environ 150 um (Gogas, Farooq et al.
2011).

L’IVUS permet d’obtenir des informations concernant I’épaisseur et la densité de la
paroi des vaisseaux et d’en déduire si une artére est saine ou pathologique (Figure 18).
Cependant, la faible résolution est un frein a la détermination de I’épaisseur de la chape

fibreuse (Kimura, Bhargava et al. 1995).
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Calcified

Figure 18. Plaque d’athérome par IVUS. Tissu mou (gauche), tissu faiblement calcifié
(centre) et tissu calcifié (droite) (De Franco and Nissen 2001).

L’IVUS peut étre complémentée par I’élastographie qui permet d’étudier la
déformation des tissus en fonction du cycle cardiaque (systole et diastole) en étudiant les
différences de pression entre les tissus. Un exemple d’imagerie par élastographie est présenté
en Figure 19. La combinaison des deux images permet d’obtenir une cartographie de
I’élasticité des différentes zones de la plaque en fonction de sa composition (de Korte and van
der Steen 2002).
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Figure 19. Elastographie d’une plaque coronarienne montrant 5 acquisitions pendant les
cycles cardiaques. (de Korte, Carlier et al. 2002).
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Enfin, il est possible d’utiliser I’imagerie fonctionnelle par IVUS grace notamment au
développement de produits de contraste. L’équipe de Villanueva et al. a par exemple montré
par ultrasons la détection de molecules d’adhésion leucocytaires comme ICAM-1
(Villanueva, Jankowski et al. 1998). Dans cette étude, les auteurs mettent au point in vitro
(modeéle de culture cellulaire) une microbuble (agent de contraste) conjuguée a un anticorps
monoclonal d’ICAM-1 humaine capable de se lier spécifiquement aux cellules endothéliales
activées d’artéres coronaires humaines surexprimant ICAM-1. Cependant, cette technique

invasive n’est que peu utilisée a I’heure actuelle.

3.2.1.4 Tomographie en cohérence optique

La tomographie en cohérence optique (OCT pour Optical Coherence Tomography) est
une technique d’imagerie optique intravasculaire qui peut étre décrite comme analogue a
I’IVUS. Son principe repose sur la réverbération des ondes infrarouges (IR) par les tissus et
elle possede une résolution allant jusqu’a 10 um (Figure 20). La trés bonne résolution de
cette technique permet entre autre d’étudier I’épaisseur de la chape fibreuse (Fujimoto,
Boppart et al. 1999).

Figure 20. Imagerie intracoronarienne in vivo d’une plaque possédant un cceur riche en
lipides par OCT (A) et IVUS (B). On voit ici la supériorité de résolution de I’OCT. La chape
fibreuse fine (indiquée par une fleche) protége un cceur lipidique (LC) (MacNeill, Lowe et al.
2003).

Les principales limites de I’OCT sont I’atténuation du signal par le flux sanguin et la
faible pénétration des ondes IR dans le tissu (2-3 mm) Ainsi, la taille du cceur nécrotico-

lipidique ne peut pas étre déterminéee (Terashima, Kaneda et al. 2012).
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3.2.1.5 Thermographie

La thermographie est une technique reposant sur la mesure de la température a la
surface de la paroi vasculaire artérielle. L’ inflammation, au sens propre du terme, entraine une
augmentation de la production de chaleur et I’élévation de température au sein des plaques
vulnérables pourrait étre corrélée a I’intensité de I’inflammation locale (Ley and Kim 2007).

Une des principales limites serait ce que I’on appelle le «cooling effect» qui
correspond a la dissipation de chaleur par le flux sanguin (Stefanadis, Toutouzas et al. 2003).
Le couplage de cette méthode avec I’I\VUS permet d’obtenir des informations anatomiques
(Kenneth and Cespedes 2003).

3.2.1.6 Imagerie par Résonance Magnétique Intravasculaire (IRMiv)

Cette technique repose sur le principe de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
et donc sur le comportement des atomes a spins non nuls (ici le proton *H) soumis a un champ
électromagnétique. Cette méthode combine une sonde intravasculaire réceptrice et une IRM
classique (Corti, Fuster et al. 2001). Une étude a par exemple montré une différence de signal
entre la chape fibreuse, les lipides et la calcification ex vivo sur des plaques de carotides

humaines (Rogers, Prichard et al. 2000).
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Figure 21. IRM d’une plaque carotidienne humaine avec hémorragie intraplaque (fleche 2) et
rupture de la chape fibreuse (fleche 1) accolée a une zone ou la chape fibreuse est épaisse
(fleche 3) (Corti and Fuster 2011).
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Les principales limites sont la taille du cathéter et la durée des acquisitions.
Cependant, malgré ces difficultés, la qualité de I’image (Figure 21) obtenue et les
développements recents de cathéters compatibles avec I’IRM font de I’IRMiv un domaine de

recherche intense (Corti and Fuster 2011).

3.2.1.7 Spectroscopie

La spectroscopie repose sur I’absorption des rayonnements par les molécules induisant

alors différentes transitions et émissions selon la longueur d’onde utilisée.

On peut tout d’abord distinguer la spectroscopie infrarouge. En effet, les molécules
absorbent des radiations dans le proche infrarouge (500-2500 nm). En fonction de la réponse,
on peut déterminer avec précision la nature de la zone atteinte. Cette méthode a été utilisée
chez I’homme en post-mortem et chez le lapin hypercholestérolémique (Moreno, Lodder et al.
2002). L’étude chez I’homme a notamment montré une sensibilité et une spécificité de 90% et
93% pour le corps lipidique, 77% et 93% pour la fine capsule fibreuse, et 84% et 89% pour la

présence de cellules inflammatoires, respectivement.

On peut aussi distinguer la spectroscopie RAMAN qui permet d’étudier la vibration
des liaisons au sein d’un édifice moléculaire. Cette vibration va entrainer I’émission d’un
photon dont le décalage en longueur d’onde par rapport a I’onde excitatrice est caractéristique
de la liaison. Des groupes ont réussi a quantifier la teneur en cholestérol et en calcium

d’artéres coronaires humaines ex vivo (van de Poll, Kastelijn et al. 2003).

3.2.1.8 Conclusion

Il est important de noter que chaque méthode présentée posséde ses propres avantages
et inconvénients (Tableau 3). Il serait surement judicieux de combiner les différentes
modalités (OCT, IVUS, IRM) et ainsi de corréler les informations de compositions,
morphologiques et structurales. Cependant, a I’echelle d’une population et en application

clinique, les méthodes invasives sont souvent trop compliquées a mettre en ceuvre.
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) Détection de la Statut o
Technique ) _ ] Cceeur lipidique Remodelage
chape fibreuse | inflammatoire

1IVUS + - + +++
OoCT +++ + + i
Thermographie - +++ - -
Angioscopie - - ++ -
IRMiv - - ++ i
Spectroscopie - ++ ++ -

Tableau 3. Méthodes d’imagerie invasives de la plague vulnérable. Chaque méthode posséde
ses avantages et inconvénients. La combinaison de plusieurs méthodes permet I’étude
simultanée de plusieurs parameétres (Rodriguez-Granillo, Regar et al. 2005).

3.2.2 Imageries non-invasives

3.2.2.1 Angiographie CT (Computed Tomography)

L’angiographie CT est un outil d’imagerie diagnostic non invasif qui permet
notamment la détection de la plaque d’athérosclérose et le degré de sténose associé. Cette
méthode permet la visualisation de la composition et de la morphologie de la plaque. Les
plaques vulnérables sont caractérisées par une chape fibreuse fine (<65 um) et un important
ceeur nécrotico-lipidique. Bien que la résolution spatiale actuelle de 1’angiographie CT (=400
M) ne permette pas la visualisation d’une chape fibreuse fine, les dimensions d’un gros cceur

nécrotico-lipidique rentrent dans le seuil de détection (Versteylen, Kietselaer et al. 2013).

3.2.2.2 Tomodensitométrie aux rayons X (TDMRX)

Cette technique non invasive utilise les RX (Figure 22). Le tissu étudié est bombardé
de rayons X (ou photons de longueur d’onde comprise entre 102 et 10® m) et des capteurs
sont chargés de recevoir les photons passant au travers du tissu. En fonction du tissu traversé,

I’atténuation (sous forme de niveaux de gris sur I’image) sera différente et proportionnelle a la
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densité du tissu. Cette méthode permet entre autres de détecter les calcifications dans la
plaque d’athérosclérose (Achenbach, Moselewski et al. 2004) mais présente quelques limites
pour les lésions non calcifiées (Leber, Knez et al. 2004). La TDMRX a vu sa technique
s’améliorer avec une augmentation du nombre de détecteurs ce qui a donné naissance a une

génération de « Multi Detector Computed Tomography » (MDCT).

Contrast
Calcium filled

\‘ *‘/Iumen

Figure 22. Images MDCT d’arteres coronaires divisées en coupes de 3 mm. Vue axiale (A) et
longitudinale (B) présentant une plaque calcifiée et non calcifiée (Leber, Knez et al. 2004).

Méme si la méthode permet une détection efficace de la calcification, la controverse
concernant le caractére vulnérable d’une plaque et sa calcification est encore présente et pose
les limites de la méthode (Wu, Pei et al. 2014).

3.2.23IRM

Cette technique permet de détecter différents aspects des plaques carotidiennes tels
que les cceurs riches en lipides, la chape fibreuse ou encore I’hémorragie intraplaque
(Hatsukami, Ross et al. 2000, Yuan, Mitsumori et al. 2001). Cependant, I’imagerie cardiaque
est freinée par le compromis entre résolution spatiale et temporelle (Elgort and Duerk 2005).
Une étude a par ailleurs montré qu’un signal hyper-intense au sein de la paroi vasculaire était
associe avec une accumulation de macrophages et une absence de calcification alors que
I’accumulation intra-luminale de signal était reliée a la présence d’un thrombus (Matsumoto,
Ehara et al. 2015). De plus, chez des patients atteints de syndrome coronarien aigu, les images

ont pu étre corrélées avec la présence de thrombus (Jansen, Perera et al. 2011). Cependant,
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I’imagerie cardiaque par résonance magnétique ne permet pas avec précision la discrimination

des composants des plaques coronariennes.

3.2.3 Médecine nucléaire

Les méthodes d’imagerie présentées possedent toutes une bonne resolution spatiale

mais malheureusement une faible sensibilité (Tableau 4) (Dobrucki and Sinusas 2010).

] Résolution Sensibilité o
Technique ] Avantages Inconvénients
spatiale (mol/l)
) . Profondeur de
Facile d’acces L
. pénétration limitée
Peu codteuse
Ultrasons 0,05-0,5 mm / Peu de sondes
Pas de rayonnement .
o moléculaires
ionisant ) )
disponibles
Absorption

0,05-0,2 mm

proportionnelle a la
concentration en agent de
contraste

Excellente résolution

spatiale

Pas de rayonnement

Rayonnement ionisant
Agent de contraste
néphrotoxique

Faible sensibilité

Faible sensibilité

ionisant
. Artefacts de
Excellente résolution
IRM 0,02-0,1 mm 103-10° ) mouvement
spatiale
. ) ] Peu de sondes
Equipement disponibleen | )
disponibles

routine

Tableau 4 Avantages et inconvénients des méthodes d’imagerie structurale et fonctionnelle
(Dobrucki and Sinusas 2010).

L’intérét actuel en ce qui concerne le diagnostic de I’athérosclérose est la détection

précoce ainsi que la prévention de la pathologie afin de limiter les colts notamment en santé
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publigue (Ohsfeldt, Gandhi et al. 2010). Traditionnellement, le diagnostic de I’athérosclérose
(comme vu précédemment) repose sur des techniques qui permettent de mesurer des
changements dans le métabolisme, le flux sanguin ou encore dans les fonctions biologiques.
L’imagerie moléculaire (ou médecine nucléaire) est une méthode non invasive qui permet la
détection de processus biologiques caractérisant les tissus avant I’apparition de complications
anatomiques et de conséquences physiologiques (Grammaticos 2014). Dans cette partie, nous
définirons les deux modalités utilisées en imagerie meédicale (TEP: Tomographie par
Emission de Positrons et TEMP : Tomographie par Emission MonoPhotonique dite aussi
SPECT pour Single-Photon Emission Computed Tomography) et enfin les principaux

radiotraceurs a I’étude et utilisés en routine clinique.

3.2.3.1 Radioactivité

La radioactivité est un phénoméne physique par lequel des noyaux atomiques dits
instables (radioisotopes ou radionucléides) vont se transformer en d’autres atomes par un
phénomeéne de désintégration. Ces radioisotopes vont alors émettre des particules de matiére
(électron, neutron...) et de I’énergie (photon). Ces rayonnements émis entrainent I’ionisation
de la matiere traversée. Parmi tous les rayonnements ionisants, on distingue les rayons a, 3 et

v (Jha 2004).

3.2.3.2 Modalités d’imagerie nucléaire

La TEP est une des méthodes d’imagerie médicale permettant d’évaluer certains
aspects de I’activité métabolique ou bien moléculaire d’un tissu ou d’un organe en 3D. Dans
ce cas, c’est la désintégration B qui intervient en ce qui concerne les radiotraceurs et isotopes
utilisés. Ce type particulier de rayonnement concerne les isotopes présentant un exces de
protons et s’accompagne de I’émission d’un positon et d’un neutrino (Jha 2004) (Maisey
2005) (Figure 23). Cette technique repose sur I’injection d’une molécule marquée (avec un
radioisotope) dont le comportement et propriétés in vivo sont connus. Leur accumulation ou

liaison permet d’obtenir une image d’un organe ou d’une cible moléculaire déterminée.
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(511 keV)

Figure 23. Désintégration B* (positon).

Le positron est la particule anti-électronique et va, lorsqu’elle rencontre un électron de
la matiére, s’annihiler en deux rayonnements gamma émis a 180° (sous forme de photons). La
détection des photons est simultanée et on peut ainsi par coincidence de la réception revenir
au lieu de Il’annihilation (Maisey 2005). La TEP permet de visualiser les activités
métaboliques des cellules ; on parle alors d’imagerie fonctionnelle qui s’oppose aux méthodes
d’imagerie structurales présentées dans le chapitre précédent. Un exemple d’instrumentation
TEP est présenté en Figure 24 avec injection du radiotraceur (*8F, ®8Ga, ...), acquisition des

images et reconstruction (Corporation 2016).

coincidence
processing unit
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list-mode data
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radiotracer

annihilation image reconstruction

Figure 24. Principe d’une TEP. Les cristaux de détection permettent la mesure des
rayonnements gamma. Ces signaux sont ensuite analysés (sinogramme) et transformés sous
forme d’image aprés leur reconstruction.
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Le principe de la TEMP est proche de celui de la TEP puisqu’il s’agit également d’une
tomographie d’émission reposant sur I’injection d’un radiopharmaceutique. La TEMP est
également une technique d’imagerie nucléaire reposant quant a elle sur la scintigraphie et

permettant I’obtention d’images par le biais de gamma caméras qui tournent autour du patient
(Figure 25).
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Figure 25. Principe d’une TEMP.

Un collimateur va permettre la sélection angulaire des photons et des détecteurs vont
pouvoir recevoir les signaux gammas émis par le radioisotope (Figure 26). Ainsi la TEMP se
différencie de la TEP par les radionucléides utilisés (*™Tc, In, ...).
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Figure 26. Exemple du ®™Tc (demi-vie : 6h) se transformant en %°Tc aprés émission gamma.
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3.2.3.3 Radiotraceurs en imagerie de I’athérosclérose

Le developpement et I’expansion de la TEP dépend en grande partie de la découverte
de nouveaux radiotraceurs capables de cibler divers processus physiologiques ou

pathologiques.

Alors que de nombreux traceurs sont développés dans le ciblage du processus
inflammatoire (consommation augmentée de glucose par les cellules inflammatoires,
recepteurs aux chimiokines ou interleukines, phagocytose, etc.) (Rogers and Tawakol 2011)
lors du développement de I’athérosclérose (cf Partie 1), d’autres en revanche ciblent des
processus associés a I’athérome (développement de la chape fibreuse, hypoxie) (Folco,
Sheikine et al. 2011) mais également a la progression de la plaque et sa rupture (angiogénése,
calcification, Iésions dues aux complications) (Golestani, Jung et al. 2016) (Tableau 6).

La résolution spatiale de I’image est comprise entre 4 et 7 mm pour I’imagerie clinique
(chez I’homme) et est inférieure a 1,5 mm en études précliniques (chez la souris ou le rat par
exemple) (Pichler, Wehrl et al. 2008).
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Cible
Processus ciblé o Radiotraceur | Sujets | Artéreciblée | TRR | LNR
moléculaire
_ o ®4Cu-anti P-
Endothélium P-sélectine L AM Aorte 1,3 9.
sélectine Ab
88Ga-fucoidan AM Aorte 51 | 1,7-24
Cellules Métabolisme _
_ _ o BE-FDG Hu-I Carotide 1522 | 1,1-1,2
inflammatoires | glucosidique
Récepteur de | ®*Cu-DOTA- )
o AM Fémorale 3,4-3,7
chimiokines vMIP-I1I
64Cu-DOTA- )
AM Fémorale 2,9-4,4
DAPTA
Récepteur ¥E-fluoro-D- | AM/Hu )
o Carotide 2,3-4,8
manosidique mannose T
BGA-
Récepteur SST Hu-I Aorte/coronaire | 1,4-3,7 | 1,2-1,5
DOTATATE
TSPO 11C-PK11195 Hu-1 Aorte-carotide | 1,1-2,4 | 1,2-25
Métabolisme 1BE-LC-
) ) Hu-I 19
de la choline choline
64Cu_
Phagocytose ) AM Aorte
nanoparticules
) o %Ga-NOTA- | AM/Hu- )
Néoangiogenese Intégrine Aorte-carotide
RGD I
1BE-flotegatide AM Aorte 15-47 | 2,852
18F_
Hu-I Carotide 2,0 1,7
galactoRGD
Récepteur 897r- )
) Hu-T Carotide 2,1
VEGF bevacizumab
Hypoxie Red-Ox BE-FMISO AM Aorte 2,5
Calcification Chemisorption BE-fluoride Hu-I Coronaire 1,3-1,7 1,1

Tableau 5. Radiotraceurs recemment décrits dans I’imagerie moléculaire TEP de la plaque
d’athérome. Ab = anticorps, AM = modele animal, Hu-l = imagerie humaine, Hu-T =
imagerie sur tissus humains, LNR = ratio lésion-sain, SST = somatostatine, TRR = ratio cible-
tissu de référence, TSPO = protéine de translocation, VEGF = facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (adapté de Lee and Paeng 2015).
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Des améliorations concernant la résolution spatiale mais aussi la correction du
mouvement myocardique sont nécessaires dans le cas de I’imagerie des artéres coronaires. La
Figure 27 présente un schéma récapitulatif d’une plaque d’athérome ainsi que les traceurs

TEP et TEMP associés a leurs cibles moléculaires.
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mTe-antivCaM-1
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® | o o [ e |
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18E_FDM t\ C) _j(_,u(&_ i >
BE.choline . . ‘é ( - [
1C-PK11195 Proteolysis avoptotic L0 Hypords »
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MCu-nanoparticle #mTe-annexin V -
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Tc-RP8OS 1BE-EMISO

Neoangiogenesis
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18 6RGD
BmTe-NC100692
#9Zr-bevacizumab
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Figure 27. Plague d’athérome et cibles moléculaires accompagnées des radiotraceurs associés
(Lee and Paeng 2015).

Le 2-deoxy-2-'8F-fluoro-D-glucose (*8F-FDG) est le radiotraceur de référence pour
I’imagerie in vivo du cancer ; il a été utilisé pour évaluer I’athérosclérose (Schéma 3). Le
déoxyglucose est un analogue du glucose qui entre en compétition avec ce dernier dans sa
captation par les macrophages et autres cellules consommatrices de glucose (Davies, Rudd et
al. 2004).

70



OAe OAe

orf Kaé@fé Kaza
o KF )
AcO AcO
AcO OAe AeO OAe
18'5
HEI (aqg)
OH
¢]
HO
HO OH
vegpe T

Schéma 3. Synthése du *®F-FDG.

La littérature concernant I’imagerie de I’athérosclérose utilisant le 8F-FDG est
hétérogéne. Quand plusieurs études montrent I’accumulation de *¥F-FDG dans les plaques
athérosclérotiques chez I’hnomme (Rudd, Warburton et al. 2002) (Figure 28) ou chez le lapin
(Lederman, Raylman et al. 2001), d’autres n’obtiennent pas les mémes images (Menezes,
Kayani et al. 2010) (Myers, Rudd et al. 2012). Une étude a par ailleurs indiqué differents
mécanismes de stimulation des macrophages (hypoxie), CML ou cellules endothéliales
(activées par des cytokines) qui pourraient contribuer & une captation importante du 8FDG

dans les plaques athérosclérotiques (Folco, Sheikine et al. 2011).

Figure 28. Imagerie d’un patient adulte avec accumulation (fleche blanche) au niveau d’une
plaque carotidienne (Orbay, Hong et al. 2013).
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L'utilisation du ®F-FDG reste néanmoins dépendante de l'activité métabolique des
cellules et leur appétence pour le glucose, or, les plaques avancées d'athérothrombose sont
souvent composées de matériel inerte métaboliquement (lipides, hémoglobine, cellules
mortes). 1l est possible qu'une réponse immunitaire au niveau adventitiel (formation d'organes
lymphoides tertiaires menant a une forte accumulation de lymphocytes B) puisse donner des
signaux positifs en regard des plaques d'athérosclérose (Yin, Mohanta et al. 2016). Enfin, la
principale limite du ®F-FDG est sa forte captation par le myocarde qui est un grand
consommateur de glucose. Il a été montré que cette captation pouvait étre diminuée par
administration de verapamil chez la souris (Gaeta, Fernandez et al. 2011). Le verapamil est un
inhibiteur calcique. Par son action sur les mouvements de calcium au sein des cellules
cardiaques, il diminue la conduction du nceud auriculo-ventriculaire qui entraine une

diminution de I’accumulation de ®F-FDG comme montré par les auteurs.

Le 8F-fluorure de sodium (Na'®F ou *8F-fluorure) se lie avec I’hydroxyapatite par
substitution de deux groupements hydroxyles pour former la fluoroapatite (Hawkins, Choi et
al. 1992). Il a été montré que I’hydroxyapatite est le composé majoritaire de la calcification
vasculaire ce qui fait du Na'®F un marqueur possible de la calcification au cours de
I’athérogenése (Lee, Morrisett et al. 2012). Des études ont en effet montré son accumulation
sur des sténoses et scléroses aortiques de patients ainsi que dans des artéres coronaires
(Figure 29) (Dweck, Chow et al. 2012, Dweck, Jones et al. 2012). De plus, le Na®F ne
souffre pas de captation intensive par le myocarde et, contrairement aux analyses scanner qui
montrent des dépOts macroscopiques, il se lie préferentiellement aux zones de
microcalcifications (Irkle, Vesey et al. 2015) qui sont un élément clé dans la vulneérabilité des
plagues (comme indiqué dans le chapitre précédent). Cependant, il reste a déterminer si
I’identification de microcalcifications permet de prédire la possible survenue de complications

cardiovasculaires.
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Figure 29. Imagerie d’une artere coronaire de patient. a) image CT montrant une calcification
au niveau de I’aorte descendante (fleche blanche) b) fusion TEP/CT montrant une
accumulation au niveau de I’aorte ascendante et descendante (fleches blanches) (Tarkin, Joshi
et al. 2014).

Parmi les nombreux radiotraceurs proposeés dans la littérature et utilises chez I’homme ou en

ayant fait I'objet d'études cliniques, on peut noter :

8Ga-DOTA-TATE permettant la détection de macrophages, surexprimant les
récepteurs somatostatine SSTR-2 au stade de la plaque vulnérable, sans captation
parasite du myocarde (Mojtahedi, Alavi et al. 2015)

- 11C-PK11195 ligand de la TSPO (Translocator Protein) qui co-localise avec un
marquage CD68 (phagocytes) et PBR (fonction mitochondriale) au sein de plaques
symptomatiques et asymptomatiques (Gaemperli, Shalhoub et al. 2012)

- BF-fluoromisonidazole et analogues permettant la détection de I’hypoxie
caractéristique du cceur nécrotique (van der Valk, Sluimer et al. 2015)

- %Ga-Annexine A5 marqueur de I’apoptose trés présente au sein des plagues

d’athérome (Kietselaer, Reutelingsperger et al. 2004)

Par la diversité des radiotraceurs et la multitude de cibles moléculaires, I’imagerie
nucléaire prend de plus en plus de place dans le diagnostic de I’athérosclérose. Dans ce travail
de thése, un nouveau radiotraceur TEP ayant pour cible la Lp-PLA: a été développé.
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4) Phospholipase Az associée aux lipoprotéines
(Lp-PLA))

Les phospholipases sont I’'une des premieres classes d’enzymes dont I’activité a été

étudiée et la superfamille des phospholipases Az a quant a elle été identifiée pour la premiére

fois dans du venin de serpents au XIX®™ siécle (Dennis, Cao et al. 2011).

Poids moléculaire

Résidus

Type Groupe Sous-groupe
P P grotp (kDa) catalytiques
Gl A, B 13-15
Gll A B C D EF 13-17
Gl 15-18
GV 14
GIX 14 His/Asp
SPLA:2
GX 14
GXI A, B 12-13
GXII A B 19
GXl1 <10
GXIV 13-19
GIV A(a), B(B), C(y), 60-114 Ser/Asp
cPLA:?
D(9), E(e), F(©)
_ GVI AB), B(y), C(3), 84-90 Ser/Asp
iPLA2
D(e), E(C), F(n)
GVII A (Lp-PLA), B 40-45 Ser/His/Asp
PAF-AH (PAF-AH 11)
GVIII A(a), B(a2), B 26-40
LPLA: GXV 45 Ser/His/Asp
AdPLA GXVI 18 His/Cys

Tableau 6. Superfamille des phospholipases A2 (Dennis, Cao et al. 2011).
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L’un des changements majeurs dans ces decouvertes a été celui des chercheurs
Seilhamer et Kramer qui séparément, en 1988, annoncent la purification, le séquencage et le
clonage de la premiére PLA, sécrétée humaine non pancréatique qui seront dorénavant
appelées sPLA; (pour « secreted PLA> ») (Seilhamer, Pruzanski et al. 1989) (Kramer, Hession
et al. 1989). Le groupe des PLA: cytosoliques (cCPLA?) sera découvert par la suite en 1991
(Sharp, White et al. 1991). Les PLA; seront alors classées en groupes et sous-groupes dont le
systéeme de numeérotation repose sur la désignation des venins dans lesquels les PLA; avaient

été auparavant découvertes (Dennis 1994) (Tableau 6).

C’est en 1995 que la PAF-AH humaine (pour Platelet Activating Factor
AcetylHydrolase) sera clonée (Tjoelker, Wilder et al. 1995) ; cette enzyme plasmatique dont
la fonction est I’hydrolyse des lipides oxydés sera appelée Lp-PLA.. Dans cette partie, nous
définirons les caractéristiques de la Lp-PLA; ainsi que son role dans I’athérosclérose. Enfin
nous aborderons les stratégies mises en ceuvre pour contrecarrer ses effets pro-oxydants et
dans quelle mesure elle pourrait étre une cible de choix pour I’imagerie de la plaque

d’athérome vulnérable.

4.1 Biochimie, propriétés structurales et fonctionnelles

La Lp-PLA; (ou PAF-AH) est une protéine sécrétée indépendante de Ca?* de 45 KDa
appartenant a la superfamille des lipases a sérine qui circule dans le plasma sous sa forme
active (Karabina and Ninio 2015). Cette enzyme est capable d’hydrolyser de maniere efficace
la chaine sn-2 du PAF mais posséde une activité restreinte sur les membranes de
phospholipides naturellement présents dans les membranes cellulaires (Mclntyre, Prescott et
al. 2009). Cette protéine plasmatique a donc la faculté d’hydrolyser les résidus acétyles du
PAF mais également la chaine sn-2 de phospholipides oxydés produits lors de I’oxydation des

LDL dans la formation de plaques d’athérome (Schéma 4) (Marathe, Prescott et al. 2001).
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Schéma 4. Dégradation du PAF en Lyso-PAF et de la ox-PC en Lyso-PC par la PAF-AH.
NEFA : Non Esterified Fatty Acids.

Le PAF (1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine) est un phospholipide
messager synthétisé par de nombreuses cellules de I’organisme notamment les cellules
sanguines et vasculaires telles que les cellules endothéliales, plaquettes, neutrophiles,
monocytes et macrophages (Prescott, Zimmerman et al. 1990). Des niveaux élevés de PAF
étant néfastes et responsables de nombreuses pathologies chez I’homme, la Lp-PLA: a été

identifiée comme inactivatrice du PAF.

Figure 30 Structure de la Lp-PLA: avec en vert les feuillets B, en violet les hélices et en gris
les boucles. Les domaines de liaison sont orientés vers le bas (Samanta and Bahnson 2008).
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La structure cristalline de la Lp-PLA> a démontré qu’elle possédait un repliement o-f3
hydrolase et contenait une unité catalytique formée par 3 acides aminés (Serz7s, Hisssi et
Asp2gs) (Samanta and Bahnson 2008) (Figure 30).

Une propriété importante de la Lp-PLA> est son association aux lipoprotéines, incluant
HDL et LDL, et dans une moindre mesure a la Lp(a) (Stafforini 2009). Dans le plasma
humain, elle circule a 70-80% liée aux LDL et a 20-30% liée aux HDL. Une étude a par
ailleurs montre qu’elle avait une préférence d’association avec les fractions de LDL les plus
denses et les plus electronégatives (Gaubatz, Gillard et al. 2007). De plus, la Lp-PLA; étant
capable de migrer entre les différentes lipoproteines, il a été montré que sa distribution au sein
des lipoprotéines serait éventuellement révélatrice de ses fonctions physiopathologiques chez
I’lhnomme (Gardner, Reichert et al. 2008). Par exemple, le groupe de Tsimihodimos et al. a
décrit des distributions modifiées d’activité Lp-PLA2 sur des HDL et LDL corrélées avec la
séverité de I’hypercholestérolémie. Dans certains cas, on peut méme observer une élévation
du niveau de Lp-PLA: associée aux VLDL riches en triglycérides et aux IDL (Tsimihodimos,
Kakafika et al. 2003)

De nombreuses cellules inflammatoires impliquées dans I’athérosclérose sécrétent la
Lp-PLA2. On peut citer les monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les mastocytes
activés et les plaquettes activees (Tselepis and John Chapman 2002). Comme présenté
auparavant, les monocytes et macrophages sont des acteurs clés de I’initiation et de la
formation des plaques athérosclérotiques et la modulation de I’expression de Lp-PLA; par ces

cellules serait liée a la vulnérabilité de la plaque.

4.4 Role de la Lp-PLA: dans I’athérosclérose et son
intérét en imagerie nucléaire

L’expression et la sécrétion exacerbée de la Lp-PLA par les monocytes humains
différenciés en macrophages sont des facteurs déterminants de la formation de lésions
d'athérosclérose. Ainsi, la Lp-PLA> est considérée comme une enzyme clef dont le r6le dans

la pathologie est trés controversé.

Initialement, la Lp-PLA: était décrite comme ayant un ro6le anti-inflammatoire

notamment en inhibant I’inflammation dans les cedémes (Tjoelker, Wilder et al. 1995).
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Cependant, dans les modeéles murins ou lapins, la majorité de la Lp-PLA: est associée aux
HDL et méme dans des modeles de cochons ou la cholestérolémie est sensiblement la méme
que chez I’homme (De Keyzer, Karabina et al. 2009). Ainsi, une étude sur des souris ApoE -/-
(modeles d'athérosclérose) a montré, qu’avec une activité augmentée en Lp-PLA> (par
transfert génique), une diminution du recrutement de macrophages ainsi que de
I’accumulation de LDLox dans les vaisseaux pathologiques était observée due aux propriétés
athéroprotectrices des HDL qui lient la Lp-PLA: dans ces modeles (Theilmeier, De Geest et
al. 2000). Puisque chez I’homme, la Lp-PLA: est principalement associée aux LDL, les
résultats issus de modéles animaux sont difficilement transposables. Comme indiqué
précédemment, en inactivant le PAF et en hydrolysant les LDLoX, elle agit en tant qu’enzyme
anti-athérogene. Cependant, les produits formés lors de I’hydrolyse des LDLox tels que lyso-
PC et ox-NEFA (composés pro-inflammatoires et pro-apoptotiques) sont des médiateurs

caractéristiques du développement du cceur nécrotico-lipidique (Figure 31).

Figure 31. Role pro-athérogéne de la Lp-PLA: dans I’athérosclérose par formation de lyso-
PC et ox-NEFA (acides gras non estérifiés oxydés) (Zalewski and Macphee 2005).

En effet, il a été montré que la lyso-PC augmentait la permeéabilité de la monocouche
endothéliale de cellules qui par conséquent entrainerait une probable arrivée facilitée de LDL

et monocytes (Yan, Chai et al. 2005). De plus, une étude chez le lapin a montré qu’un regime
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supplémenté en acides gras non estérifies oxydés augmentait la taille des lésions
athérosclérotiques de 100% (Staprans, Pan et al. 2005).

La Lp-PLA2 et plus particulierement son taux plasmatique est un possible
biomarqueur utile dans le diagnostic de I’athérosclérose. Bien que son r6le biologique dans
I’athérogenése soit encore débattu, les propriétés pro-athérogenes de la Lp-PLA2 semblent
I'emporter au cours de I’athérosclérose. Les études épidémiologiques ont montré que
I’expression de la Lp-PLA: était élevée et corrélée dans des analyses in vitro et chez des
patients atteints de maladies cardiovasculaires (Rosenson and Hurt-Camejo 2012). Ces études
ont permis de soulever I’éventualité d’un réle prédominant pro-inflammatoire de I’enzyme
dans I’athérogenése. En générant des produits d’oxydation avancés, les chercheurs ont conclu
qu’une inhibition de I’activité enzymatique de la Lp-PLA> pourrait étre bénéfique pour la
prévention et/ou le traitement de I’athérosclérose et de ses complications (Rosenson and
Stafforini 2012). Il a été montré que les produits d’oxydation formés par la Lp-PLA2 (lyso-
PC) étaient capables d’augmenter la perméabilité membranaire (Lee, Birukov et al. 2012).
Inhiber la Lp-PLA2 permettrait de contrecarrer ces effets sur les cellules endothéliales et de
diminuer notamment I’infiltration de LDL et de macrophages au sein de la plaque. Ainsi,
I’inhibition de la Lp-PLA: est devenue un objectif thérapeutique majeur a la fin des années
2000 (Figure 32).

Foam Fatty  Intermediate Atheroma Fibrous Complicated
Cell Streak Lesions Plaque Lesmna‘Rupture

1°& Messenger Inflamm.  Cellular Adhesion Plague Plaque

Cyto/Chemokines Molecules Destabilization Rupture
-1 IL-6* sICAM IL-18* MPO*  PAPP-A*
TNF-a IL-18" sVCAM oxLDL* MMPs* sCD40L*
MCP-1* sSelectins Lp-PLA,* MCP-1*
GPx-1*  PIGF*

Acute Phase Reactants
CRP*, sPLA,", SAA, Fibrinogen, WBCC

Figure 32. Biomarqueurs produits lors de I’athérogenése (Koenig and Khuseyinova 2007).
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De nombreux groupes comme GSK ont développé des inhibiteurs de la Lp-PLA:
particulierement sélectifs. Une partie de ce manuscrit sera consacrée a la découverte ainsi

qu’au développement de ces inhibiteurs et notamment le Darapladib.

Dans ce travail de these, nous avons décidé de cibler la Lp-PLA: en imagerie médicale
en utilisant le Darapladib. En effet, elle est majoritairement transportée par les lipoprotéines
au sein de I’organisme (LDL pour I’homme et HDL pour la souris) et produite en grande
partie par les monocytes/macrophages. L'athérogenése se caractérise par une accumulation
progressive de LDL et LDLox accompagnée du recrutement massif de
monocytes/macrophages qui sont chargés de prendre en charge et d'éliminer ces LDLox.
Ainsi, le Darapladib, qui est un inhibiteur sélectif de la Lp-PLA2 n'en reste pas moins un
excellent ligand de cette enzyme, qui permettrait de visualiser une accumulation de LDL mais
également de macrophages au sein des plaques. Le Darapladib serait alors un radiotraceur de
choix dans I’imagerie de I’athérosclérose en ciblant la Lp-PLA> produite & un moment clé du

développement de la pathologie (quand la plaque est dite vulnérable, voir Figure 33).

Reddish-brown staining shows
presence of Lp-PLA,

Early plague
with lipid pool i

Thick cap with
small necrotic
lipid core
“stable plaque”
Thin cap
“rupture-prone”
plague b F

Ruptured plagque
with thrombus in lumen

Figure 33. Clichés immunohistologiques montrant la présence de Lp-PLA? au sein de plaques
coronariennes humaines (adapté de Kolodgie, Burke et al. 2006).
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Chapitre 11 : Etude du Darapladib
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1) Introduction

Comme discuté précédemment, les propriétés pro et anti-athérogenes de la Lp-PLA>
sont sources de débats et divisent la communauté scientifique (Marathe, Pandit et al. 2014).
La communauté scientifigue a conclu au réle pro-athérogene de la Lp-PLA: (Koenig,
Twardella et al. 2006), ainsi, développer des inhibiteurs de cette enzyme est devenu une

possible solution thérapeutique au développement des plaques d’athérome.

La premiere étude réalisée par GSK a permis de mettre en exergue le lien entre
I’inhibition de la Lp-PLA: et le développement de I’athérosclérose (Macphee, Moores et al.

1999) montrant I’utilité de développer de telles molécules.

Il a été montré par exemple que chez le cochon, I’inhibition sélective de la Lp-PLA:
avec le Darapladib réduisait le développement de I’athérosclérose par des mécanismes de
diminution du recrutement de monocytes/macrophages, de I'expression de genes pro-
inflammatoires et du découplage de I’effet de I’hypercholesterolémie sur I’inflammation
(Wilensky, Shi et al. 2008).

Dans cette partie, une revue de la littérature sera consacrée a la recherche autour des
inhibiteurs de la Lp-PLA> et a la synthése du Darapladib qui est le plus puissant inhibiteur
développé a I’heure actuelle. Nous nous intéresserons ensuite a sa synthese en nous appuyant
sur les données de la littérature et principalement les travaux du groupe pharmaceutique GSK
qui sont les pionniers en ce qui concerne I’inhibition de la Lp-PLA:.

Le Darapladib a été développé par GSK dans une optique de thérapie afin de réduire
I’incidence des complications associées aux maladies cardiovasculaires. Dans ces travaux,
nous utilisons I’excellente affinité du Darapladib pour la Lp-PLA: afin de synthétiser un
radiotraceur pouvant étre utilisé en imagerie TEP de I’athérosclérose. Il est ici important de
souligner la nécessité de synthétiser le Darapladib représentant la référence froide (1°F) dans
notre étude. Son étude en HPLC (High Performance Liquid Chromatography) permettra le
développement de méthodes de purification du *®F-Darapladib mais également de contrdle

qualité aprés radiomarquage par co-injection des deux composeés.
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2) Revue bibliographique

2.1 Historique

Les lipases a sérine sont connues pour étre inhibées par des B-lactones (Hadvary,

Lengsfeld et al. 1988) (Schéma 5).

Schéma 5. Inhibiteur de lipases a sérine Tetrahydrolipstatin ou Orlistat.

Cependant, I’analogie avec les composés B-lactames n’avait pas été réalisée. Le
groupe de Tew et al. a synthétisé 2 inhibiteurs (Schéma 6) de la Lp-PLA> sur la base de la
structure de I’Orlistat et a montré qu’ils possédaient des Ki tres modérés (>60 pM) mais qu’ils
seraient un excellent point de depart aux recherches concernant I’inhibition de la Lp-PLA>
(Tew, Boyd et al. 1998).

@)
o
O
Schéma 6. Structure de la forme racémique de SB-216477.

Le groupe de Macphee et al. a légerement modifié la structure pour arriver a des
composés de types azétidinones possédant une bonne inhibition (ICs50<1000 nM) mais dont les
propriétés anti-oxydantes et anti-athérosclérotiques in vivo n’étaient pas suffisantes (Macphee,
Moores et al. 1999) (Schéma 7).
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Schéma 7. Structure des diastéréoisomeéres SB-222657 et SB-223777.

C’est entre les années 2000 et 2001 que GSK développe ses premiers inhibiteurs
possédant une structure clé de type pyrimidinone. Les travaux notamment de Boyd et al.
(Boyd, Flynn et al. 2000) ont permis de cibler deux composés analogues présentant les
meilleures inhibitions et surtout dont I’action réversible envers la Lp-PLA> ont permis de

poursuivre in vivo dans des modeles précliniques (Schéma 8).

(@) (@]
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@whiﬁ\@ @ng)m)
O O

Schéma 8. Structure de deux inhibiteurs au noyau pyrimidone a forte inhibition PAF-AH
(<100nM).

C’est enfin en 2003, aprés plusieurs optimisations des substituants du noyau
pyrimidinone, que GSK publie la découverte ainsi que la synthese du Darapladib ou SB-
480848 (Schéma 9) (Blackie, Bloomer et al. 2003).

N\/\N/\
Schéma 9. Structure du Darapladib ou SB-480848 (ICs0< 0.1 nM).
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2.2 Etudes précliniques et cliniques

Le Darapladib a alors été engagé dans des études précliniques afin de tester sa stabilité
et son métabolisme avec un marquage au *C (sur I’atome étoilé cf Schéma 9). Ces études
effectuées chez le rat et le chien ont montré que seulement 4% de la dose (IV ou orale) était
retrouvée dans la bile et les urines. La majorité du composé se retrouvait sous sa forme non
absorbée dans les feces (Dave, Nash et al. 2014). Des résultats similaires ont été par la suite
obtenus dans une étude de 7 sujets sains ou les profils de biodistribution ont été étudiés apres
prélevements de plasmas, d’urines et de feces (Dave, Nash et al. 2014). Le Darapladib est

alors engagé dans des études cliniques.

La premiére se nomme STABILITY (STabilization of Atherosclerotic plague By
Initiation of darapLadlb TherapY) et compare le Darapladib a un placebo chez des patients
atteints de maladie coronarienne. C’est la premiére étude clinique de phase Il qui teste
I’hypothese qu’une inhibition directe de la Lp-PLA2 pourrait réduire la mortalité
cardiovasculaire, les infarctus du myocarde ou les AVC chez ces patients (Figure 30) (White,
Held et al. 2010).

] STABILITY TRIAL - STABILITY
" Study Design

High risk patients with chronic CHD

Additional entry criterial - Continue/modify guideline-mandated treatment
+e.g., Aspirin, statin unless contraindicated
+ e.g., adjust anti-hypertensive medications

( Randomization J
[ n=-~15,828 ]

1° Endpoint: composite MACE (CV death, M, stroke)

2° Endpoints: Major Coronary Events/Total coronary events/All-cause Mortality

Tpatients <60 years of age will require additional enrichment criteria:
diabetes mellitus, low HDL, current smoking, CKD (eGFR <60 ml/min/1.73 m2), polyvascular disease

Figure 34. STABILITY (STabilization of Atherosclerotic plaque By Initiation of darapLadlb
TherapY) study design. CHD, Pathologie chronique cardiaque; MACE, Evénements
cardiovasculaires majeurs; CV, Cardiovasculaire; MI, Infarctus du myocarde; CKD,
Néphropathie chronique ; eGFR, Filtration glomérulaire estimée (White, Held et al. 2010).
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Dans cette étude randomisée, avec un nombre important de sujets (n= 15 800)
impliquant des patients suivis pendant 3,7 années, le Darapladib n’a pas permis de réduire
significativement la survenue d’évenements cardiovasculaires majeurs définis comme la mort
cardiovasculaire, I’infarctus du myocarde et AVC (criteres de jugement principaux) bien
gu’une réduction significative des critéres de jugement secondaires (évenements coronariens
majeurs, mortalité toutes causes confondues) ait été observée signalant un possible effet de la
thérapie (Figure 31) (Investigators, White et al. 2014). Il est important de noter que 96% des
patients traités recevaient des statines qui sont des hypolipémiants connus pour réduire les
niveaux de Lp-PLA: a hauteur de 35% (O'Donoghue, Morrow et al. 2006). Il est alors
difficile d’imputer la négativité des résultats & un manque d’efficacité de la thérapie.

100+

14
— 904 12| Hazard ratio, 0.94 (95% ClI, 0.85-1.03) Placebo
& P=0.20
£ 804 104 =" -
£ 704 LR *” Darapladib
=
& g0 51 o
o -
5 4] ez
E 0 ; =
T i
S 0]
= 0 T T T T T T T 1
3 304 0 6 12 18 24 30 36 42 48
5
= 204
a 104 J—
0 T T T T T T T 1
1] 6 12 18 24 30 i6 42 48
Months since Randomization
No. at Risk
Placebo 7904 7683 7523 7380 7226 7065 6871 5691 508
Darapladib 7924 7694 7518 7355 7218 7078 6907 5716 566

Figure 35. Courbes de Kaplan-Meier concernant les critéres de jugement de type IM et AVC
(Investigators, White et al. 2014).

La seconde étude, visant a tester le Darapladib chez I’homme, se nomme SOLID-TIMI
52 (Stabilization of Plaque Using Darapladib-Thrombolysis in Myocardial Infarction 52).
Cette étude clinique de phase Il a impliqué 13 026 patients stabilisés aprés des syndromes
coronariens aigus et consistant en la prise randomisée de Darapladib ou de placebo (Figure
36) (O'Donoghue, Braunwald et al. 2014).
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SOLID- TIMI 52 trial:
13 026 patients randomized
within 30d after ACS

580 patients excluded (4.5%):
data on high potency statins

were missing
A 4
12 446 patients included in
the current study

High Potency statin:

Atorvastatin 240mg

Rosuvastatin 220mg

Simvastatin 80mg

) Baseline visit 521? patients {41.9%): 7234 patients (58.1%):
(median 14 days after ACS}| High potency statin not treated with high-potency statin
I A - 6638 patients: Non-high-potency statin
Missing data- 264 patients | I L 596 patients: No statin treatment
: - _
Mg \’c:,,-"' I \“ Missing data- 701 patients.
n=4064 (32.1%)I /,,f—" e | n=5861 (89.7%)
" ~
¥ - T2 (103%) n=384 (17.9%) ~ ., ¥
End of treatment visit .
(median 2.3 years after 4736 patients (41.3%): el e e N
baseline visit) high-potency statin not treated with

high-potency stafin

Figure 36. Etude SOLID-TIMI 52. ACS, syndrome coronarien aigu (Acute Coronary
Syndrome) (Eisen, Cannon et al. 2017).

Aprés un suivi de 2,5 années, la prise de Darapladib par ces patients n’a pas permis de

réduire la survenue d’événements coronariens majeurs (Figure 37).

18+

o
40

16+

14+ 252

Placebo -5 ,
124 ac'e_J(lF‘ Darapladib

10+

Patients With Primary End Point Event,

HR, 1.00 (95% €I, 0.91-1.09)
2 2 P=93

0 T T T T T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

Time Since Randomization, mo

No. at risk
Placebo 6522 6219 6060 5945 5825 5726 5638 5544 5046 3942 2684 1550 669
Darapladib 6504 6201 6038 5902 5787 5708 5636 5534 5061 3955 2673 1558 634

Figure 37. Courbes d’incidence cumulée de I’étude SOLID-TIMI 52 (O'Donoghue,
Braunwald et al. 2014).
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Le Darapladib est alors abandonné aprés le double échec en phase Ill. Cependant, le
Darapladib possede une structure bien spécifique dont plusieurs bénéfices peuvent étre tirés.
Le Dr. Emmanuelle Jestin a émis I’hypothese qu’en utilisant I’excellente affinité du
Darapladib pour la Lp-PLA., il nous est possible de détourner I’utilisation thérapeutique de ce
médicament vers un usage diagnostic. En effet, le Darapladib posséde plusieurs positions
fluorées qui peuvent étre marquées par un atome radioactif (*3F). Etant donnée la trés forte
inhibition du Darapladib envers la Lp-PLA;, un marquage au ‘®F permet de conserver les
propriétés physico-chimiques de la molécule tout en disposant d’un radiotraceur sélectif.
Nous pouvons alors utiliser ce compose en imagerie TEP de I’athérosclérose puisque la Lp-
PLA:; est présente au niveau des plaques d’athérome et que le Darapladib a déja été étudié
chez I’homme (sécurité, biodistribution, voie d’administration). Si une prise orale de
Darapladib était plus aisée en thérapeutique, une injection IV de Darapladib marqué est
suffisante en imagerie TEP. Cette utilisation a par ailleurs été brevetée par notre équipe
accompagnée de I’usage de nombreux autres analogues du Darapladib en imagerie de

I’athérosclérose.

Dans un premier temps, il nous a fallu synthétiser le Darapladib afin d’avoir une

référence froide (*°F) indispensable pour la suite du projet.
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2) Synthese du Darapladib

2.1 Stratégies de synthese

Le Darapladib se divise en 4 groupes principaux (Schéma 10) :

Le groupe 1 constitué par un noyau pyrimidone substitué sur I’azote N1

Le groupe 2 formé par un fluorophényle lié au soufre de la thiouracile du groupe 1

Le groupe 3 impliquant le trifluorométhylbiphényle

Le groupe 4 représentant I’entité N,N-diéthylenediamine

Groupe 4

Schéma 10. Groupes constitutifs du Darapladib. Les groupes 1 et 2 sont les principaux
acteurs de I’interaction avec la Lp-PLA: via la cétone et I’azote N3. Le groupe 3 renforce les
interactions déja présentes et le groupe 4 est extérieur a la poche enzyme-substrat.

Les différentes équipes qui se sont attelées a la synthése du Darapladib et ses analogues

ont adopté des approches différentes (Schéma 11) :

- une synthese de type convergente permettant la substitution de I’azote N1 dans un
premier temps puis la cyclisation de la pyrimidinone dans un second temps (Cardwell,
Crawford et al. 2011, Nagano, Hsu et al. 2013, Wang, Xu et al. 2013)

- une synthese de type divergente impliquant la synthése séparée des groupes 1/2 et 3/4
assemblés par couplage peptidique pour former la liaison amide (Mulholland, Ross et
al. 2007, Wang, Xu et al. 2011, Hickey, Ife et al. 2016)
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Mulholland et al (2007)
'e) Hickey et al (2009) o I
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Schéma 11. Différentes approches concernant la synthese du noyau pyrimidone du

Darapladib incluant différentes approches concernant la N1-alkylation.

Dans ce travail de thése nous avons voulu trouver la meilleure approche permettant

d’obtenir le Darapladib et ses précurseurs. La synthése divergente permet une

fonctionnalisation bien plus aisee de la thiouracile et pour cette raison, la synthese

convergente du Darapladib ne sera pas abordée dans ce manuscrit. Le Darapladib peut étre

divisé en 2 fragments principaux : fragment du haut (A) et du bas (B) (Schéma 12).

Fragment B K

Schéma 12. Fragments A et B dans la stratégie divergente choisie pour la synthése totale du

Darapladib.
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2.2 Synthese du fragment A

2.2.1 Méthode de Cardwell

Afin d’accéder au fragment A, nous nous sommes tout d’abord reposés sur les

résultats de Cardwell et al. (Cardwell, Crawford et al. 2011). Cette méthode permet d’alkyler

la thiouracile sur la position N1 avant d’effectuer la substitution sur le soufre (Schéma 13).

(o}

+ Nat
O_ O

O

(0]
NMP

60°C
NH,

Na+

O

NaSCN
TMSCI o
e A
120°C NS
58% . H(OH

o

/©/\C' EOCHO H,0, IPrOH
F 2~-3 60%

iy,

Schéma 13. Synthése du fragment A via la méthode de Cardwell et al (Cardwell, Crawford et

al. 2011).

La premiere étape nécessite la condensation du sel de glycine sur le methyl-2-

cyclopentanecarboxylate. L’énamine formée n’est pas isolée et est engagée dans une étape de

cyclisation avec le thiocyanate de sodium pour accéder a I’acide 1. Ce dernier est obtenu par

précipitation depuis le milieu réactionnel dans I’eau. Les résultats sont présentés dans le

Tableau 7.
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o

o
NaSCN
o o

Nat NMP 5 TMSCI | NH

+ - — > - — > /g

o__ o 60°C HN 120°C NS
o NH, »o‘ 1 kWOH

Na+

o

Entrée Solvant de précipitation Rendement

1 H20 58%
2 H-0 35%
3 H20 34%
4 H20 53%
5 H20 22%
6 H20 puis DCM 13%
7 H20 puis DCM /

Tableau 7. Formation du composé 1.

Un des points importants a soulever est la tres grande variabilité des rendements. En
effet, comme montré par Nagano et al. (Nagano, Hsu et al. 2013), qui n’ont obtenu qu’un
rendement faible de 10%, cette premiére étape présente des limites de reproductibilité. En ce
qui concerne I’entrée 6, le produit d’intérét n’a pas précipité aprés ajout d’eau et une tentative
d’extraction au DCM a permis de faire précipiter, en partie, le composé souhaité. L’entrée 7
montre que ni I’eau ni le DCM n’ont fait précipiter la molécule 1, ce qui ne nous permettait
pas de I’obtenir avec une pureté suffisante pour la suite de la synthése. En effet, par sa grande
polarité et sa tres faible solubilité dans les solvants d’extraction, il ne nous a pas été possible
de trouver une méthode efficace de purification (CCM préparative, HPLC, colonne
chromatographique). La seconde étape repose sur I’alkylation du soufre de la thiouracile.
Aprés formation du carboxylate issu du composé 1 (KOH), la réaction est effectuée dans un
mélange H20/iPrOH. Aprés substitution du soufre par le chlorure de fluorobenzyle, le milieu
est re-acidifié avec de I’acide formique permettant de faire précipiter le produit d’intérét 2
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insoluble dans le solvant de réaction. Cependant, cette étape présente également une tres
faible reproductibilité. En effet, le composé 2 est trés polaire (non purifiable sur SiO, phase
normale) et soluble uniquement dans le DMSO et en partie dans le MeOH. Sur 10 tentatives,
I’acide 2 attendu n’aura précipité que 4 fois a I’ajout d’acide formique nous permettant
d’accéder au composé 2 d’intérét avec des rendements allant de 5 a 60%. Une solution
proposée et testée consiste en I’extraction du carboxylate formé avec H2O que I’on fait re-
précipiter en acide carboxylique par ré-acidification (HCI 1N) de la phase aqueuse.
Cependant, sur 4 extractions, le produit se retrouve dans les deux phases et de maniere plus
générale ne présente pas la pureté nécessaire pour continuer la synthése par rapport a la
méthode de précipitation précédente. En definitive, suffisamment de composé 2 aura éte
obtenu pour continuer la synthése mais au vu des faibles rendements et de la non

reproductibilité des différentes étapes, une autre voie de synthése a été alors envisagée.

2.2.2 Méthode de Hickey

Une seconde methode abordée dans ce manuscrit s’est inspirée des travaux de Hickey
et al. (Hickey, Ife et al. 2016). Cette stratégie s’oppose a celle présentée précédemment dans
la mesure ou la cyclisation formant le noyau pyrimidone se fait sans alkylation sur I’azote N1.
Le soufre est d’abord substitué puis une alkylation sera réalisée sur I’azote (Schéma 14).

; o
F
o~ o o
0 DBU NH Kl | N
+ — > ‘ — > /‘k
ACN N S Acétone H S

S Reflux H Reflux

)k 74% 3 97% 4 F
H,oN NH, BrAgO\]<
DCM
DIiPEA TA

SACLF

5

O O
. L
| |

N/ks -~ N/k

T woY

FOTA
2
H X

Schéma 14. Synthese du fragment A via la méthode de Hickey et al.
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Dans un premier temps, la double condensation de la thiourée sur le methyl-2-
cyclopentanecarboxylate permet I’obtention du bicycle pyrimidone 3 avec des rendements
allant de 58 a 74% (n = 7). Dans un second temps, I’alkylation du soufre par le 4-
fluorobenzylchloride dans I’acétone a permis I’isolement par précipitation du produit 4 avec
d’excellents rendements de 82 & 97% (n = 6). L’alkylation de I’amine 4 pour donner I’ester 5
a, quant a elle, présenté des rendements assez faibles surement dus au manque de sélectivité.

Les résultats obtenus sont consignés dans le Tableau 8.

I L
CﬁN LA
N toRX — Oﬁ) m
H /\©\ Solvant F
F

Température

Entrée R-X Solvant | Température Rendement

(@]
1 Bf/\([)( j< DCM TA 10%
(@]
2 Br N K DCM Reflux 25%
O

o

3 YK DCM Reflux 12%
o

4 YK DCE 80°C 14%

o

5 2 (i DCE 80°C 13%
o}

Tableau 8. Alkylation du composé 4 par la méthode de Hickey et al.

Une des premieres remarques concernant cette alkylation est le faible rendement
global. En travaillant dans le DCM a reflux (entrée 2), nous avons réussi a améliorer le
rendement jusqu’a 25%. En travaillant avec le tert-butyl iodoacétate (méthode de Hickey et
al) les rendements n’ont pas été améliorés (entrées 3 et 4) et restent trés modérés. De méme,
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en travaillant & des températures plus élevées (DCE a 80°C, entrées 4 et 5), les rendements
n’ont pas été augmentés et restent faibles (inférieurs a 15%). lls peuvent étre expliqués par la
faible sélectivité de la réaction et des conditions réactionnelles choisies pour I’obtention du
produit N1-alkylé. L’étape suivante d’hydrolyse de I’ester 5 en acide 6 est quant a elle trés
reproductible et permet la récupération du composé souhaité avec des rendements allant de 90
a92% (n = 3).

Au vu des soucis de rendement de I’étape de N-alkylation, nous avons exploré d’autres
conditions réactionnelles. Nous avons notamment étudié les méthodes d’Azad et al. (Azad,
Jain et al. 2015) ainsi que celles de Wang Y. et al. (Wang, Xu et al. 2011). Les rendements
annoncés sont excellents et tous supérieurs a 90% pour tous les exemples proposés. L’étape
d’alkylation est réalisée dans le DMF ou I’ACN a des températures comprises entre 75 et
80°C. Via cette méthode, nous avons obtenu un composé avec un rendement de 96%.
Cependant, ce produit n’était pas le méme ester 5 que celui précédemment isolé. En effet, en
CCM, les Rf du nouveau produit et de la molécule 5 étaient respectivement de 0.95 et 0.25
dans un mélange 40/60 Hex/EtOAc. Avant de rentrer dans I’explication de ce résultat, il est

important de souligner la réactivité particuliere de la thiouracile.

L’entité thiouracile présente dans la structure du Darapladib posséde une réactivité
face a I’alkylation bien spécifique. En effet, trois sites nucléophiles possibles sont disponibles
et entrainent une compétition lors de sa fonctionnalisation (Schéma 15). Les différentes
formes mésomeres permettent de comprendre le degré de complexité concernant la
régioselectivité de son alkylation. Ainsi, les produits formés peuvent étre issus de la O, N1 ou

N3-alkylation.
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Schéma 15. Formes mésomeres de 4 entrainant 3 sites possibles d’alkylation.

96



Dans notre cas, afin de caractériser les produits isolés issus des différentes voies, nous
avons réalisé I’étude RMN des différents composés. La superposition des spectres *H et *C

est présentée ci-dessous (Figure 38).

(a)
i :O-allwlation
‘ N1i-alkylation
| . i I AT W S—
s« . : pem
(b)
_ (\ ! O-alkylation
/\ RIVAN J " | /\ Y -
I I Y A ] T
A4 N S A R T A E—"—
150 100 50 0 ppm)

Figure 38. Spectres RMN H (a) et *C (b) des esters obtenus. Les différences remarquables
sont entourées en rouge. Le spectre supérieur provient du composé inconnu, celui inférieur est
issu du composé 5.

En effectuant une purification sur gel de silice minutieuse de I’expérience dans le
DCM a reflux, il nous a été permis d’isoler 3 composés qui sont les 3 produits d’alkylation
possibles avec des rendements apres purification chromatographique de 7, 21 et 27% pour la

O, N1 et N3-alkylation respectivement (Schéma 16).

X TA
DiPEA

oK l oo

15 6O
LI T
A©\F 1‘ N//L\SU
F

\
1\N/‘7\SA©\ OY 15
F XO
6 5 7
7% 21% 27%

Schéma 16. Produits obtenus lors de I’alkylation de 4 selon Hickey et al. Les rendements
indiqués sont issus des produits isolés apreés purification.
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Ces analyses ont été complémentées avec des expériences 2D HMBC (Heteronuclear

Multiple Bond Correlation). Ces sequences permettent la génération de spectres RMN

montrant la corrélation entre les protons et les carbones a 2 ou 3 liaisons de distance. Les

expériences HMBC nous ont permis d’attribuer sans ambiguité les 3 isomeres 5, 6, 7 obtenus

par la méthode de Hickey. Le carbonyle en a de I’ester a été attribué dans les isoméres a 63
ppm (O-CHy), 50 ppm (N1-CHz) et 45 ppm (N3-CH.) pour 5, 6 et 7 respectivement. Les

hydrogenes His ont montré des taches de corrélation dans les spectres HMBC avec C: et Cy

pour I’isomere 5, Cs pour I’isomere 6 ainsi que Ce et C7 pour I’isomeére 7 (Figure 39, 40, 41 et

42).

Ces expériences nous ont également permis de conclure que I’'unique composé obtenu

dans le DMF a 75 °C était le composé 6.
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Figure 39. Déplacements chimiques des signaux d’intérét *H et *C pour Iattribution des

composés 5, 6 et 7.
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Figure 40. Spectre HMBC du composé 5 dans le DMSO-dg (25°C, 600 MHz — 150 MHz).
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Figure 41. Spectre HMBC du composé 6 dans le DMSO-dg (25°C, 600 MHz — 150 MHz).
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Figure 42. Spectre HMBC du composé 7 dans le DMSO-dg (25°C, 600 MHz — 150 MHz).

Afin de modifier la sélectivité de la réaction, nous avons effectué plusieurs tentatives

d’optimisation concernant I’étape d’alkylation dans le DMF en changeant notamment la base

et I’agent alkylant (Tableau 9).
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DMF
= 75°C

(@]
<:fj\)|N\ + Base
H S/\©\ R-X S O, N1 or N3
4

Entrée Base R-X @) N1 N3
1 K2COs BfA[Or Oj< 96(6) 0 0
2 DiPEA Bf/\[or Oj< 95(6) 0 0
3 NMM BrA[Or Oj< 97(6) 0 0

(@]
4 | KoCOs Tfo(g/)\(f)( > 210 | 0 0

o
o

0
5 | KoCOs | TOY | 58(10
© o
Tableau 9. Méthodologie appliquee concernant I’alkylation dans le DMF.

Les résultats présentés dans le Tableau 9 montrent que I’unique produit obtenu lors de
I’alkylation de 4 dans le DMF est le produit 6 de O-alkylation. On peut méme observer des
rendements décroissants en passant d’un groupement partant de type halogéne vers un triflate
(entrées 3 a 5) ce qui va a I’encontre de la réactivité connue des groupes partants (Schéma 17)
(Singh 2004).

F<CI<Br<lI

Schéma 17. Réactivité des groupes partants (Singh 2004).

Il ne nous a donc pas été possible de réaliser un quelconque déplacement de
sélectivité. 1l semblerait qu’un solvant polaire aprotique (DMF) favorise I’alkylation en O
tandis que des solvants peu polaires aprotiques (DCM, DCE) permettent la formation de la N1

et N3 alkylation sans déplacement majoritaire de sélectivite.
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En conclusion, ces résultats ont montré que plusieurs brevets de la littérature mais
également des articles scientifiques (Azad, Jain et al. 2015) (Wang, Xu et al. 2011) ont
proposé une methode sélective d’obtention du composé 5. Cependant, les expériences
réalisées ont prouvé que, dans les conditions utilisees (DMF 75°C), c’est la molécule 6 qui a
été synthétisée. Aux vues du faible rendement (25%) du composé 5 dans les conditions de

Hickey et al., nous nous sommes tournés vers une troisieme voie décrite par GSK.

2.2.3 Méthode de Mulholland

La troisieme et derniére voie que nous avons etudiée est celle décrite par Mulholland
et al. (Mulholland, Ross et al. 2007). Cette méthode a été développée par GSK afin de pallier
le manque important de sélectivité observé précédemment (Schéma 18).

o-T™S

(0]
HMDS N
ij\lN Saccharine SN 8 | J\
N)\S o M 93% N
H /\©\ DCM N= =S o
g Reflux
4 F

NaOH

73%

o)
| N
<O:ﬁ:1)\s/\©\F

OH 2

Schéma 18. Méthode sélective de Mulholland et al. afin d’accéder au compose 2.

Cette méthode implique, dans un premier temps, la formation d’un éther de silyle non
isolé. La formation de cet intermédiaire est judicieuse car elle permet de bloquer par
encombrement stérique I’alkylation en positions O et N3. Cet éther est, dans un second temps,
engagé dans une substitution sur la position N1 avec le triflate 8. La saponification avec
NaOH, I’extraction acido-basique et enfin la ré-acidification avec HCI 5M permet la
récupération du produit d’intérét avec un rendement global de 73%. Le mécanisme supposé
de cette réaction est proposé dans le Schéma 19. L’utilisation de saccharine permet d’activer

I’azote du HMDS mais également de favoriser la forme énol de la cétone de la pyrimidinone.
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Schéma 19. Mécanisme proposé et supposé de formation de I’ester intermédiaire 11.

Nous avons isolé I’ester 11 afin de comparer le rendement d’alkylation a ceux obtenus
pas les précédentes voies de synthese et nous avons obtenu ce composé avec un excellent
rendement de 93% (n = 3). Cette méthode, décrite comme sélective, permet I’obtention
unique du composé de N1-alkylation. Cependant, les triflates d’alcool étant généralement
instables et sensibles & I’hygrométrie et & la température, nous avons décidé de moduler ces
conditions réactionnelles (solvant, température, agent alkylant). Les résultats sont consignés
dans le Tableau 10.
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@]

N Saccharine

R + HMDS
N S R-X O, N1 or N3
H /\©\ Solvent

4 F T°C

Entrée | Solvant/T°C R-X 0 N1 N3
O
1 DCM/40°C | B Y j< 0 0 0
O
(@)
2 DCM/40°C Bf/\g ~ 0 0 0
O
3 DCM/40°C Tso(;\[or > 0 0 0
O
) TfO ~
4 DCM/40°C (8/)\[3( 0 | 9311 o

o)

o Br
5 DMF/75°C /\[Or < | 26(6) 0 26(7)
Tableau 10. Méthodologie concernant I’alkylation sélective de 4.

Les résultats obtenus montrent une certaine intolérance a la variabilité fonctionnelle.
En effet, I’ester souhaité 5 n’est formé qu’avec I’utilisation d’un triflate en groupe partant. Ni
le brome, ni le changement d’ester (entrées 1 a 4) n’ont permis d’accéder a la molécule
d’intérét. Le composé 4 est trés peu soluble dans le DCM et c’est seulement a I’ajout de
HMDS, par formation de I’éther d’énol, que le milieu réactionnel devient limpide. Afin de
travailler dans des conditions permettant de solubiliser des le depart le composé 4, nous avons
réalisé des expériences dans le DMF a 75°C (entrée 5). Etonnamment, seuls les composés de
O et N3 alkylation ont été obtenus. Il est probable que les conditions trop rudes (75°C)
entraineraient une dégradation du HMDS, empéchant la formation de I’éther.

En conclusion de ces études, la méthode actuelle la plus sélective est particulierement
substrat-dépendante mais nous permet néanmoins d’obtenir I’acide 2 avec un tres bon

rendement. Le schéma général est présenté en Schéma 20.
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Schéma 20. Voie sélective de synthése permettant d’accéder au fragment A.
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2.3 Synthese du fragment B

La synthese du fragment B présente beaucoup moins de difficultés dans sa préparation
car la littérature s’accorde sur les voies utilisées et les rendements proposes sont coheérents.
(Schéma 21).

Pd(QAc)z2
TBAB

Diexane/H,0 i
76°C
89%

Schéma 21. Synthése du composé 12.

Une des méthodes les plus simples et efficaces consiste en un couplage de Suzuki-
Miyaura (Schéma 22) entrainant la formation de I’aldéhyde 12 avec un bon rendement, de
89% (n = 3).
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Schéma 22. Mécanisme supposé du couplage de Suzuki-Miyaura permettant I’obtention de
12 (Martin and Buchwald 2008).

Au cours de I’année 2016, le groupe de Li et al. (Li, Gelbaum et al. 2016) a publié des
travaux sur une methodologie développée autour du couplage de Suzuki-Miyaura. En effet,
dans cet article, les auteurs travaillent dans I’eau a 150°C et forment les composés d’intérét
avec d’excellents rendements en peu de temps. En appliquant cette méme méthodologie, nous
avons réussi a augmenter les rendements mais surtout a s’abstenir de purifier la réaction sur
gel de silice car I’extraction liquide-liquide est suffisante pour obtenir un produit de pureté

satisfaisante (Tableau 11).
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Pd(OAC)2

HO\B/OH O. H
TBAB . o
Base
" O
Solvant
Température 12
F F r Temps

Entrée Solvant T (°C) Purification Temps | Base | Rendement

_ Extraction/Colonne
1 H.0/Dioxane 1/1 | 70°C ) 12h K2COs 77%
chromatographique

_ Extraction/Colonne
2 H.0/Dioxane 1/1 | 70°C ) 12h K2CO3 89%
chromatographique

3 H20 150°C Extraction 20 min | Na2COs 94%

4 H20 150°C Extraction 20 min | Na2COs 96%
Tableau 11. Optimisation des conditions de couplage de Suzuki-Miyaura.

Les entrées 3 et 4 du Tableau 11 montrent, qu’en 20 minutes a 150°C, le produit 12
est obtenu sans colonne chromatographique avec d’excellents rendements allant, jusqu’a 96%
(n = 2). L’aldéhyde 12 est ensuite engagé dans une réaction d’amination réductrice pour
obtenir I’amine 13 d’intérét avec un rendement de 80%. Dans ce cas, I’utilisation d’un
réducteur doux (ici le triacétoxyborohydrure de sodium) est importante afin de ne pas réduire

in situ I’aldéhyde 12 en alcool avant que ce dernier n’ait réagi (Schéma 23).

DCM
0°C puis TA R
: o T S0
O~ LN
H HzN—\_ — T\
12 13 \
(-
NaBH(OAc)3

80%

Schéma 23. Synthése du composé 13.

Cependant, la forte hygrométrie et la fragilité des hydrures nous ont poussés a étudier

une voie annexe (Schéma 24). Cette nouvelle voie, bien que présentant une étape
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supplémentaire, permet la formation de I’alcool 14 a 96% de rendement (n = 3) dans les
conditions décrites précédemment. Ce composé est ensuite chloré par une méthode classique
utilisant le chlorure de thionyle et formant I’halogénure 15 avec un tres bon rendement de
91% (n = 3). Enfin, la substitution qui suit permet I’obtention de I’amine 13 d’interét avec un

excellent rendement de 94% (n = 3).

HO___OH OH cl
~B~ OH Pd(OAc)2

TBAB SOCl,
+ Na2CO3 DMF (Cat)
—_
H,O E O DCM E O
F 14 0°C puis TA E 15

150°C
F F r 06% 91%

DMF
70°C
94%

N~

K,COj

<Z_\

O
2

F

Schéma 24. Voie alternative a I’obtention de 13.

En conclusion de la synthése du fragment B, deux méthodes ont été développées.
L’une présentant un rendement global de 77% sur 2 étapes et I’autre avec 82% de rendement
global sur 3 étapes. La seconde voie nous autorisant a travailler sans hydrures et dans des
conditions moins contraignantes, nous avons décidé de poursuivre avec ces conditions

réactionnelles.

2.4 Couplage des fragments A et B

L’obtention du Darapladib s’effectue par un couplage peptidique entre les fragments A
et B obtenus précédemment. Les sels d’oniums ont été développés afin de realiser des
réactions de couplages amine-acide carboxylique de maniére efficace (Albericio, Bofill et al.
1998). Cependant, les oximes intermédiaires formés sont particuliérement explosifs (El-
Faham and Albericio 2008) et une nouvelle classe de composés de type sels d’uroniums ont
été synthétisés par le groupe d’El-Faham afin de rendre les syntheses de peptides plus sires et

efficaces en moins de 2 heures (EI-Faham, Funosas et al. 2009). Le mécanisme suppose du
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couplage par le COMU est proposé en Schéma 25 avec présence d’un seul équivalent de

DIPEA en tant que base encombrée.
DIPEA

w/\'\? @ H BF
CN N~ 6
| N)\COZEI \( > CN [ ]
N$é 0 / )\co Et +

(b)

O
O H ON_ CN
+ Ky
I R Rl)J(BI{IH 0° X IN\ CO,Et
1 H é O,Et
2
Amide final O:N CN
| Y \N/ 2
H  CO,Et
(c) Amlne

Schéma 25. Mécanisme supposé de formation d’un amide avec le COMU (Chandra, Roy et
al. 2014).

Les deux fragments A et B ont donc été engagés dans une réaction de couplage

peptidique (Schéma 26) et le Darapladib a été obtenu avec un rendement de 65% (n =.4).

Satataval ng

COMU
DIiPEA

DMF
0°C puis TA
65%

N\/\N/\

Schéma 26. Obtention du Darapladib 16 apres couplage peptidique.
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Il est important de noter que lors de I’extraction du produit final, les phases organiques
doivent étre lavées soigneusement afin d’éliminer complétement les impuretés a, b et ¢ (cf
Schéma 25). En effet, ces produits secondaires formés peuvent étre problématiques
notamment au cours de la purification sur gel de silice ou de la chromatographie préparative
suivant I’extraction.

En conclusion de cette premiere partie, le Darapladib a été synthétisé avec un

rendement global de 28% sur 7 étapes résumées ci-dessous (Schéma 27).
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Schéma 27. Synthése totale du Darapladib
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Chapitre 111 : Synthese des précurseurs et
radiomarquage du Darapladib et de ses
analogues
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1) Introduction

L’imagerie fonctionnelle moléculaire permet le diagnostic de pathologies telles que les
cancers, les maladies cardiovasculaires ou encore les neuropathologies... Dans ces travaux de
these, I’imagerie choisie est la Tomographie par Emission de positons (TEP) qui est une des
méthodes de diagnostic présentant une meilleure résolution d’image que la Tomographie par
Emission MonoPhotonique TEMP ou plus couramment appelée scintigraphie (Phelps 2000).
Le radio-isotope choisi pour cette étude, le fluor-18 ou 8F, présente des avantages bien
distincts en comparaison avec les autres radio-isotopes non métalliques de type *'C, **N ou
encore 1°0, également produits par un cyclotron. En effet, son profil d’émission de positons
est constitué a 97% d’émission B* et il se désintégre en isotope stable 0. De plus, sa demi-
vie de 109,8 minutes permet plus de liberté notamment en matiére de transport de

radiotraceurs et de synthese (Preshlock, Tredwell et al. 2016).

Ces avantages ont amené les radiochimistes au développement de molécules
radiopharmaceutiques et radioligands marqués au *8F. De plus, I’incorporation de fluor dans
la structure de molécules permet entre autres de procurer a ces composés une modulation de
leur conformation et de leur propriétés électroniques mais également d’influencer leur
polarité, lipophilie ou encore pKa. Dans ce chapitre, nous expliciterons les différentes
méthodes de radiomarquage les plus utilisées et nous présenterons la synthése du précurseur

de marquage du Darapladib ainsi que son radiomarquage.
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2) Revue Bibliographique

2.1 Fluor-18

Le Fluor-18, comme indiqué précédemment, est le radionucléide le plus utilisé en
diagnostic de routine TEP. Sa production se fait avec un rendement élevé méme sur des
cyclotrons a faible énergie, garantissant son accessibilité. Son temps de demi-vie modéré
(109.77 minutes) permet son transport vers des centres médicaux ne bénéficiant pas de

cyclotron sur place.

Les chimistes peuvent avoir acces au ‘®F en solution aqueuse ([*®F]F) ou sous forme
gazeuse ([*®F]F.) (Tableau 12).

Réaction nucléaire 2ONe(d,0)8F 80(p,n)8F B0(p,n)*eF
Cible 20Ne (200 umol of F2) | 80,, Kr (50 umol of F») H,'%0
Produit [*®F]F. [*®F]F. [*®F]fluoride

Activité spécifique
(GBg/pumol)

0,04-0,40 0,35-2,00 4 x 104

Tableau 12. Réactions nucléaires permettant la production de *®F (Preshlock, Tredwell et al.
2016).

2.2 Echange isotopique

L’échange isotopique implique une substitution d’un atome de fluor-19 par un fluor-
18. Par consequent, le motif trifluorométhyle et en particulier sa présence dans un tres grand
nombre de molécules biologiquement actives représentent une opportunité pour la
communauté scientifique. La chimie organique classique a vu un développement conséquent
des stratégies de trifluorométhylation (Yale 1959, Nagib and MacMillan 2011). Cependant,
les molécules polyfluorées compliquent de maniére significative la radiofluoration
nucléophile. Dans les conditions standards, la réaction est soumise a la dilution isotopique du
composé marqué avec son analogue froid (*°F). De plus, des processus d’échanges entre les
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liaisons C/*°F et I’anion 8F présent dans le milieu réactionnel diminuent grandement I’activité

spécifique des radiotraceurs TEP (Johnstrém and Stone-Elander 1996).

La radiofluoration nucléophile a peiné & devenir un protocole de référence avant le
développement de la chimie supramoléculaire et des cryptates de potassium sélectifs (Irie,
Fukushi et al. 1982). Les premieres tentatives de développement de méthodologies de
synthése concernant le groupe [*®F]CFs ou CF, impliquent I’incorporation de fluor-18 par
échange isotopique (Ido T 1979, Kilbourn and Subramanian 1990, Satter, Martin et al. 1994,
Ruhl, Rafique et al. 2014) (Schéma 28).

F o 18F
[*8F]KF, 18-crown-6 F Ido et al. 1979
R'—\ F R AN F
L 0.5-15% T
Cl H ] Cl Y
0 BrE o
%m [F o Cl Kilbourn et al. 1990
F Jusqu'a 85% FF

F Kryptofix 222 18p
.o kF [FIKF E oo LF
H F F Satter et al. 1994
ClI" H 95% H7L

Schéma 28. Radiofluoration par échange isotopique avec source nucléophile de ®F (adapté
de Lien and Riss 2014).

De maniere plus récente, le groupe de Suehiro et al. (Suehiro, Yang et al. 2011) a
réalisé la synthése du [*®F]JTFMISO (considéré comme un outil de détection des tissus
hypoxiques) par échange isotopique avec de bons rendements mais des activités specifiques

limitées.

En conclusion, I’entité trifluorométhyle a permis le radiomarquage de nombreux
radiotraceurs par des méthodes directes ou indirectes. La principale limite de cette technique
est la tres faible activité spécifique et parfois les rendements pouvant étre trés faibles quand
les molécules deviennent complexes. Cette stratégie n’a donc pas été envisagée concernant le
radiomarquage du Darapladib pour lequel I’activité spécifique doit étre la plus élevée

possible.
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2.3 Radiomarquage de composés aliphatiques ou
vinyligues

La fluoration aliphatique est probablement la méthode la plus souvent employée pour
le marquage au !8F et de nombreux radiotraceurs TEP utilisés en routine clinique sont
synthétisés par cette voie. On peut citer entre autres le ®F-FDG (2-[*8F]fluoro-2-deoxy-D-

glucose) ou encore la 8F-FLT (3'-deoxy-3'-[*8F]fluorothymidine) (Schéma 29).

OH © OH

o cl
H ® /
H@ 1_3; @H 18; ‘ ,)—H \_
H

248Ffluoro-2-dmoxy-D-glucose ([(*¥F]FDG) [2®FIfluoro(myethy it livee ((28F]FCH)

o
\kaH
N No cO0H
o /©/\f
18
] d\g/\/ Feo NH,

185
3'-Deoxy-34[ERHesec-tthimidiiae ([*EF]FLT) O-24®FfiuoroetihyHL-tyyassivee ([1°F)FET)

Schéma 29. Principaux radiotraceurs issus de radiofluoration aliphatique utilisés en médecine
nucléaire (adapté d’Ermert 2014).

Dans les cas du FDG, de la FLT ou de la FCH, un alcool ou un proton est remplacé
par un atome de fluor sans changer le squelette carboné de la molécule initiale. Dans le cas de
la FET, I’introduction du radionucléide se fait par ajout d’une chaine carbonée.

La fluoration aliphatique nucléophile implique la substitution nucléophile d’un
groupement partant par un fluorure-18. Le choix du groupement partant est une étape critique
dans le design des précurseurs, notamment en ce qui concerne sa réactivité et sa stabilité dans
les conditions standards de marquage (Zhang and Suzuki 2007). De plus, la position du
groupement partant a également de I’importance avec par réactivité décroissante : benzylique
primaire, aliphatique primaire et aliphatique secondaire (Coenen 2007). Si tous ces
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parametres sont pris en compte, la radiofluoration nucléophile aliphatique est efficace en
termes de rendement radiochimique (RCY pour radiochemical yield). En outre, elle nécessite
des températures modérées (100°C maximum en général) et a besoin de temps réactionnels

plutdt courts (jusqu’a 15 minutes) (Pretze, Wuest et al. 2010).

Une autre méthode repose sur I’utilisation de sources électrophiles de fluor afin de
réaliser un marquage vinylique. La radiofluoration vinylique électrophile la plus étudiée est
sans conteste I’addition de [*8F]F. gazeux ou de [*®F]AcOF pour isoler le [*F]JFDG (ldo, Wan
et al. 1978). Des acides nucléiques ainsi que des nucléosides ont été radiomarqués de la sorte
avec une excellente régiosélectivité pour la position 5 (Schéma 30) (Cole, Stewart et al.
2014). Cependant, la tres haute réactivité des sources électrophiles de fluor-18 entraine une
chute dans les RCY et dans la sélectivité des réactions. De plus, ne disposant pas au CYROI
des installations nécessaires, cette source de fluor ne sera pas utilisée au cours de cette these.
Il est important également de souligner les difficultés de mesures de radioprotection a mettre

en ceuvre pour une utilisation de [*®F]F, gazeux rendant son usage limité et trés contrdlé.

0 0 0
18 18': 18F
HN [*FIACOF HN EtsN HN |
o H AcOH o H OAc THF, 50°C O)\H

5-[*®FIfluorouracile

18|:

SiMe
_ *  [’®fAcOF »i
/N\ —_— /N\ (@)

N7 O N

-78°C
i 18% @

4-[*®F)fluoroantipyrine

Schéma 30. Exemples de radiofluoration électrophile vinylique (adapté de Cole, Stewart et
al. 2014).
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2.4 Radiomarquage des arenes

2.4.1 Fluoration électrophile

La radiofluoration aromatique électrophile avec F» gazeux entraine la formation de
mélanges complexes due a la force oxydante du fluor (Cacace, Giacomello et al. 1980).
Cependant, sa réactivité a été temperée en utilisant des temperatures basses et par dilution
dans le xéon afin de synthétiser des molécules complexes telles que la 6-[*8F]fluoro-L-DOPA
(Firnau, Chirakal et al. 1984). Dans ce cas, la fluoration est effectuée par SEAr. Afin de
diminuer encore la réactivité de [®F]F, la synthése de la L-DOPA peut se faire dans des
conditions électrophiles douces avec [*®F]XeF. ou [*F]JAcOF. Cependant, une faible
régiosélectivité est observée et les régioisomeéres en positions 2 et 5 sont formés avec le

composé d’intérét en position 6 (Schéma 31).

18|:
HOmCOZH Position 2-
H
HO 2
18
[°F]ACOF HO COH
HO CO,H TFA, 0°C Position 5-
m HO k&
HO 2 15% RCY s
64/7/1 F
2-/5-/6-
ratio d'isomeéres HO CO,H
Position 6-
HO 18 N2

Schéma 31. Synthése de la L-DOPA par SEAr (Adam, Grierson et al. 1986).

Une autre méthode est la fluoration de réactifs organométalliques. Par exemple,
Coenen et Moerlein ont effectué une étude comparative d’une série d’organométalliques et
ont trouve des rendements décroissants de SEAr : ArSnMes>ArGeMes>ArSiMes (Coenen and
Moerlein 1987).

Une derniére méthode est I’utilisation du Selectfluor® (Schéma 32) pour la fluoration

de stannanes ou d’esters boroniques aryliques en présence de complexes d’argent (Banks,
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Mohialdin-Khaffaf et al. 1992, Furuya, Strom et al. 2009) ou de cuivre (Fier, Luo et al.
2013).

/\u

N

“®
o
@i

Selectfluor®

Schéma 32. Structure du Selectfluor®.

Cependant, des complexes plus riches en électrons et plus encombrés tels que
(MespyF") offrent de meilleurs rendements que ceux issus du Selectfluor® comme montré par
les auteurs (Fier, Luo et al. 2013).

2.4.2 Fluoration nucléophile et via les métaux de transition

Les premiéres méthodes de radiofluoration nucléophile aromatique ont été

développées dans les années 50-70 et sont présentées dans le Schéma 33.

8

T°€
8) A—NyfFiBFs — Artle  FAr—F ¥ N ¥ [%qgp, 1 BFRg

Milieu acide
A ) Trom ™

Foc, 185 R\—

Schéma 33. Radiosynthese de fluoro arénes par réactions de Balz-Schiemann (a) et Wallach
(b) (Nozaki 1967, Tewson and Welch 1979).

Les réactions de fluorodédiazotation thermique ainsi que la décomposition thermique
de sels diazoniums permettent la formation de radiotraceurs fluorés aryliques. Cependant, les

méthodologies de Balz-Schiemann et Wallach ne se sont pas étendues et ont été éclipsées par
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le développement de radiofluorations qui impliquaient des groupes fonctionnels bien plus

stables.

Une alternative a la fluorodédiazotation thermique consiste en I’utilisation de groupes
dits secondaires. Cette pratique courante permet I’introduction de fluor-18 au sein de

biomolécules complexes (Schema 34).

o) o °
18 18p O

Acide benzoique N-succinimidyl benzoate
@) 0]
O
N ) N N )
/©)J\o/\/ /©/\NN3 Maléimides
18|: O 18|: O
[*®F]-FBEM [*®F]-FBAM

Schéma 34. Principaux groupes secondaires utilisés dans la radiofluoration aromatique.

Pour ces composés, la SNAr classique ne permet pas la radiofluoration et leur
sensibilité face aux conditions rudes de marquage peut étre contournée par marquage d’un
substrat qui sera ensuite couplé & la cible désirée. L’acide benzoique (Sutcliffe-Goulden,
O'Doherty et al. 2002) ainsi que le succinimidyle (Vaidyanathan and Zalutsky 1992) servent
principalement au couplage avec des amines libres tandis que les maléimides (Kiesewetter,
Jacobson et al. 2011) permettent la réaction avec une cystéine d’une protéine (contenant une

fonction thiol).

Une méthode en pleine expansion a I’heure actuelle est la radiofluoration passant par les

composés issus de I’iode hypervalent.
On peut distinguer :

- les sels diaryliodoniums

- les ylures d’iodoniums

Les sels de diaryliodoniums réagissent avec le fluor-18 formant des fluoroarénes et

iodoarénes (Pike and Aigbirhio 1995) issus de sels riches ou déficitaires en électrons. Ainsi
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cette méthodologie offre un large panel de substrats. En effet, contrairement aux réactions
SNAr sur des groupements partants classiques (OTf, OTs, halogene...), les sels de
diaryliodoniums ne nécessitent pas forcément la présence de groupes électro-attracteurs qui

appauvrissent le noyau aromatique (Schéma 35).

1 eq MCPBA R&=
1 eq TSOH OTs \ 7/ R—_ o 189
Ar—| —» Ar— — > —Ar — > 18F_Ar
S N\ 7/
H
TsO

Schéma 35. Formation des sels d’aryliodonium et radiofluoration.

Les ylures d’iodoniums sont une classe de réactifs de I’iode hypervalent utilisés
comme précurseurs de radiofluoration. Au méme titre que les iodoniums, les ylures réagissent
avec le fluor-18 et peuvent étre préparés en faisant réagir le (diacétoxyiodo)arene avec des

composés dicarbonylés en conditions basiques (Schéma 36) (Cardinale and Ermert 2013).

e

< 0
mcPBA  \ ° 1820
Ar—| — o I=Ar 18F_ Ar
o
o

Schéma 36. Exemple de formation d’ylures d’iodoniums et radiofluoration.

Enfin, la derniere méthode présentée dans ce manuscrit repose sur la radiofluoration

promue par les métaux de transitions. Parmi les différentes méthodologies, on peut citer :

couplage au titane
- couplage au palladium
- couplage au nickel

- couplage au cuivre

Une nouvelle méthode utilisant des nanoparticules de TiO2 a permis le marquage de

multiples composés aromatiques sur des précurseurs tosylés (Sergeev, Morgia et al. 2015).
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Dans le mécanisme proposé de la réaction par les auteurs, le catalyseur joue de multiples
roles. En effet, en plus de désolvater les ions et notamment le fluorure en augmentant sa
nucléophilie, les auteurs emettent I’hypothése selon laquelle les nanoparticules seraient

capables de se coordiner aux atomes d’oxygene du groupement sulfonyl (Schéma 37).
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Schéma 37. Mécanisme supposé et proposé de la radiofluoration induite par le titane (adapté
de Sergeev, Morgia et al. 2015).

Les catalyseurs au palladium sont utilisés dans des méthodologies impliquant des sources
électrophiles de fluor. Le fluor électrophile posséde des propriétés oxydantes et permet la
formation de complexes de palladium a haute valence et de liaisons carbone-fluor. Le
complexe [*8F]Pd(IV)-F offre une solution aux problémes inhérents a I’utilisation de fluor-18

électrophile (faible activité spécifique) (Schéma 38) (Brandt, Lee et al. 2014).
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Schéma 38. Exemple de complexe de palladium permettant I’incorporation de fluor.
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La radiofluoration induite par des complexes organométalliques de nickel peut étre
réalisée avec des faibles activités (jusqu’a environ 20 MBq). Une série de composés
radiomarqués a été synthétiseée utilisant des complexes de Ni(ll) (Ren, Wey et al. 2014)
(Schéma 39)

OZN\Q - 18F
o) 18
O \\S [ F]F
Ni—N
O \_/ Br
| 0~ OH

Br

Schéma 39. Exemple de radiofluoration en présence de complexe de nickel.

Cependant, les complexes de palladium et de nickel sont onéreux et un équivalent de
complexe est nécessaire. Il a donc fallu développer de nouveaux complexes a base de métaux
plus abordables. Le cuivre représente une solution de choix par son faible colt et sa réactivité

similaire aux complexes présentés précédemment (Schéma 40).

R
Cu 18p
Ar- "R Ar-

Schéma 40. Marquage de boronates aromatiques induit par un complexe de cuivre.

L’étendue remarquable de la réaction de Chan-Lam induite par le cuivre(ll) a partir
d’acides boroniques et ses dérivees avec divers hétéronucléophiles mais également la capacité

des aryltrifluoroboronates et des esters de boronate a étre fluorés par KF en présence de
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Cu(OTf), ont servi de point d’ancrage au développement de ce marquage (Schéma 41) (Ye
and Sanford 2013).

©)
F
M + F N
X F oxydant X |
RT - Ry Pz
= Pas de métal noble requis =
Conditions douces
M = SnBu,;, BF3K =5 oxydant

" J

Schéma 35. Fluoration d’aryl stannanes et d’aryl trifluoroboranes (Ye and Sanford 2013).

En 2014, Gouverneur et al. proposent une méthode de radiofluoration permettant le
marquage de substrats issus d’ester de boronates (hétéro)aromatiques (Schéma 42) (Tredwell,
Preshlock et al. 2014).

RN B(OR')2 [Cu(OTf)z(py)4]‘ R
| = [18|:]|:_ | =

Schéma 42. Radiofluoration d’esters de boronate induite par le cuivre (Tredwell, Preshlock et
al. 2014).

L’équipe de Sanford et al. a ensuite généralise sa méthode de fluoration au
radiomarquage en 2015 avec de nombreux exemples a partir d’acides boroniques (Mossine,
Brooks et al. 2015). Dans ces travaux, le complexe de cuivre utilisé est le Cu(OTf) et la
pyridine est ajoutée, permettant de former le complexe in situ et de promouvoir la
radiofluoration. Enfin, en 2016, I’équipe de Gouverneur et al. montre la radiosynthése de 8
radiotraceurs utilisés en TEP par marquage d’esters de boronate (Preshlock, Calderwood et al.
2016).
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3) Synthese des préecurseurs

Afin de radiomarquer le Darapladib, nous avons voulu emprunter la voie la plus
performante de radiomarquage. A I’heure actuelle, la méthodologie de I’iode hypervalent
ayant fait ses preuves notamment dans la diversité des substrats, nous nous sommes donc

engagés dans cette synthese.

3.1 Voie de I’iode hypervalent

Au cours de ce travail de thése, un article particulierement intéressant a été publié dans
la revue Nature et démontre le potentiel d’ylures spirocycliques (Rotstein, Stephenson et al.

2014).

Dans leur méthodologie (Schéma 43), les auteurs proposent une voie one-pot
permettant de former I’ylure directement & partir du composé iodé ou bien une méthode en

deux étapes nécessitant I’oxydation de I’iode puis la formation de I’ylure d’intérét.

0
o)
|
N mCPBA = ><:|
R > R @)
= o)

=

A
OMO
NaBO3
AcOH Na,CO4 Q
0
OMO

. X I(OAC)2 I
|
R{;/ Na,COs

Schéma 43. Voies de synthese envisagées par Rotstein et al. (Rotstein, Stephenson et al.
2014).

Afin d’entreprendre cette voie, il nous a donc fallu synthétiser la version iodée du

Darapladib substituant ainsi le fluor originellement présent dans la structure. En suivant la
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méthode de Cardwell et al. (Cardwell, Crawford et al. 2011), nous avons entrepris la synthese
du Darapladib iodé (Schéma 44).

o)
o o o NaSCN \H
+ Nat NMP o_ TMSCI | Y
0— o 60°C HN 120°C NS
o NH » : 58% OH
? O Na+ ’ 1 Kf(
o o)
Br KOH
H,0. IPrOH
|g K,COg| 2

73%

Ol\)LN
13 + !
NS

DMF COMU
85% DIPEA

N\/\N/\

Schéma 44. Synthese de I’intermédiaire 18.

En suivant cette voie de synthése, nous avons obtenu, aprés substitution du 4-
iodobenzylbromide sur le soufre du compose 1, I’acide 17 avec des rendements allant jusqu’a
73% (n = 2). Le couplage peptidique suivant avec I’amine 13 nous a permis de récupérer le
composé 18 avec des rendements allant de 75 a 85% (n = 4). Au vu des commentaires des
auteurs indiquant la voie one-pot comme la plus performante, nous avons decidé de préparer
I’ylure d’intérét présentant les meilleurs rendements de radiomarquage a partir du composé 18
(Schéma 45).
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Schéma 45. Tentative de synthese de I’ylure précurseur de marquage du Darapladib.

La premiere étape nous a permis d’obtenir le composé dicarbonylé 19 avec 33% de
rendement (n = 2). Des rendements plutét faibles comparés aux 56% annoncés par les auteurs
qui peuvent étre expliqués par la méthode de purification (recristallisation) pouvant étre
optimisée. En effet, nous avons travaillé sur des quantités maximum de 1g et une synthése a
plus grande échelle aurait éventuellement permis d’améliorer ce rendement. Cependant, les 3
tentatives de formation de I’ylure a partir des composé 18 et 19 n’ont pas abouti et
uniquement le produit de départ 18 était visualisé en contréle CCM. Au vu de ces difficultés,
nous avons décidé de coupler le composé 19 a I’intermédiaire iodé 17 et de réaliser le

couplage peptidique dans un second temps (Schéma 46).

Na,CO,4
mCPBA O\)L
é b O
OQ\O\ CHCI3 ;\©\ 1(
Schéma 46. Tentatives de couplage des composés 17 et 19.

Malheureusement, I’acide étant trés difficile a manipuler et notamment a purifier, nous

n’avons pas réussi a isoler le produit d’intérét avec les méthodes disponibles au laboratoire.
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Nous avons alors entrepris la synthése de I’ylure en deux étapes nécessitant la
formation au préalable d’entités diacétoxyiodo (Schéma 47).

a) NaBO3.4H,0
wﬁi‘ N ACOH
FF VRN
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Schéma 47. Tentatives de formation de I’ylure sur deux étapes.
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Comme le montre le Schéma 47, les composés 17 et 18 n’ont pas réussi a étre oxydés
aprés 4 différentes méthodes testées. En revanche, le 4-iodobenzylbromide a été oxydé en
diacétoxyiodobenzyl bromide 20 avec mMCPBA a 64% de rendement. Cependant, la tentative
de couplage avec 1 n’ayant pas fonctionne, nous avons synthétisé prématurément I’ylure 21
(50%, n = 3) qui n’a pas réussi a étre couplé au composé 1. En effet, nous avons remarqué que
I’ylure 21 était peu stable et nécessitait de nombreuses précautions de stockage et de
manipulation (lumiere, température, hygrométrie). De plus, sa purification s’est montrée
complexe puisqu’il avait tendance a se degrader sur SiO2 (CCM, colonne

chromatographique).

Aprés les nombreuses difficultés rencontrées, nous avons décidé d’étudier une
derniére voie utilisant I’iode hypervalent et plus particulierement les diaryliodoniums. Ces

composés peuvent étre obtenus par 2 méthodes présentées dans le Schéma 48.
/I - |
R'® P— Ry P— \©\
R R R

Schéma 48. Rétrosynthese possible de sels d’aryliodoniums (Reed, Launay et al. 2012, Seidl,
Sundalam et al. 2016).

La méthode nécessitant la formation d’un intermédiaire non isolé tosylé est a exclure
car nous n’avons pas réussi a former de diacétoxyiodo arenes issus des molécules 17 et 18.
Nous avons donc décidé d’emprunter la voie de I’étain. En effet, nous disposons des
composés 17 et 18 iodés qui peuvent, par couplage au palladium, former les composés
stannylés souhaités. Différentes méthodes ont été employées (Sn2Bus, LiCl, Pd(PPhs)s;
SnzBus, LiCl, Pd(PPhs)s ; n-BuLi, SnBuzCl ; DIPEA, Sn.Bus, Pd(dba).) (Schéma 49).
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Schéma 49. Tentatives de stannylation des composés 17 et 18.

Toutefois, aucune tentative n’a permis d’aboutir au composé stannylé d’intérét. En
effet, uniqguement du produit de départ était récupéré (en particulier pour le composé 18). Le
composé 17 étant tres difficile a suivre en CCM ou HPLC, il nous a été difficile de tirer des
conclusions. Cependant, la littérature abondante et récente en méthodologie de marquage
aromatique et notamment les groupes de Gouverneur et Sanford nous a offert d’autres

possibilités de précurseurs a développer.

3.2 VVoie des boronates

Les esters de boronate et acides boroniques ont été particulierement étudiés
notamment par les groupes de Sanford et Gouverneur (Mossine, Brooks et al. 2015,
Preshlock, Calderwood et al. 2016). Méme si la méthode décrite par le groupe de Sanford
était a froid, elle a montré son efficacité en fonctionnant tant avec les acides boroniques que
les boronates (Ye, Schimler et al. 2013). Son groupe a par ailleurs publié des travaux de
radiomarquage utilisant le méme complexe de cuivre peu de temps apres (Mossine, Brooks et
al. 2015).

Nous avons alors decidé de synthétiser le fragment A qui possedera la fonction
boronate (Schéma 50). Le fragment B reste inchangé dans le cas de la synthese du précurseur
du Darapladib.
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Schéma 50. Synthese de I’intermédiaire 25.

Dans un premier temps, le bromobenzaldéhyde est réduit en alcool 22 correspondant
avec un rendement de 91% qui sera transformé en ester de bore 24 a 91% de rendement.
L alcool sera alors modifié en groupe partant halogéné de type brome pour former I’ester de
bore 24 (94%) qui sera a son tour engagé dans une substitution avec le soufre de la thiouracile
3 pour donner I’amine 25 avec un rendement de 98%. Arrivés a cette étape, nous avons

entrepris I’alkylation sélective (via HMDS) présentée précédemment (Schéma 51).

TfO/\n/O\ (8)
o)

HMDS
0 Saccharine o)

N puis NaOH
O'\):ks - x

N “@L bcM
5-© Reflux 1) B O

Schéma 51. Alkylation sélective a partir du composé 25.
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Cependant, le produit souhaité n’est pas isolé et lorsque nous effectuons la RMN de
I’hypothétique acide formé brut, aucun signal n’est reconnaissable. Il est fort probable que les
conditions d’hydrolyse de I’ester méthylique mais également celles de I’extraction acido-
basique soient trop rudes pour I’ester de boronate. Nous avons alors été contraints de realiser
I’alkylation de 25 par la méthode non sélective de Hickey et al. (Hickey, Ife et al. 2016)
(Schéma 52).
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Schéma 52. Synthese du fragment A (composé 27).

L’amine 25 est donc engagée dans I’alkylation non sélective et I’ester souhaité 26 est
obtenu avec un rendement moyen de 26% mais suffisant pour continuer notre synthése. Afin
d’obtenir I’acide 27 d’intérét nous avons travaille dans les conditions usuelles décrites
précédemment. Cependant, nous obtenions un mélange de produits apres cristallisation
contenant I’ester de départ 26 ainsi que I’acide souhaité 27. Nous avons alors décide d’utiliser
un piégeur de carbocation afin de favoriser la formation de I’acide 27 (Schéma 53). Aprées
utilisation du TIS (Triisopropylsilane), nous avons réussi a obtenir I’acide d’intérét avec 64%

de rendement.
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Schéma 53. Hydrolyse acide d’un ester tert-butylique

Le couplage peptidique réalisé par la suite nous a permis d’obtenir le précurseur de

marquage du Darapladib 28 avec un rendement de 70% (Schéma 54).

13
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Schéma 54. Synthese du précurseur 28.

La synthése du composé 28 est résumee dans le schéma ci-dessous (Schéma 55). Ce
dernier est obtenu sur 11 étapes avec un rendement moyen de 5% da au faible rendement de

I”’hydrolyse ainsi que de I’alkylation non sélective (conditions de Hickey et al).
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Schéma 55. Synthese totale du précurseur de marquage du Darapladib 28.

136



3) Etude des analogues structuraux

Au cours de nos travaux, nous avons synthétisé de nombreux composés analogues du
Darapladib et non décrits dans la littérature. Afin d’explorer toutes les possibilités s’offrant a
nous, nous avons étudie ces molécules en regardant notamment leur capacité a inhiber la Lp-
PLA.

Comme indiqué précedemment, les travaux de Hickey et al. montrent que lors de
I’étape non sélective d’alkylation du composé 4, 3 produits sont formés (Cf Schéma 16). Les
auteurs annoncaient la synthése d’analogues en N1 alkylation (notamment dans le DMF) mais
ont obtenu les molécules alkylées en O. Nous nous sommes alors tournés vers I’analyse de ces

composés afin de voir leur possible influence sur I’activité Lp-PLA:.

Les équipes de Woolford et Liu et al. (Liu, Chen et al. 2016, Woolford, Pero et al.
2016) ont montré que I’entité thiouracile et en particulier le carbonyle formait des liaisons
hydrogénes avec la Leul53, la Phe274 et la GIn352 de la Lp-PLA>. Le groupe fluorophényle
interagit avec la Leul07, la Leul59, I’Ala355 et la Phe357 dans le site actif de I’enzyme. Le
groupe 4 (Cf Schéma 10) contribue a I’affinité avec I’enzyme par des interactions lipophiles
avec la Phel25 tandis que le groupe 3 engage des interactions m-m qui augmentent 1’affinité
déja importante envers la Lp-PLA2. Cependant, dans le cas des composés en O-alkylation,
I’oxygene du carbonyle est moins disponible pour interagir dans la poche enzyme-substrat.
Afin de vérifier cette hypothese, nous avons décidé de comparer les capacités des composeés 5,
6 et 7 mais également celle des régioisomeres du Darapladib 30 et 32 (Schéma 56) a inhiber
la Lp-PLA>. Les régioisoméres du Darapladib ont été synthétises et sont présentés ci-dessous.
La grande difficulté de manipulation des acides 29 et 31 et plus particulierement leur faible
solubilité pour effectuer les tests d’affinité nous a contraint a les exclure des

expérimentations.
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Schéma 56. Synthése des régioisomeres en position N3 (7 et 32) et O (6 et 30) du Darapladib.
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Les esters 6 et 7 ont été hydrolysés avec des rendements respectifs de 76 et 88%. Les
acides 29 et 31 ainsi obtenus ont alors été tout deux engagés dans des couplages peptidiques
avec I’amine 13 nous permettant d’obtenir les régioisoméres O-Darapladib 30 et N3-
Darapladib 32 a 93 et 60% de rendement. Nous avons alors regardé la capacité des composés
5,6, 7, 16, 30 et 32 & inhiber la Lp-PLA>. Les résultats sont présentés dans la Figure 43.
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Figure 43. Test d’activité Lp-PLA2> A : N1-Ester (5), B : O-Ester (6), C : N3-Ester (7), D :
Darapladib (16), E : O-Darapladib (30), F : N3-Darapladib (32). Les données sont exprimeées
en moyennes + SEM (Standard Error of the Mean) de 3 expériences indépendantes effectuées
en triplicat. L évaluation statistique a été realisee en utilisant les tests d’ANOVA et de Tukey
(PRISM). Les différences significatives ont été considérées pour des valeurs de p inférieures a
0,05. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005 en comparaison au controle.
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Nous pouvons d’ores et déja remarquer la trés forte inhibition du Darapladib (ICso <
0,1 nM). Le composé 5 représentant les groupes 1 et 2 présente une trés bonne inhibition de la
Lp-PLA: (ICso = 52 = 4 nM) ce qui nous améne a considérer le marquage de ce composé car
plus aisé a synthétiser que le précurseur 27. Les composés de O-alkylation et N3-alkylation 6,
7, 30 et 32 possedent une trés faible (voire nulle) inhibition pour la Lp-PLA>. Ceci est en
corrélation avec nos hypothéses amenant les groupes 1 et 2 comme principaux acteurs de
Iinteraction inhibiteur-enzyme. Etonnamment, le composé 30 présente une faible inhibition
tandis que le 32 n’en présente aucune. Des études plus poussées, notamment de modélisation
moléculaire de nos composés au sein du site actif de I’enzyme, pourront nous permettre de
comprendre les mécanismes de reconnaissance enzyme-ligands et les différences observées
entre 30 et 32.

Néanmoins, ces résultats nous permettent de disposer de plusieurs molécules
pertinentes a tester en radiomarquage mais également en imagerie. En effet, le composé 5
possede une tres bonne inhibition pour la PAF-AH. Il serait donc un possible radiotraceur qui
présenterait plusieurs avantages en comparaison avec le Darapladib. En effet, la réduction
significative du nombre d’étapes de synthése permet plus facilement d’accéder au précurseur.
De plus, le radiomarquage d’une molécule moins complexe pourrait augmenter les
rendements de marquage. D’un autre c6té, les composés 6, 7 et 32 possedent une inhibition
nulle ce qui en ferait de tres bons contrdles négatifs. D’autre part le composé 30 possede une
inhibition bien moins élevée que le Darapladib ou que le composé 5 (>100 nM) mais resterait
intéressant a tester au vu des ambiguités de la littérature en ce qui concerne I’alkylation de la
thiouracile (certains groupes ont probablement synthétisé les composés en O-alkylation)
(Wang, Xu et al. 2011, Azad, Jain et al. 2015). Pour des contraintes temporelles, nous avons
décidé de nous focaliser sur les composés 5, 6 et 30. La synthése des précurseurs des

composés 6 et 30 est présentée ci-dessous (Schema 57).
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Schéma 57. Synthese des précurseurs 33 et 35 régioisomeres O du Darapladib.

L’alkylation sélective de 25 par le tert-butylbromoacétate sur la position O permet
I’obtention du précurseur 33 avec un excellent rendement de 94% (n = 3). Son hydrolyse
consécutive permet la récupération de I’acide 34 a 74% de rendement (n = 2). Enfin, le

couplage peptidique entre 34 et 13 amene a la formation du précurseur 35 avec un rendement

de 65% (n = 3).
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4) Radiomarguages

L’un des objectifs de ce travail de thése a été de synthétiser un radiotraceur capable de
cibler les plaques d’athérome susceptibles a la rupture (vulnérables). Aprées avoir synthétisé
les références froides et précurseurs de radiomarquage, nous nous sommes alors tournés vers
la radiofluoration du Darapladib en nous appuyant sur les méthodes décrites précédemment

concernant le marquage aromatique induit par le cuivre sur des composés de type boronate.

4.1 Radiomarquage du Darapladib

La méthodologie que nous avons décidé d’adopter est décrite dans le Schéma 58.

R
\©\ Complexe Cuivre R
B-© K18F \©\
18

_— >
O DMF F

Schéma 58. Radiofluoration induite par le cuivre.

Afin de réaliser cette radiofluoration, nous avons mis au point une méthode HPLC
permettant la purification du composé marqué et surtout séparant le précurseur du produit
marqué et des impuretés issues du cuivre. La référence froide (Darapladib) ainsi que le
radiotraceur (*8F-Darapladib) possedent les mémes propriétés physico-chimiques. Déterminer
un temps de rétention pour le Darapladib nous permet de purifier le composé marqué. Parmi
toutes les conditions testées, ce sont celles qui permettaient d’isoler le pic du Darapladib de
celui du précurseur qui ont été conservées, a savoir un debit de 1 mL/min dans un mélange
50/50 ACN/Tampon NH4OAc pH 6.

Aprés avoir déterminé les conditions optimales, nous avons engagé le précurseur dans
I’étape de radiosynthése. Nous avons travaillé sur un module GE TracerLab FX-FN
automatise (Figure 44).

142



TRACERIlab FX FN @ HELuMPRESSURE
] e - V-
¥

FROM
< TARGET 5 |
Y14 o W12
18F SEPARATION 205
:_;7 CARTRIDGE v20 . o )
B
. ! He
HEATER i
TRAMS- LEEDEG Auto Zero
FORMER I L = L Lamp |
i <] Y24 down
0 B4 [ TEMP., L I RDY __}‘
= PRESSLRE h[ start g
— — Y18
<]
e ) CoolING ATR
— &
POWER F
Y25
AL 4 N STIRRERS [
EXHALST Lo [ ci | WASTE [ic e )

Figure 44. Module GE Tracerlab FX-FN pour la préparation de *®F-Darapladib (voir détails
en partie expérimentale).

Nous avons tout d’abord travaille dans les conditions decrites par Sanford et al.
(Mossine, Brooks et al. 2015). Le mécanisme supposé de cette radiofluoration est proposé
dans le Schéma 59. Dans leurs travaux de 2013 (Ye, Schimler et al. 2013), I’équipe du Pr.
Sanford a expliqué la formation de la liaison carbone-fluor par la présence d’un complexe de
cuivre Il hautement réactif et par lequel I’élimination réductrice s’effectue bien plus
aisément. Cependant, d’autres études mécanistiques plus poussées sont nécessaires afin de

décrire plus précisément le mécanisme de radiofluoration induite par le cuivre.
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Schéma 59. Mécanisme suppose de fluoration induite par le cuivre (adapté de Ye, Schimler et
al. 2013). Apres trans-métallation, le cuivre(ll) doit étre oxydé en cuivre(lll) beaucoup plus
réactif pour effectuer I’élimination réductrice.

Le schéma général de radiomarquage est présenté en Figure 45.

Elution du *8F == Purification du parapladib == Formulation pour injection

Arrivée de 18F aqueux Arrivée du milieu réactionnel Récupération du produit final
18F iané 18F Jibre Composé d'intérét
piege — — p —~—
Cartouche QMA Cartouche Alumine Cartouche C18
Eau et impuretés Purification HPLC du milieu Solvants HPLC

Figure 45. Schéma général de radiomarquage et utilisation des cartouches de séparation
(QMA, Alumine, C18).
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Dans un premier temps, il est essentiel de séparer le fluor-18 arrivant du cyclotron de
I’eau et autres impuretés. Une premiére étape de séparation est alors nécessaire et se fait par le
biais d’une cartouche QMA (Quaternary Methyl Ammonium) échangeuse d’anions
permettant de piéger le fluor-18 qui est ensuite récupéré avec une solution d’élution contenant
du KOTTf et du KoCO3 (5 mg/50 pg dans 550 puL d’H20). Lorsque la réaction est terminée
dans le réacteur, le milieu réactionnel est envoyé sur une seconde cartouche d’alumine
permettant de piéger le fluor-18 libre n’ayant pas réagi. Ce qui n’est pas retenu par cette
cartouche est alors injecté en HPLC préparative pour purification. A I’issue de cette étape, le
pic d’intérét est récupéré et le produit est obtenu dans un mélange 50/50 ACN/NHsOAc pH6
correspondant a nos conditions HPLC. Une dilution est alors nécessaire dans 60 mL d’eau
afin de diluer le composé et de réduire la proportion d’ACN au minimum. En effet, si cette
proportion est trop importante, le compose d’intérét (soluble dans ce solvant) ne sera pas

retenu par la prochaine cartouche C18 nécessaire a I’isolation du composé.

La formulation est une étape essentielle permettant d’obtenir un radiotraceur dans une
solution (habituellement de sérum physiologique NaCl 0,9%, pH 7,4) injectable a I’animal ou
a I’homme. Cette formulation s’effectue par le passage sur une cartouche greffée C18 retenant
le composé marqué. La cartouche est tout d’abord rincée avec du serum physiologique afin de
la nettoyer et d’éliminer les traces résiduelles de solvants organiques. Le composé d’intérét
est alors élué avec un mélange sérum physiologique/EtOH. La proportion d’EtOH doit étre
inférieure & 5% afin de pouvoir réaliser par la suite les injections in vivo. Les résultats de

marquage du Darapladib sont présentes dans le Tableau 14.

La présence d’air est essentielle pour la réaction et notamment en ce qui concerne la
réactivité du cuivre. La présence de dioxygene permet la réoxydation du cuivre | en cuivre 1.
L’équipe de Sanford et al. a montré que des complexes de cuivre | ne permettaient pas de
réaliser cette radiofluoration (Mossine, Brooks et al. 2015). Ainsi, de I’air a été injecté dans le
réacteur 4 fois au cours de la réaction. Il est important de noter que dans les conditions
décrites par Sanford et al. , le fluor-18 est eélué avec une solution aqueuse KOTf/K.COs (5
mg/50 pg dans 550 puL d’H20). Une étape primordiale de I’expérience est donc I’évaporation
azéotropique de I’eau (ACN) permettant de travailler dans des conditions anhydres

indispensables au bon déroulement du radiomarquage.
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0 Cu(OTh)2/ py 0
K18F
air
\‘\‘V B/O 110§8|,V§8tmin \‘\‘V 18F
N\/\N/\ b% N\/\N/\
18F-16 K
) Départ Activité avant Activiteé apres
Entrée | Solvant _ ) RCY [b]
(MBq) | formulation (MBq) [a] | formulation (MBQq) [a]
1 DMF 37000 257 75 <1%
2 NMP 40000 379 236 1%
NMP / n-
3 58000 2310 1200 6%
BuOH

s | MR 1979 1128 59
0

BUOH 52000
5 | NP/ / 381 1%
0

BUOH 40000
o | M/ / 150 1%
<1%

BUOH 56000
NMP /- 307 168 1%
<1%

BUOH 35000

Tableau 13. Activités des radiomarquages du Darapladib [a] activité mesurée par
I’activimetre interne de I’enceinte blindéee MIP [b] RCY calcule avec une activité corrigée par
la décroissance.

Les premiéres activités obtenues étaient trés faibles (entrée 1) en travaillant dans les
conditions décrites (DMF) et ne permettaient pas d’obtenir suffisamment d’activité pour
continuer I’étude en imagerie. En réalisant le radiomarquage dans la NMP (entrée 2) nous

n’avons pas reussi a améliorer les rendements de maniére significative.

En 2017, Zichler et al. (Zischler, Kolks et al. 2017) proposent une radiofluoration
améliorée induite par le cuivre qui substitue notamment I’évaporation azéotropique de I’eau

présente par I’élution de fluor-18 piegé dans la QMA par du n-BuOH. Dans ce méme article,
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les auteurs montrent également des meilleurs rendements pour la NMP en comparaison avec
le DMF avec 30% de n-BuOH (par rapport au volume du réacteur total). Plusieurs tests
d’élution avec le n-BuOH ont été réalisés mais n’ont pas offert de rendements satisfaisants
(inférieurs a 20% de I’activite de départ). Nous avons alors décidé de conserver nos
conditions d’élution (550 pL d’une solution aqueuse de KOTf/K>COz (5 mg/50 pug)) donnant
95% de rendement. Le précurseur 28 est dissout dans un mélange de NMP/n-BuOH (0,6/0,3)

et est ajouté au réacteur contenant le F- obtenu par séchage azéotropique avec de I’ACN.

De maniére intéressante, les deux premiers essais (entrées 3 et 4) ont permis de
radiomarquer le Darapladib (composé 8F-16) a 6 et 5% respectivement (Figure 46). Jusque-
13, les formulations étaient réalisées de maniére semi-automatique afin d’étudier précisément
ou se situaient les pertes de rendement. En effet, I’utilisation des pinces télescopiques de la
MIP permettent le fractionnement des étapes de formulation et les mesures d’activités grace a
I’activimetre interne de I’enceinte blindée. Nous avons remarqué que le décrochage du

radiotraceur de la C18 se faisait avec un rendement faible en manuel (perte de 30%).

Les entrées 5 et 6 montrent nos tentatives de formulation automatisée (décrochage
avec 0,5 / 9,5 mL EtOH/sérum physiologique) qui n’ont pas permis d’améliorer les
rendements. Ces chutes de rendements peuvent avoir plusieurs explications. Une dégradation
de notre source de cuivre (sensible a I’humidité) ou encore la présence d’eau au sein de nos
solvants (NMP, nBuOH, pyridine) sont des hypothéses non négligeables. Il est probable
gu’une distillation le jour méme du nBuOH ou encore de la pyridine permette d’améliorer ces
rendements. Etant donné les faibles activités obtenues (entrées 5, 6 et 7), nous avons été
contraints de modifier I’étape de formulation. Pour ce faire, le composé d’intérét est élué de la
C18 avec 100% d’EtOH (1,5 mL). Cette solution est ensuite évaporée a sec a 60°C puis le
composé est ensuite dissout dans notre solution de formulation type (5% d’EtOH dans du
sérum physiologique) dont le volume sera ajusté afin d’avoir I’activité nécessaire lors de la
préparation des différentes seringues d’injection. Malgré ces modifications de protocole, les
rendements obtenus restent faibles et I’élucidation de cette perte de RCY devra étre menée
(cuivre, solvants anhydres) afin de pouvoir synthétiser le ®F-Darapladib avec de meilleurs

rendements.
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Figure 46. Profils HPLC analytique (UPLC Dionex Ultimate 3000 ; colonne : Gemini Cis
250 x 4.6 mm, 5 um (Phenomenex), elution isocratique : NH4OAc 0.1M (pH 6)/MeCN ; débit
: 1 or 1.5 ml/min; température ambiante). A. Profil UV du Darapladib froid ; B : Profil radio
BE-Darapladib. Il est a noter que la différence entre les temps de rétention correspond au
décalage des mesures entre les deux détecteurs UV et radio.

Le produit '8F-16 est obtenu avec une pureté radiochimique de plus de 98% (n = 11).

Il est cependant important de vérifier la possible dégradation du produit dans la solution

d’injection mais également dans du plasma humain ou le composé se retrouve en interaction

avec de nombreuses molécules et notamment les protéines. Nous avons donc réalisé des

études de stabilité (Figure 47).
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Figure 47. Stabilité du ®F-Darapladib marqué dans la solution d’injection EtOH/sérum
physiologique.

Les études en radio-HPLC ont montré que le produit était stable dans la solution
d’injection (EtOH 5%/sérum physiologique) a différents temps (0, 30 et 90 min) et pouvait
étre engagé dans les expériences d’imagerie in vivo et ex vivo. Pour des raisons techniques, les

données de stabilités plasmatiques ne sont pas encore disponibles et sont en cours.

4.2 Radiomarquage des analogues structuraux

Comme décrit précédemment (Chapitre 4, partie 3), nous avons synthétisé plusieurs
analogues structuraux du Darapladib dont I’affinité pour la Lp-PLA; a été testée. Afin de
confirmer les résultats de radiomarquage du Darapladib (notamment de solvant), nous avons

engagé les premiers précurseurs dans les conditions originelles de la littérature.
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Parmi les produits synthétisés, nous avons engagé les deux composés présentant des
inhibitions envers la Lp-PLA; (Schéma 60).

F
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Schéma 60. Structures des analogues 5 et 30.

Nous avions au préalable déja synthetisé les précurseurs de radiomarquage de ces
composés qui ont alors été radiomarqués par radiofluoration induite par le cuivre (Schéma
61).
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Schéma 61. Structures des précurseurs de marquage 26 et 35.

Les résultats des différents radiomarquages réalisés sont présentés dans le Tableau 14.
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Départ Activité apres
Entrée | Précurseur | Solvant ) RCY [b]
(MBq) | formulation (MBQq) [a]
1 26 DMF 44000 1774 5%
2 26 DMF 53000 1440 3%
NMP /
3 26 49000 3574 9%
n-BuOH
4 35 DMF 53000 25 traces
5 35 DMF 52000 26 traces
6 35 NMP/ 520 1%
0
1-BUOH 44000

Tableau 14. Activités des radiomarquages des composés 26 et 35 [a] activité mesurée par
I’activimetre interne de I’enceinte blindée MIP [b] RCY calcule avec une activité corrigée par
la décroissance.

Les resultats de radiomarquage montrent les mémes tendances que celles obtenues
concernant le Darapladib. En effet, en passant du DMF a un mélange NMP/n-BuOH (0.6/0.3
v/v), les rendements ont été améliorés en particulier en ce qui concerne le précurseur 26.
Cependant, les rendements de marquage du composé 35 sont tres faibles et I’utilisation d’un

mélange NMP/n-BuOH permet d’augmenter legéerement ces rendements. Ces faibles
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radiomarquages peuvent étre éventuellement expliqués par la présence d’eau possible dans les

solvants utilisés ou encore la dégradation possible de notre source de cuivre.
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Figure 48. Profils HPLC analytique (UPLC Dionex Ultimate 3000 ; colonne : Gemini Cisg
250 x 4.6 mm, 5 um (Phenomenex), elution isocratique : NHsOAc 0.1M (pH 6)/MeCN ; debit
: 1 or 1.5 ml/min; température ambiante). A : Profil UV du composé 26; B : Profil radio du
composé 8F-5 ; C : Profil UV du composé 35; D : Profil radio du composé 8F-30. Il est a
noter que la différence entre les temps de rétention correspond au décalage des mesures entre
les deux détecteurs UV et radio.
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Nous avons pu remarquer que le marquage de I’ester 26 s’effectue avec de bien
meilleurs rendements en comparaison avec la molécule compléte (indépendamment du site
d’alkylation). A I’inverse du Darapladib et du composé 18F-30, I’ester 18F-5 ne posséde pas
d’amine en position benzylique. Nous sommes dans des conditions oxydantes en présence de
cuivre et une hypothése serait que cette position benzylique soit oxydée dans nos conditions
réactionnelles entrainant une competition lors de I’étape de radiomarquage et diminuant ainsi
les rendements (Chen, Wang et al. 2015).

Nous avons ensuite étudié la stabilité dans une solution sérum physiologique/EtOH

(5%) de nos deux composeés (Figure 49 et 50).

700 1 - DARAPLADIB #176 [modified by hple, 1 peak manually assigned] Radio_high
mv - 16,965
= |
] i t=0
[ |
] |
_ ]
i _ VARN
-100
1 D00 2 - DARAPLADIB #1688 [medified by hplc, 1 peak manually assigned] Radio_high
mv f‘p- - 16,006
] |
4 | |
500 _ .
] 1-2.268 } \ t =30 min
b 1
. i 2-5439 }' '
e 1 'I |"'I | l'\_ :
-100
3rn_o- DARAPLADIB #178 [1 peak manually assigned] Radio high
v 2- -15.940
125 '
] M t =1h30
1 1-5439 /o
_ . - I_1 . L 1
o] min
2U — T ‘" *~ "~ 1 " ‘" "~ " T _ " " T T T _* " T
0,0 50 10,0 15,0 20,0 250 30,0

Figure 49. Stabilité du composé '®F-5 dans la solution d’injection EtOH/sérum
physiologique.

Nous pouvons remarquer qu’a 30 minutes une impureté est détectée (2,289 minutes)
mais n’est plus présente a 1h 30min. Il est possible qu’elle ait été présente dans la boucle

d’injection et ne soit pas issue de notre composé. La molécule semble stable en tampon et
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injectable en modele animal in vivo puisqu’aucune impureté notable n’est observée a 1h

30min.
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Figure 50. Stabilitt du composé *8F-30

physiologique.

dans la solution d’injection EtOH/sérum

Nous pouvons voir, sur la Figure 50, que le composé '8F-30 est stable jusqu’a 2h

30min et aucune impureté n’est détectable. Aprés étude de sa stabilité dans le plasma, nous

pourrons procéder a son utilisation en imagerie sur petit animal.

Nous avons par la suite réalisé des marquages préliminaires concernant I’ester 33 et

les résultats sont présentes ci-dessous (Schéma 62).
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Schéma 62. Radiomarquage du compose 33.

Nous n’avons réalisé actuellement que deux radiomarquages nous ayant permis
d’obtenir la molécule '8F-6 avec des rendements de 7 et 1% (41000 et 37000 MBq d’activités
de départ). Il est nécessaire d’étudier ce radiomarquage (dans les conditions de Zichler et al.)

et plus particulierement ses rendements ainsi que leur évolution.

Les différents composés ainsi synthétisés devront étre ensuite injectés dans nos
modeles animaux et les résultats devront étre confrontés avec I’imagerie utilisant le
Darapladib. Le composé 8F-6 pourra nous servir de controle négatif (puisqu’absence
d’inhibition de la Lp-PLA>) et nous permettra de verifier la spécificité du Darapladib. En
effet, il est possible que la structure de la molécule (qui reste proche de celle du Darapladib)
soit reconnue par une autre cible. Les molécules F-5 et 8F-30 pourraient (en fonction de
I’imagerie) substituer le Darapladib puisque leur synthése en bien plus performante et leurs

radiomarquages sont identiques voire meilleurs que ceux du Darapladib.
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Chapitre 1V : Imagerie de la plaque d’atherome
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1) Modeles animaux

1.1 Modeéle d’inflammation : mélanome murin B16

Nous avons montré précédemment dans quelle mesure la Lp-PLA; était une cible de
choix dans I’'imagerie de la plaque d’athérome vulnérable. En effet, elle est synthétisee par les
macrophages et transportée par les lipoprotéines qui peuvent s’accumuler dans les ceceurs
lipidiques des plagques. Avant de tester le Darapladib dans un modéle d'athérome, nous avons
opté pour modeéle plus caricatural, qui nous permettrait de visualiser une possible
accumulation de Lp-PLA> de maniere tres focale. En effet, nous avons émis I'hypothése que
nous pourrions cibler la Lp-PLA; présente au niveau des tumeurs en marquant les
macrophages présents (Banciu, Metselaar et al. 2008).

Le modéle choisi a alors été le mélanome murin issu de cellules B16. Aprés injection
sous-cutanée, les B16 forment une tumeur entre 5 et 10 jours et vont atteindre 1 cm?® entre 14
et 21 jours (Overwijk and Restifo 2001). Apres injection des cellules, nous avons réalisé
I’imagerie des souris avec injection de ‘®F-Darapladib 11 jours aprés induction tumorale. Les
images sont présentées en Figure 51.

18F-Darapladib 8F-FDG

Figure 51. Imagerie PET de tumeurs B16 de mélanome murin par injection de *®F-Darapladib
et 18F-FDG. Les images sont représentatives d’expériences réalisées au moins en triplicata
(voir partie expérimentale).
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Comme indiqué sur la Figure 51, aucune accumulation notable n’a pu étre observée
avec le 8F-Darapladib. En revanche, le 8F-FDG a montré une trés forte accumulation au sein
des tumeurs. En effet, les cellules tumorales ont une grande appétence pour le glucose et le
BE-FDG est un traceur reconnu dans I’imagerie de tumeurs chez I’homme (Almuhaideb,
Papathanasiou et al. 2011). Cependant, I’absence de marquage du ‘8F-Darapladib pour les
tumeurs est inattendue et une histologie précise des tumeurs (notamment via I’anticorps

F8/40) pourra nous permettre d’expliquer ce résultat.

1.2 Modele ApoE -/-

Les murins représentent de mauvais modeéles pour étudier I’athérosclérose car ils
transportent essentiellement leur cholestérol dans des HDL, a I’inverse de I’lhomme (LDL).
L apolipoprotéine E ou ApoE est présente a la surface de plusieurs types de lipoprotéines
(comme les VLDL et les chylomicrons) qui, suite a un remodelage plasmatique par des
lipoprotéines-lipases (formation de «remnants »), vont étre recaptées par le foie via des
récepteurs specifiques. L’absence d’ApoE limite donc la clairance de ces lipoprotéines et du
cholestérol qu’elles transportent. Par voie de conséquence, les taux de LDL et VLDL sont
augmentés, favorisant ainsi leur accumulation dans la paroi des artéres de gros calibre comme
I’aorte. Les dépots de lipides au sein du circuit vasculaire peuvent étre observés 3 mois apres

la naissance (Tamminen, Mottino et al. 1999).

En dépit de I'usage intensif de ce modéle, il présente plusieurs désavantages. Le
cholestérol plasmatique est principalement transporté par les « remnants » plutét que par les
LDL en comparaison avec I’humain. De plus, I’ApoE possede d’autres fonctions affectant le
role biologique des macrophages et la fonction immunitaire qui peuvent avoir un possible
impact sur I’athérogenése indépendant des niveaux lipidiques plasmatiques (Getz and
Reardon 2009). En comparaison, le modele invalidé pour le récepteur aux LDL (LDLr KO)
influence principalement les niveaux lipidiques contrairement a I’ ApoE qui possede diverses

fonctions dans I’organisme (Barcat, Amadio et al. 2006).

Une autre solution serait d’utiliser des modéles animaux dont les profils lipidiques
sont proches de I’lhomme et pour lesquels I’administration d’un régime riche en graisses serait
suffisante au développement de plaques athérosclérotiques (modéle de cochon ou encore de
cochon d’Inde) (Fernandez and Volek 2006) (Xiangdong, Yuanwu et al. 2011). (Figure 52).
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Figure 52. Profils lipidiques de cholestérol dans divers modéles animaux en comparaison a
I’homme (Xiangdong, Yuanwu et al. 2011).

Au vu des moyens a notre disposition, nous nous sommes tournés vers le modeéle
murin le plus utilisé de la littérature et disponible au laboratoire (KO ApoE). Les souris ApoE
-I- ont été élevées pendant 18-20 mois sous régime normal puis ont été injectées avec du 8F-
Darapladib et F-FDG.

L’imagerie a été realisée sous anesthésie sur 1h avec 4 acquisitions de 15 minutes afin
d’étudier le temps optimal d’imagerie. Le contrdle négatif utilisé est la lignée C57BI6 qui
posséde le méme fond génétique que les ApoE -/- mais sans I’invalidation du géne (voir partie
expérimentale). Les résultats sont présentes en Figure 53.
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18F-Darapladib '8F-FDG
15 min

I45 min I

Figure 53. Imagerie corps entier du 8F-FDG et F-Darapladib sur un modéle murin
d’athérome (ApoE -/-).

Nous n’avons pas observé de différence significative entre 15, 30, 45 et 60 minutes.
Le temps optimal d’imagerie a alors été fixé a 15 minutes pour les expériences suivantes.
L’injection de '8F-FDG et I’imagerie TEP associée montrent une accumulation dans le cceur,
les reins, la vessie et le cerveau. En effet, les principaux organes consommateurs de glucose
sont le cceur et le cerveau. L’accumulation dans le circuit urinaire est la voie métabolique de
dégradation du FDG. Aucune accumulation n’est visible dans le systéme circulatoire. Le 8F-
Darapladib montre une accumulation intense dans le foie, les reins et les intestins. Un
marquage peu intense est observé au niveau du cceur. Comme montré précédemment (Dave,
Nash et al. 2014), la principale voie métabolique de dégradation du Darapladib s’effectue par
les feces ce qui explique I’accumulation dans I’intestin gréle et le gros intestin. Dans cette
étude, I’administration de Darapladib s’effectue par voie IV ou orale. Les auteurs ont observé
des métabolismes similaires & savoir une accumulation dans les féces et les urines. lls

postulent qu’une sécrétion biliaire et intestinale soit responsable de la présence de Darapladib
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et de ses métabolites dans les intestins. Ces résultats se corrélent avec nos résultats
d’imagerie. L’accumulation dans le foie, quant a elle, peut s’expliquer par la voie métabolique
empruntée par les lipoprotéines. En effet, I’efflux de cholesterol vers le foie est réalisé par les
HDL. Chez la souris, la majorité de la Lp-PLA: est transportée par les HDL qui retournent au
foie, pouvant ainsi expliquer le marquage hépatique intense. De la méme facon que pour le
FDG, aucune accumulation notable n’a été observée dans le systéme circulatoire. Afin
d’observer une possible accumulation dans les arteres, I’aorte et le cceur des animaux ont été
prélevés puis images pendant 15 minutes. Les aortes ont ensuite été conservées dans du serum
physiologique puis disséquées afin d’observer une possible corrélation entre I’imagerie
(accumulation de '®F-Darapladib) et les clichés macroscopiques (présence de plagques)
(Figure 54). L’adventice et le tissu adipeux péri-aortique sont éliminés puis I’aorte est
ouverte longitudinalement. Aprés fixation sur une surface noire, les photos macroscopiques

sont prises, permettant d’évaluer la localisation et la surface des plaques (blanches).

18F-Darapladib 18F-FDG

R

C57BL/6

18F-Darapladib 18F.FDG

Figure 54. Imagerie des aortes et cceurs des souris C57BI6 et KO ApoE aprés injection de
18F-Darapladib et ®F-FDG.

ApoE KO
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Les clichés macroscopiques des souris C57BL/6 montrent I’absence de plaques
d’athérome et I’imagerie obtenue corréle ces observations. Aucune accumulation n’est
observée au niveau des deux aortes apres injection de Darapladib ou de FDG. Cependant, les
clichés macroscopiques de souris ApoE -/- montrent la présence de nombreuses lésions
athéromateuses et de plaques au niveau notamment de la crosse aortique et le long du
vaisseau lui-méme (en blanc). Le ®F-FDG ne montre aucune accumulation tant chez le
controle que chez la souris ApoE -/-. A contrario, le *®F-Darapladib montre une accumulation
au niveau de la crosse aortique ainsi que le long de I’aorte en corrélation avec les clichés
macroscopiques. Cette expérience permet de mettre en évidence une possible efficacité du
Darapladib comme traceur dans ce modeéle d’athérosclérose.

2) Expériences sur carotides humaines

Pour terminer, nous avons travaillé sur des piéces d’endartériectomie humaines et plus
particulierement sur des carotides athérosclérotiques. Apres avoir étudié des modeéles murins,
nous avons entrepris des études ex vivo chez I’homme. Grace a une collaboration avec le
service de chirurgie vasculaire de la Clinique de Sainte-Clotilde et du CHU (Centre
Hospitalier Universitaire) de la Réunion, nous avons eu acces aux piéeces chirurgicales apres
opérations. Les carotides sont récupérées dans du milieu stérile puis disséquées avant
imagerie. Ces piéces chirurgicales sont alors incubées avec les radiotraceurs (20-30 MBqQ)
pendant 1h & 37°C. Elles sont consécutivement lavées 3 fois pendant 5 minutes avec du serum
physiologique puis imagées pendant 15 minutes. Les résultats sont présentés dans la Figure
55.

Nous pouvons observer un marquage intense du *®F-Darapladib au sein des parties non
compliquées et compliquées des carotides. En revanche, le *®F-FDG ne montre qu’une faible
accumulation de traceur au sein de la partie compliquée ; la partie non-compliquée ne
présentant pas de marquage detectable. La partie non-compliquée est principalement lipidique
en comparaison a la partie compliquée thrombosée. Ces résultats suggérent une efficacité de
marquage du Darapladib. Les études histologiques en cours permettront de déterminer une
possible corrélation entre présence de Lp-PLA; et marquage par notre traceur au sein des

piéces chirurgicales.
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18r-Darapladib

18E-FDG

Figure 55. Comparaison entre '8F-Darapladib et ®F-FDG dans des échantillons de carotides
humaines. a) Partie non compliquée; b) Partie compliquée. 1) Orthoslice associée avec la vue
3D de la coupe en orange; 2) Vue 3D compléte; 3) Vue macroscopique.

3.3 Conclusion

En conclusion de toutes ces expériences, nous avons montré la capacité supérieure du
Darapladib a se fixer dans des aortes de souris ApoE -/- présentant des plaques mais
également sur des pieces pathologiques d’endartériectomie humaines (carotides) en
comparaison avec le ®F-FDG. Si les résultats obtenus sont plus qu’encourageants, c’est en
situation in vivo chez I’homme que nous saurons si le Darapladib est un radiotraceur efficace
permettant détecter des plaques d’athérosclérose précoces ou avanceées.
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Conclusion genérale

Bien que I’athérosclérose et en particulier ses complications soient responsables de
nombreux décés dans les sociétés industrialisées, I’effort constant des chercheurs tant en
synthese qu’en imagerie permet de développer des nombreux outils prometteurs pour le

diagnostic et le suivi de cette pathologie.

De nombreux groupes travaillent a I’heure actuelle sur des radiotraceurs TEP pouvant
permettre I’étude, la détection et la compréhension de I’athérosclérose en ciblant la TSPO
avec le 11C (Laitinen, Marjamaki et al. 2009, Gaemperli, Shalhoub et al. 2012), les récepteurs
SST-2 avec le ®Ga (Rominger, Saam et al. 2010, Mojtahedi, Alavi et al. 2015) ou encore la
calcification avec le Na'®F (Joshi, Vesey et al. 2014, Fiz, Morbelli et al. 2015). Cependant, &
I’heure actuelle, aucune méthode non-invasive utilisée en clinique ne permet la détection de
plaques d’athérome précoces et I’enjeu de notre projet est de trouver un radiotraceur TEP
capable de remplir cette fonction. Au cours de ces travaux de these, nous avons synthétisé un
inhibiteur de la Lp-PLA:, une enzyme particulierement impliquée dans I’atherosclérose : le
Darapladib. Bien que le Darapladib ait été initialement développé en tant que médicament,
nous avons détourné son utilisation & des fins diagnostiques. Nous avons utilisé la tres forte
affinité de ce composé pour la Lp-PLA:, enzyme pro-athérogene et particulierement présente
au sein des lésions athérosclérotiques (Karabina and Ninio 2015). La Lp-PLA2 est une
enzyme transportée par les lipoprotéines (LDL et HDL) et les dépéts lipidiques dans les
arteres sont les premiers signes d’un développement de plaques. Il nous a semblé judicieux de
cibler cette enzyme afin de visualiser ces accumulations de LDL afin d’évaluer la formation

de plaques.

Nous avons réalisé le radiomarquage du Darapladib au ®F ainsi que celui de trois
analogues structuraux. Nous avons ensuite injecté notre radiotraceur *®F-Darapladib puis
réalisé I’imagerie dans deux modéles murins (préalablement développés) en TEP afin
d’observer une possible accumulation de traceur dans des plaques d’athérome et dans des
tumeurs. Nous avons également réalisé des études ex-vivo sur des pieces d’endartériectomie
humaines par incubation de notre radiotraceur avec des carotides. Toutes ces études ont été
réalisées en comparant nos résultats avec le traceur de référence pour I’imagerie TEP le 8F-
FDG également utilisé dans le diagnostic de I’athérosclérose (Masteling, Zeebregts et al.
2011, Muller, Viaccoz et al. 2014).
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Nous avons tout d’abord montré que la littérature entourant la synthése du Darapladib
présentait plusieurs ambiguités. En effet, I’alkylation de la thiouracile étant une étape non
sélective et substrat dépendante, plusieurs protocoles de la littérature décrivaient la synthese
de I’analogue alkylé sur I’oxygéne et non sur I’azote N1. Aprés plusieurs tentatives, nous
n’avons pas réussi a procéder a un déplacement de régiosélectivité conséquent mais nous
avons cependant éclairci les données publiées précédemment en comparant toutes les voies

possibles. Le Darapladib a ainsi été obtenu avec un rendement de 28% sur 7 étapes.

Groupe 1 O

Groupe 4

Schéma 63. Darapladib. La fleche rouge représente la position de radiomarquage.

Ces résultats nous ont permis de conclure que les groupes de Wang et al. mais
également d’Azad et al. (Wang, Xu et al. 2011, Azad, Jain et al. 2015) avaient mal attribue
leurs composés synthétisés et ont décrit dans leurs articles et leurs brevets les molécules

alkylées sur la position O et non en position N1.

Notre analyse approfondie de la littérature abondante autour de la synthése du
Darapladib nous a permis de cibler les voies qui formaient les mauvais régioisomeres de
celles offrant les meilleurs rendements de N1 alkylation. Ces résultats sont soumis dans un
article exposant ces ambiguités et une analyse RMN ainsi qu’une étude d’affinité (envers la

Lp-PLA:) des régioisomeres possibles sont décrites.

La suite du projet s’est centrée sur le radiomarquage du Darapladib au ®F et nous

avons, pour ce faire, entrepris la synthese d’un précurseur de radiomarquage.
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Parmi les nombreuses voies de radiofluoration aromatique disponibles, nous avons

étudié :

- lesaryls iodoniums
- les ylures d’iodonium

- les esters de boronate

Ces méthodes ont été choisies car ce sont actuellement les plus prometteuses et les
plus décrites dans la littérature récente (Cardinale and Ermert 2013, Rotstein, Stephenson et
al. 2014, Preshlock, Calderwood et al. 2016). Les voies de I’iode hypervalent ne nous ont pas
permis d’aboutir au précurseur souhaité. En effet, la fragilité des ylures mais également la
faible réactivité du iodo-Darapladib, ne nous ont pas permis de synthétiser les composés
d’intérét. Cependant, grace a I’utilisation d’une bibliographie récente, nous avons su adapter
nos protocoles expérimentaux et trouver de nouvelles méthodes de synthése permettant
d’aboutir au précurseur de marquage. La voie des esters de boronate a permis (via I’alkylation
non sélective de la thiouracile) d’obtenir le précurseur souhaité aprés couplage peptidique

avec un rendement global de 5% sur 11 étapes.

B/o
N\/\ /\ o
Schéma 64. Précurseur de marquage du Darapladib. La fleche rouge représente la position de

radiomarquage.

Il est important de souligner ici les conditions particulieres de manipulation en chimie
organique a I’ile de la Réunion. En effet, I’isolement géographique ne nous aura pas permis
d’étudier toutes les possibilités concernant I’alkylation de la thiouracile mais également le
développement de notre précurseur. L’hygrométrie importante a la Réunion (de 70 a 95%)
entraine de nombreux problémes notamment en ce qui concerne les réactions anhydres
(solvants), la conservation des réactifs (tendance a la dégradation) et des produits obtenus. De

plus, certaines voies de synthése n’ont pas été étudiées au cours de ces travaux car plusieurs
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réactifs n’étaient pas autorisés a voyager par bateau ou par avion nous obligeant a trouver des
solutions alternatives. Enfin, I’accés aux outils analytiques tels que la RMN (une seule pour

I’Tle) ou encore I’THRMS ont, de maniére non négligeable, retarde I’avancée des travaux.

Malgré les problémes rencontrés, nous avons procedé au radiomarquage du
Darapladib. Les équipes de Gouverneur et al. (Preshlock, Calderwood et al. 2016) et de
Sanford et al. (Mossine, Brooks et al. 2015) ont développé des radiomarquages performants
permettant de réaliser des radiofluoration aryliques sur des acides boroniques ou esters de
boronate. En exploitant ces protocoles, nous avons réussi a obtenir le *F-Darapladib avec de
trés faibles rendements (1%). L’equipe de Zichler et al. a publié en 2017 une radiofluoration
reposant sur les protocoles mentionnés précédemment. En adaptant ces conditions a notre
radiomarquage et en utilisant un mélange NMP/n-BuOH en tant que solvant, nous avons

réussi a ameliorer le rendement de marquage du Darapladib a 6%.
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Schéma 65. 8F-Darapladib.

Nous avons ensuite formulé le produit dans une solution de sérum physiologique
contenant 5% d’EtOH nécessaire a sa dissolution. Sa stabilité a été étudiée en tampon ainsi
gu’en plasma et aucun produit de degradation n’a été observé sur 1h 30 min. Ce composé a
alors été engagé dans les études d’imagerie dans lesquelles notre traceur a été comparé au *8F-
FDG.

Nous avons étudié deux modeles animaux :

- mélanome murin B16 induit sur des C57BL/6 (inflammation)

- ApoE KO (développement de plaques d’athérome)
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Il est connu dans la littérature que les macrophages/monocytes expriment la Lp-PLA:
(Stafforini 2009). Il est également décrit que des macrophages sont présents dans des tumeurs
de mélanome murin (Figure 56).

Figure 56. Analyse immunohistochimique de sections de tumeurs de mélanome murin
B16.F10 par I’antigene F4/80 (Banciu, Metselaar et al. 2008).

Notre hypothése était d’utiliser le 8F-Darapladib dans un modéle de mélanome murin
B16 en tant que contrble positif nous permettant de voir un marquage des tumeurs tres
facilement implantables et localisables en imagerie TEP. De plus, nous pouvions comparer

nos deux traceurs sur les mémes animaux.

Nous n’avons observé aucune accumulation de ‘®F-Darapladib au sein des tumeurs
contrairement au 8F-FDG présentant une importante accumulation. Nous nous attendions a
observer une accumulation de ®F-Darapladib dans les tumeurs induites chez des souris
C57BL/6. 1l sera donc primordial d’effectuer des analyses histologiques de nos tumeurs
(prélevées apres imagerie de nos deux traceurs) avec des anticorps anti-macrophages mais
également anti-Lp-PLA> afin de conclure sur les résultats d’imagerie. Les études d’histologie
permettront d’élucider ces resultats inattendus. La biodistribution du Darapladib a néanmoins
pu étre étudiée a ce stade montrant une forte accumulation dans les intestins et le foie.
L’accumulation dans le foie, comme mentionnée auparavant, est attribuable au métabolisme
des lipoprotéines et notamment a la clairance du cholestérol réalisée par les HDL.
L accumulation dans les intestins pourrait étre imputable au transport trans-intestinal du
cholestérol ou encore a I’excrétion biliaire du Darapladib (Dave, Nash et al. 2014). Une autre
hypothése est que le Darapladib est un substrat de la Glycoprotéine-P. Cette protéine est
responsable de I’acheminement de médicaments (tels que le Darapladib) vers la lumiere
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intestinale et les hépatocytes (He Magee, Shaddinger et al. 2015). Ce métabolisme intestinal
est indépendant du type d’administration (tant orale qu’intraveineuse comme montré par les

auteurs). Une faible accumulation est également observée dans le cceur et la vessie.

Nous avons ensuite injecté le 8F-Darapladib dans des souris ApoE -/-. C’est le modeéle
le plus utilisé dans la littérature pour I’étude de I’athérosclérose chez les murins (Xiangdong,
Yuanwu et al. 2011). L’imagerie corps entier de nos souris ne nous a pas permis de visualiser
une quelconque accumulation au niveau des plaques et plus particulierement des artéres de
gros calibre comme I’aorte. Nous avons alors préleveé, aprés sacrifice, les aortes de nos souris
que nous avons imagé en TEP. Il nous a été possible d’observer une accumulation de 8F-
Darapladib le long des aortes des souris ApoE -/- tandis que le ®F-FDG n’a montré aucune
accumulation notable dans notre modéle de souris. Il est ici important de souligner que nos
souris étaient agées (18-20 mois). Chez la souris ApoE -/-, des différences notamment dans
I’épaisseur de la paroi artérielle et de la lumiere ont été observées en fonction de I’age des

animaux (Figure 57).

Age dependence of wall thickness in Lumen diameter vs wall area in
transgenic mice in vivo transgenic and wild type mice in vivo
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Figure 57. Dépendance liée a I’age du diamétre de la paroi vasculaire et de la lumiére du
vaisseau chez des souris ApoE -/- par microscopie par resonance magnétique (ltskovich,
Choudhury et al. 2003).

Il sera important d’étudier les aortes prelevées notamment au niveau de la composition
de la plaque, sa morphologie et sa composition. Ces études pourront étre realisees par

histologie et immunohistochimie sur des coupes d’aortes prélevées.
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Si I’on souhaite se projeter sur une utilisation de notre radiotraceur chez I’homme, il
est nécessaire de discuter plusieurs éléments. En effet, il nous a été nécessaire de prélever les
aortes de nos souris aprés imagerie. Pour une utilisation chez I’homme, I’imagerie TEP
permet de cibler des zones d’intérét beaucoup plus précises et ne requiert pas I’imagerie du
corps entier de I’individu. De plus, la taille du sujet d’étude permettra également d’éliminer
(zoom) les zones présentant de trop fortes accumulations et moins pertinentes pour le

diagnostic (Figure 58).

Figure 58. Imagerie d’un patient adulte par ®F-FDG avec accumulation (fléche blanche) au
niveau d’une plaque carotidienne avec zoom sur la zone d’intérét (Orbay, Hong et al. 2013).

Enfin, notre radiotraceur a été evalué dans le marquage de pieces d’endartériectomie
humaines. Les piéces chirurgicales ont été incubées avec le ®F-FDG ainsi que le *8F-

Darapladib avec les mémes activités mesurées (30 MBQ).

Le 8F-FDG a déja été utilisé en imagerie TEP de I’athérosclérose (Menezes, Kotze et
al. 2011). Nous nous attendions donc a un marquage important des carotides. Cependant, les
résultats ont montré que les parties non-compliquées et principalement lipidiques n’étaient
pas marquées contrairement aux parties compliquées correspondant a la plaque
athérosclérotique. En effet, le FDG va cibler les cellules capables de métaboliser le glucose.
Or, les parties non-compliquées sont trés pauvres en cellules métaboliqguement actives. Les
parties compliquées, quant a elles, sont plus cellulaires notamment s’il y a présence
d’hémorragie intraplaque. Ces hypotheses devront étre vérifiées sur des coupes de carotides

par histologie.

De nombreux groupes ont utilisés le ®F-FDG et il a été montré par exemple que

I’accumulation de FDG était corrélée avec la présence de macrophage (Figure 59).
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Cependant, ces études sont effectuées chez des patients présentant des plagques avancées et
I’ utilisation de 8F-FDG sur des plaques précoces n’est pas aussi étudiée dans la littérature.

CT PETICT PET/CT Histopathology
coronal coronal axial axial

Q. 7
/

-

L
L &

el

R=0.70,
P<.001

FDG uptake
(TBR)

Macrophage Density

Figure 59. Imagerie TEP d’un patient présentant sténose carotidienne sévére par ®F-FDG
corrélée avec la présence en histologie de macrophage (CD68) (Ali and Tawakol 2016).

En ce qui concerne le Darapladib, nous avons pu voir que les parties non-compliquées
lipidiques étaient plus marquées que les parties compliquées qui deja présentaient quant a
elles une forte accumulation. Il est important de souligner ici que nous ne sommes pas en
situation in vivo et que I’acces a I’artere est facilité (par dissection de la piéce chirurgicale) en
comparaison avec une injection intraveineuse de notre radiotraceur. Les plaques
athérosclérotiques chez I’homme sont tres hétérogenes notamment en composition (lipides,
hémorragie, calcium, fibrose etc.). Il serait judicieux d’étudier I’accumulation de 8F-
Darapladib dans des piéces carotidiennes présentant des morphologies différentes de plaques.
En complément, il serait également intéressant d’utiliser des techniques histologiques
couplées a la spectrométrie de masse afin d’étudier la distribution précise du ‘®F-Darapladib
dans les plaques telles que I’imagerie par MALDI-TOF-MS associée a une coloration
histologique classique. En effet, cette méthode pourra précisément localiser la présence de

Darapladib dans les différentes parties de la carotide par détection du pic moléculaire.
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Un article présentant ces résultats sur souris, aortes et carotides accompagnés des
radiomarquages est actuellement en préparation pour soumission dans « Angewandte Chemie
International Edition ». Ces résultats ont d’ailleurs été brevetés et déposés ; ils concernent le

radiomarquage du Darapladib et de ses analogues ainsi que leur utilisation en imagerie.
En perspective de ce travail, il sera important :

- de tester in vivo et ex vivo (sur des carotides) les différents analogues du Darapladib
déja marqués présentant une bonne inhibition envers la Lp-PLA: et dont la synthese et
les radiomarquages se révelent plus simples et avec de meilleurs rendements

- d’étudier les possibles cibles du Darapladib in vivo

- d’étudier le passage a I’homme. En effet, le Darapladib ayant déja été étudié tant dans
son meétabolisme que dans sa toxicité, il sera plus facile de I’utiliser en imagerie de
I’athérosclérose chez des patients. En fonction des resultats concernant les analogues
et sur la base du brevet déja déposé, il est envisageable d’imaginer une molécule
optimisée afin de cibler précisément les plaques d’athérome précoces

175



176



Experimental Part
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General information

Analysis

'H, ¥C NMR spectra were recorded on a Bruker Advanced 3 spectrometer at 25 °C (600
MHz for *H and 150 MHz for *C). Chemical shifts are reported in parts per million (ppm)
relative to trimethylsilane (TMS) and calibrated using solvent residual peaks in CDCl3 (6 =
7.26, 77.16) or DMSO-ds (2.50, 39.52). Coupling constants (J) are reported in Hertz (Hz) and
refer to apparent and visible multiplicities. *H NMR multiplicities are reported as follows: s =

singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, quint = quintet, m = multiplet, bs = broad signal.

Atom numbering for NMR spectra analysis is arbitrary and is given on the molecule’s

structure.

Melting points (m.p.) were uncorrected and recorded while using Biichi M-560 melting point

apparatus.

Infrared spectra were recorded on a IR-FT ALPHA Bruker equipped with an Alpha Platinum
unit and a monoreflexion diamond ATR unit (Attenuated Total Reflectance).

Mass spectra were obtained from a MALDI-TOF for the high resolution mass spectra
(HRMS) or from ABSciex® 3200 QTRAP model using electrospray infusion (ESI* or ESI).

Flowrate of the injection syringe was 10 puL/min.

HPLC analysis were performed on a Thermofisher UPLC Ultimate 3000 system equipped
with a UV-Vis spectrophotometer with diode array detector; column: Gemini Cig 250 x 4.6
mm, 5 um (Phenomenex), isocratic elution: NH4OAc 0.1M (pH 6)/MeCN; flow rate: 1 or 1.5

ml/min; room temperature
Chromatography

Thin layer chromatography (TLC) was carried out on silica gel coated Aluminium plates
(Macherey-Nagel, SilGeo/UV254)

Preparative thin layer chromatography was carried out on 20 x 20 cm silica gel coated glass

plates with a layer thickness of 0.5 or 1 mm.
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Reaction conditions

Reactions were carried out under argon atmosphere in air-dried glassware when needed.

Sensitive liquids were transferred via syringe.
Solvents

Unless otherwise noted, all reagents were purchased from commercial suppliers and used
without further purification (Acros and Sigma-Aldrich). Pyridine and DIPEA were distilled
prior to use or stored over KOH. All the solvents were purchased from Carlo-Erba. Solvents
used for synthesis were dried on activated molecular sieve when needed. Molecular sieve was

activated by heating at 200°C over 12h under vacuum.
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Chemistry

0 2-(4-ox0-2-thioxo-2,3,4,5,6,7-hexahydro-

4 1H-cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)acetic acid (1)
3 CEE\LI\L_' CgH10N203S
S

MW : 226,25 g.mol™

Aspect : off white solid

Experimental procedure:

Methyl 2-oxocyclopentanecarboxylate (1 eq, 17.5 mmol) was added to a stirred suspension of
glycine sodium salt (1 eq, 18.0 mmol) in NMP (18 mL). The reaction mixture was stirred for
2 hours at 60° C under argon atmosphere. After cooling the mixture to room temperature,
sodium thiocyanate (1.4 eq, 25 mmol) was added. Chlorotrimethylsilane (3.5 eq, 61.5 mmol)
was then added dropwise and the reaction mixture was stirred at 120° C for 3 hours. The
reaction was cooled to 90° C and water (35 mL) was added. The resulting suspension was
slowly cooled to 4° C overnight and the product was collected by filtration. The product was
washed with water (2 x 15 mL) and acetone (15 mL) then dried at 50° C to yield the title
compound as an off white solid (1.4 g, 58%).

Analysis and spectral data:

IH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) &: 12.57 (s, 1H, Huo), 4.95 (bs, 2H, Hs), 2.90-2.82 (m, 2H,
H,), 2.60 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Ha), 2.00 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Ha);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) &: 177.0 (1C, Cg), 168.6 (1C, C7), 158.4 (1C, Cs), 157.9
(1C, Cy), 117.1 (1C, Cs), 51.7 (1C, Cg), 32.7 (1C, C2), 27.5 (1C, Ca), 20.5 (1C, Ca);

ESI-MS m/z for CogH10N203S [MH]* 227 .4;

Spectral analysis is conform with reported data (Cardwell, Crawford et al. 2011);
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o 2-(2-(4-fluorobenzylthio)-4-oxo0-4,5,6,7-

4 tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-
, , N 1-yhacetic acid (2)
| 8 14
A 9 " C16H15FN,0,S
O 15 10 « MW : 334,37 g.mol™
16 M F
OH

. colourless solid
17 Aspect

Experimental procedure:

Compound 1 (1 eq, 1.62 mmol) was stirred in a mixture of water (3 mL) and isopropyl
alcohol (820 puL). KOH aqueous solution (50% w/v, 1.9 eq, 3.08 mmol) was added followed
by K2COs (0.15 eq, 0.24 mmol) and the reaction was heated to 40° C under constant stirring.
4-fluorobenzyl chloride (0.95 eq, 1.52 mmol) was then added and the reaction was stirred at
40° C for 3 hours. The reaction was cooled to room temperature and formic acid (0.5 eq, 0.8
mmol) was added to crystallize the product. After 1h, more formic acid (1.7 eq, 2.7 mmol)
was slowly added and the reaction was stirred for at least an hour until crystallization was
complete. The product was collected through filtration and washed twice with a 4:1 (v:v)
mixture of water and isopropyl alcohol (1 mL) followed by isopropyl alcohol (1 mL). The
product was stirred in EtO overnight to remove remaining organic impurities and filtered
again. Product was dried at 50° C to afford the title compound as a colourless solid (300 mg,
60%).

Analysis and spectral data:

M.p. 183-185°C at 23°C;

IH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) &: 12.30 (s, 1H, Hi7), 7.46-7.48 (M, 2H, Hio+Hu4), 7.13-7.10
(M, 2H, Hi1+Hi3), 4.65 (5, 2H, His), 4.45 (s, 2H, Hg), 2.82 (t, J = 7.3 Hz, 2H, Ha), 2.59 (t, J =
7.3 Hz, 2H, Hy), 1.97 (quint, J = 7.3 Hz, 2H, Ha);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) &: 168.3 (1C, Cis), 165.7 (1C, Cs), 161.6 (d, Jor = 240 Hz,
1C, C12), 160.6 (1C, C1), 156.7 (1C, Cv), 133.2 (d, Jcr = 3 Hz, 1C, Cy), 131.3 (d, Jcr = 7.5 Hz,
2C, C10tCu4), 119.8 (1C, Cs), 115.3 (d, Jcr = 21 Hz, 2C, C11+C13), 50.1 (1C, Cis), 34.6 (1C,
Ce), 31.4 (1C, Ca), 28.0 (1C, C2), 20.2 (1C, Ca):

Spectral analysis is conform with reported data (Cardwell, Crawford et al. 2011);
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o 2-thioxo-1,2,3,5,6,7-hexahydro-4H-

4 cyclopenta[d]pyrimidin-4-one (3)
6 "NH 9
3 | k C7H8N208
S

H MW 168,21 g.mol'1

Aspect  beige solid

Experimental procedure:

Thiourea (1.5 eq, 21.1 mmol) was stirred in ACN (40 mL). Methyl 2-cyclopentanone-
carboxylate (1 eq, 14.1 mmol) was then added followed by DBU (1.2 eq, 16.9 mmol). The
mixture was stirred at reflux (82°C) for 16h. The reaction was cooled to 0°C with an ice bath
and water (30 mL) was added. The pH was adjusted to 1 using concentrated HCI and the
suspension was stirred for 30 min. Thus, the solid obtained was filtered and washed
thoroughly with water three times (3 x 15 mL) and dried at 55°C overnight to obtain the
desired compound as a beige solid (1.54 g, 65%).

Analysis and spectral data:

IH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) 8: 12.5 (bs, 1H, Hg or Hg), 12.2 (bs, 1H, Hs or Ho), 2.67 (t, J
= 7.5 Hz, 2H, Ha), 2.46 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Hy), 1.94 (quint, J = 7.5 Hz, 2H, Ha);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) §: 175.6 (1C, C7), 159.6 (1C, Cs), 156.7 (1C, Cy), 115.6
(1C, Cs), 31.1 (1C, Ca), 26.6 (1C, C2), 20.8 (1C, Ca);

ESI-MS m/z for C7HsN20S [MH]* 169.5 ; [MNa]* 191.4;

Spectral analysis is conform with reported data (Mulholland, Ross et al. 2007);
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o 2-(@- Ty Ihi )L 15567 et atayyirdHH-

4 s cyclopemtzft oy rim i im4deoree (4)
6 N
3 | " & 14 C14H13FN,OS
— ﬂ )7\§ o W 14H13FN3
w0 MW : 276,33 g.mol
5 12F

Aspect | colouless solid

Experimental procedure:

Compound 3 (1 eqg, 2.97 mmol), potassium carbonate (1.5 eg, 4.46 mmol) and potassium
iodide (0.1 eq, 0.297 mmol) were stirred in acetone (10 mL) at RT. 4-fluorobenzyl chloride
(1.05 eq, 3.12 mmol) was then added and the mixture was refluxed (54°C) for 1h. A portion
of potassium carbonate (0.2 eq, 0.59 mmol) was poured into the flask and the reflux was
maintained for 2h. After cooling to 0°C, the pH was adjusted to 1 using concentrated HCI.
The reaction was stirred for 30 min until the precipitation was complete. The solid was then
washed three times with water (3 x 15 mL) then dried at 55°C overnight to obtain the desired

compound as a colourless solid (758 mg, 92%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.40 in 50/50 Hex/EtOAC;

'H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) &: 12.5 (bs, 1H, N1H or N3H), 7.46-7.43 (m, 2H, Hio+H14),
7.15-7.12 (m, 2H, Hu+H13), 4.37 (s, 2H, Hs), 2.76 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Hy), 2.58 (t, J = 7.5 Hz,
2H, Ha), 1.96 (quint, J = 7.5 Hz, 2H, Hg);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) &: 168.2 (1C, Cs), 166.2 (1C, C7), 161.3 (d, Jcr = 291 Hz,
1C, C12), 159.3 (1C, Ci), 134.0 (m, 1C, Cq), 131.0 (d, Jcr = 9 Hz, 2C, C10+Cus), 119.9 (1C,
Cs), 115.2 (d, Jcr = 26 Hz, 2C, C11+C13), 34.3 (1C, Cs), 32.7 (1C, C2), 26.7 (1C, Cy), 20.6
(1C, Cs);

Spectral analysis is conform with reported data (Mulholland, Ross et al. 2007);
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o tert-butyl 2-(2-((4-fluorobenzyl)thio)-4-oxo-

4 5 AN 4,5,6,7-tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-
3 | J\ s 14 1-yl)acetate (5)

YIONTTS N 13 C20H23FN203S
o

L ONTF MW : 390,47 g.mol™

@) 20 .

17\’< Aspect : colourless solid

19

Experimental procedure:

Compound 4 (1 eq, 0.73 mmol), DIiPEA (1.2 eqg, 0.87 mmol) and tert-butyl bromoacetate (1
eg, 0.73 mmol) were dissolved in dry DCM (6 mL) and stirred at 42°C under argon for 20h.
The solution was poured on water (10 mL) and extracted with EtOAc 3 times (3 x 5 mL). The
combined organic extracts were dried, filtered and evaporated under vacuum. The compound
was purified using column chromatography (silica gel, 90/10 EtOAc/Hex) to obtain the
desired compound as a colourless solid (60 mg, 21%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 90/10 EtOAc/Hex;

IH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) 3: 7.47-7.45 (m, 2H, Hio+Hua), 7.15-7.12 (m, 2H, Hu1+H1s),
4.67 (s, 2H, His), 4.43 (s, 2H, Hg), 2.81 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Hy), 2.58 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Ha),
1.97 (quint, J = 7.5 Hz, 2H, Hs), 1.38 (s, 9H, Hig+H10+Hz0);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) &: 165.8 (1C, Cis), 165.2 (1C, Ce), 161.4 (d, Jcr = 291 Hz,
1C, C12), 160.3 (1C, C7), 156.2 (1C, C1), 133.2 (d, Jcr = 3 Hz, 1C, Co), 131.1 (d, Jcr = 11 Hz,
2C, C10+Caa), 119.6 (1C, Cs), 115.2 (d, Jer = 26 Hz, 2C, C11+C13), 82.8 (1C, C17), 50.4 (1C,
Cis), 34.3 (1C, Cg), 31.3 (1C, C2), 27.9 (1C, Ca), 27.5 (3C, Cag+C19+Ca), 20.1 (1C, C3);

ESI-MS m/z for C2oH23FN203S [MH]* 391.7 ;

Spectral analysis is conform with reported data (Hickey, Ife et al. 2016);
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4,5,6,7-tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-

1l-yl)acetate (6)
@)

20
* 18 tert-butyl 2-(2-((4-fluorobenzy!)thio)-4-oxo-
17

4 5 O C20H23FN203S
SN
3 | 8 14 MW : -1
Sy )7\5 9 < 13 390,47 g.mol

Aspect - colourless oil

Experimental procedure:

Wang’s method: Compound 4 (1 eq, 1.40 mmol), potassium carbonate (1.2 eq, 1.27 mmol)
and tert-butyl bromoacetate (1.2 eq, 1.27 mmol) were dissolved in dry DMF (14 mL) and
stirred at 75°C under argon for 18h. The reaction was monitored by TLC and the mixture was
then dried under vaccum when it was deemed completed. The compound was purified using
column chromatography (silica gel, 98/2 Hex/EtOAc) to obtain the desired compound as a
colourless oil (477 mg, 96%).

Hickey’s method: Compound 4 (1 eq, 0.73 mmol), DIPEA (1.2 eq, 0.87 mmol) and tert-butyl
bromoacetate (1 eq, 0.73 mmol) were dissolved in dry DCM (6 mL) and stirred at 42°C under
argon for 20h. The solution was poured on water (10 mL) and extracted with EtOAc (3 x 5
mL). The combined organic extracts were dried, filtered and evaporated under vacuum. The
compound was purified using column chromatography (silica gel, 98/2 Hex/EtOAC) to obtain
the desired compound as a colourless oil (21 mg, 7%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.30 in 98/2 Hex/EtOAc;

IR (neat, cm™) v 2975, 1753, 1589, 1558, 1509, 1437, 1395, 1364, 1328, 1292, 1228, 1142,
1093;

IH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) §: 7.44-7.41 (M, 2H, Hio+H1a), 7.14-7.11 (m, 2H, Hu1+H1s),
4.81 (s, 2H, His), 4.33 (s, 2H, Hs), 2.85 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Hy), 2.75 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Ha),
2.05 (quint, J = 7.1 Hz, 2H, Ha), 1.37 (s, 9H, Hig+H19+Hz0);

13C NMR (DMSO-ds, 150 MHz) §: 176.2 (1C, C1), 167.6 (1C, C7), 167.2 (1C, Cis), 164.0
(1C, C), 161.2 (d, Jcr = 243 Hz, 1C, Ci), 134.2 (m, 1C, Co), 130.6 (d, Jcr = 9 Hz, 2C,
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C10+Cu4), 115.2 (d, Jcr = 21 Hz, 2C, C11+Ca3), 115.1 (1C, Cs), 81.5 (1C, Cy7), 62.9 (1C, Cis),
33.5 (1C, Cg), 33.4 (1C, Cp), 27.7 (3C, C18+C10+C20), 25.7 (1C, C4), 21.5 (1C, Ca);

HRMS (TOF MS ES") calculated for CoH24FN203S [MH]" requires 391.1492 found
391.1476;
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tert-butyl 2-(2-((4-fluorobenzyl)thio)-4-oxo-
0.16 0 17 4,5,6,7-tetrahydro-3H-cyclopenta[d]pyrimidin-

20
. o j/ \'< 19 3-yl)acetate (7)
5 15 8
6 N

1
CaoH23FN203S
LA
>IN S/g\©\13 MW : 390,47 g.mol™
12
° 11 F Aspect - colourless solid

Experimental procedure:

Compound 4 (1 eqg, 0.73 mmol), DIiPEA (1.2 eq, 0.87 mmol) and tert-butyl bromoacetate (1
eq, 0.73 mmol) were dissolved in dry DCM (6 mL) and stirred at 42°C under argon for 20h.
The solution was poured on water (10 mL) and extracted with EtOAc (3 x 5 mL). The
combined organic extracts were dried, filtered and evaporated under vacuum. The compound
was purified using column chromatography (silica gel, 90/10 Hex/EtOAc) to obtain the

desired compound as a colourless solid (76 mg, 27%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.30 in 90/10 Hex/EtOAC;

IH NMR (DMSO-ds, 600 MHz) &: 7.47-7.45 (m, 2H, Hio+H14), 7.16-7.12 (M, 2H, Hu+His),
4.65 (s, 2H, His), 4.46 (s, 2H, Hg), 2.82 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Hy), 2.64 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Ha),
2.00 (quint, J=7.1 Hz, 2H, Hs), 1.38 (s, 9H, Hig*+H1o+Ha0);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) &: 167.0 (1C, Cis), 165.8 (1C, Cs), 1615 (d, Jor = 291 Hz,
1C, C12), 160.6 (1C, C7), 159.0 (1C, C1), 132.8 (d, Jer = 3 Hz, 1C, Cq), 131.3 (d, Jer = 11 Hz,
2C, C10tCu4), 118.4 (1C, Cs), 115.2 (d, Jcr = 26 Hz, 2C, C11+C13), 82.3 (1C, C17), 45.0 (1C,
Cis), 34.7 (1C, Cg), 34.3 (1C, C»), 27.5 (3C, C18+C19+C20), 27.2 (1C, Cs), 20.8 (1C, C3);

HRMS (TOF MS ES") calculated for CoH24FN203S [MH]" requires 391.1492 found
391.1478;
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Methyl 2-(((trifluoromethyl)sulfonyl)oxy)acetate (8)

(@]
0 1 C4H5F305S
0.4.0 3&2&0 P
4

MW : 222.13 g.mol ™
e

Experimental procedure:

Aspect * light brown oil

To a solution of triflic anhydride (1 eg, 20 mmol) in DCM (10 mL) at 5°C under argon was
added over 30 min a solution of methyl glycolate (1 eg, 20 mmol) in DCM (5 mL). The clear
solution was stirred at 0°C for 1h 30 min. The mixture was washed 5 times with water (15 mL
x 5) and with saturated NaCl (10 mL) then dried filtered and evaporated to yield the desired
product as a light brown oil which was used without further purification (3.11g, 70%).

Analysis and spectral data:

IH NMR (CDCls, 600 MHz) 5: 4.17 (s, 2H, Hs), 3.80 (s, 3H, H1);

13C-NMR (CDCls, 150 MHz) 8: 165.1 (1C, C2), 1185 (g, Jcrs = 318 Hz, 1C, Ca), 69.0 (1C,
Cs), 53.3 (1C, Cy);

Spectral analysis is conform with reported data (Schafer, Frey et al. 2010);
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()

o Metiwl 2-(asy sy aetatee (9)
O\\ézc\)zl\@/ 1
4 3 CmHl_ZOss
5 6
] MW : 244,26 g.mol
7
s Aspect : colourless solid
10

Experimental procedure:

To a solution of methyl glycolate (1 eqg, 5.55 mmol) in Et.O (4 mL) was added TsCI (1 eq,
5.55 mmol). EtsN (2 eq, 11.1 mmol) was then added at 0°C dropwise. The mixture was stirred
at 0°C for 2h. Water (15 mL) was added and the solution was extracted twice with EtoO (15
mL x 2). The combined organic extracts were dried, filtered and evaporated. The compound
was purified using column chromatography (silica gel, 90/10 Hex/EtOAc) to obtain the
desired compound as a colourless solid (424 mg, 31%)

Analysis and spectral data:

Rf: 0.35 in 90/10 Hex/ EtOAC;

IH NMR (CDCls, 600 MHz) &: 7.84 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Hs+Hs), 7.36 (d, J = 7.2 Hz, 2H,
Hr+Hs), 4.60 (5, 2H, Ha), 3.73 (s, 3H, H1), 2.46 (s, 3H, Hio);

13C-NMR (CDCls, 150 MHz) &: 166.6 (1C, C2), 145.5 (1C, Ca), 132.7 (1C, Cq), 130.1 (2C,
Cs+Cs), 128.3 (2C, C7+Csg), 64.7 (1C, Cs), 52.7 (1C, Cy), 21.8 (1C, C1o);

Spectral analysis is conform with reported data (Choi, Lee et al. 2016);
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Methyl-2-((2-((4-fluorobenzyl)thio)-6,7-dihydro-5H-

17
15 é) cyclopenta [d]pyrimidin-4-yl)oxy)acetate (10)
O 16
4 5 6/73( Cy7H;,FN,05S
~ >N

° ! ° oy MW : -1

> 1\N)7\S 9 13 348,39 g.mol

10 Aspect * colourless oil
12 F

Experimental procedure:

Compound 4 (1 eqg, 0.18 mmol), potassium carbonate (1.2 eq, 0.22 mmol) and compound 9
(1.2 eq, 0.22 mmol) were dissolved in dry DMF (14 mL) and stirred at 75°C under argon for
18h. The reaction was monitored by TLC and the mixture was then dried under vacuum. The
resulting paste was purified using column chromatography (silica gel, 90/10 Hex/EtOACc) to

obtain the desired compound as a colourless oil (48 mg, 58%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.30 in 90/10 Hex/ EtOAc;

IH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) &: 7.42-7.40 (M, 2H, Hio+H1a), 7.14-7.11 (m, 2H, Hu+His),
4.97 (s, 2H, His), 4.31 (s, 2H, Hs), 3.63 (5, 3H, Hi7), 2.85 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Hy), 2.77 (t, J =
7.4 Hz, 2H, Ha), 2.06 (quint, J = 7.4 Hz, 2H, Ha);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) 8: 176.9 (1C, Cy), 169.1 (1C, Cy), 168.2 (1C, Cis), 164.4
(1C, Ce), 161.2 (d, Jcr = 194 Hz, 1C, C12), 134.3 (d, Jcr = 5 Hz, 1C, C), 131.0 (d, Jcr = 9 Hz,
2C, C10+Cua), 115.6 (d, Jcr = 21 Hz, 2C, C11+Ci3), 115.5 (1C, Cs), 62.9 (1C, C17), 52.4 (1C,
Cis), 33.9 (1C, Cg), 33.8 (1C, C3), 26.2 (1C, C4), 21.9 (1C, C3);

Spectral analysis is conform with reported data (Zhou, Lv et al. 2014);
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O Methyl-2-(2-((4-fluorobenzyl)thio)-4-oxo-
4 5 4,5,6,7-tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-
l-ylacetate (11)

C17H17FN20O3S
ﬁ) 15

MW : 348,39 g.mol ™

\ 17 .
Aspect * colourless solid

Experimental procedure:

Compound 4 (1 eq, 0.90 mmol), saccharin (0.01 eqg, 0.009 mmol) were dissolved in DCM (2
mL) and stirred at 42°C. HMDS (0.6 eq, 0.54 mmol) was added and the mixture was stirred at
reflux for 1h 30 min. Compound 8 (1.5 eq, 1.35 mmol) dissolved in 500 pL of DCM was
slowly added over 10 min. The resulting solution was stirred at 42°C for 10h. 5 mL of HCI
1IN was added followed by water (5 mL). The aqueous phase was extracted 3 times with
EtOAc (3 x 5 mL). The combined organic extracts were washed with saturated NaHCO3z (10
mL) then brine (10 mL). The organic layer was dried, filtered and solvents were removed.
The paste was purified using column chromatography (silica gel, 90/10, EtOAc/MeOH) to

obtain the desired compound as a colourless solid (291 mg, 93%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 90/10 EtOAc/MeOH;

IH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) & 7.47-7.45 (m, 2H, Hio*+Haa), 7.15-7.12 (M, 2H, Hu+H1s),
4.81 (s, 2H, Hus), 4.42 (s, 2H, Hg), 3.70 (5, 3H, H7), 2.83 (t, J = 7.1 Hz, 2H, Hy), 2.59 (t, J =
7.1 Hz, 2H, Ha), 1.96 (quint, J = 7.1 Hz, 2H, Ha);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) 6: 170.9 (1C, Cis), 167.4 (1C, Cs), 165.4 (1C, C7), 164.4
(1C, Cy), 161.4 (d, Jcr = 207 Hz, 1C, C12), 130.9 (d, Jcr = 8 Hz, 2C, C10+C14), 130.6 (d, JcF =
3 Hz, 1C, Cy), 120.0 (1C, Cs), 115.6 (d, Jcr = 23 Hz, 2C, C11+C13), 65.0 (1C, C17), 53.4 (1C,
Cis), 36.0 (1C, Cg), 32.7 (1C, C»), 26.9 (1C, Cy4), 21.2 (1C, Cy);

Spectral analysis is conform with reported data (Shen, Wang et al. 2014);
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4'-(trifluoromethyl)biphenyl-4-
carbaldehyde (12)

7 6 13 12 o Cl4H 9F3O

R 1 8 11
F 25 i\ MW : 250.22 g.mol™

Aspect : colourless solid

Experimental procedure:

Method A: 4-bromobenzaldehyde (1 eq, 0.95 mmol), 4-(trifluoromethyl)phenylboronic acid
(1.1 eqg, 1.05 mmol), TBAB (1eq, 0.95 mmol) and K>CO3 (2.5 eq, 2.37 mmol) were dissolved
in a water/dioxane mixture (1/1 v/v, 1.5/1.5 mL) which was further deoxygenated three times
(vacuum/Ar). Palladium (1) acetate (0.05 eqg, 0.05 mmol) was then added to the resulting
solution and the reaction mixture was heated to 70°C under stirring and argon for 3h until
reaction completion was shown by TLC. Water was added followed by extraction with EtOAc
(3 x 10 mL). The combined organic phases were washed with brine (10 mL) then dried and
filtered. After removal of the solvent under reduced pressure, the remaining paste was purified
using column chromatography (silica gel, 95/5 Hex/EtOAc) to afford the desired compound

as a colourless solid (210 mg, 89%).

Method B: 4-bromobenzaldehyde (1 eq, 7.18 mmol), 4-(trifluoromethyl)phenylboronic acid
(1 eq, 7.18 mmol), TBAB (1 eq, 7.18 mmol), Na.COs (3 eq, 21.54 mmol) were dissolved in
11 mL of water. Palladium acetate (0.4 % eq, 0.029 mmol) was then added and the reaction
was stirred in a sealed tube and heated at 150°C. After 20 min, the tube was slowly cooled
down to rt and opened with caution. The biphase mixture was poured onto 10 mL of EtOAc
and extracted (3 x 10 mL). The combined organic phases were dried and filtered to obtain the

desired compound as a colourless solid (1.7 g, 96%)

Analysis and spectral data:

Rf: 0.35 in 95/5 Hex/EtOAC;
M.p. 70-72°C;

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) & 10.09 (s, 1H, H14), 8.00-7.99 (m, 2H, Hio+H12), 7.77-7.76 (m,
2H, H3+Hy7), 7.74 (m, 4H, Ha+Hs+Ho+H13);
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13C-NMR (CDCls, 150 MHz) & 191.7 (1C, Ci4), 145.6 (1C, Cs), 143.3 (1C, Cs), 135.9 (1C,
Cu1), 130.6 (m, 1C, C»), 130.4 (2C, C10+C12), 128.0 (2C, Cs+Cs), 127.7 (2C, Co+C13), 126.0
(M, 2C, C++C7), 125.9 (m, 1C, Cy):

Spectral analysis is conform with reported data (Carroll, Evans et al. 2015);
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NY'N*-diethyl-N2((4'-(trifluoromethyl)
F 7 6 13 12 biphenyl-4-yl)methyl)ethane-1,2-

F 1 O 811 14 diamine (13)
2 5 16 18 19
F HN CooHasF3N,
3 4 9 10 o N\ /
17\

18 19

MW : 350.43 g.mol™

Aspect * yellow Oil

Experimental procedure:

Method A: Compound 12 (1 eqg, 1.01 mmol) and N,N-diethylethylenediamine (1.05 eq, 1.05
mmol) were dissolved in DCM (5 mL) at rt under argon. The resulting clear solution was
stirred for 1h followed by addition of NaBH(OAc)s (1.4 eq, 1.40 mmol) at 0°C. The reaction
mixture was then stirred at rt for 3h until TLC showed reaction completion. Quenching with
NaOH was followed by extraction using DCM (3 x 15mL). The combined organic layers
were washed with brine (10 mL) then dried and filtered. After removal of the solvent under
reduced pressure, the remaining orange oil was purified using column chromatography (silica
gel, 85/15 DCM/MeOH) to afford the desired compound as a yellow oil (310 mg, 80%).
Method B: Compound 15 (1 eq, 1.48 mmol), potassium carbonate (2 eq, 2.96 mmol) and
N,N-diethylethylenediamine (4 eq, 5.91 mmol) were dissolved in dry DMF (8 mL) and stirred
at 70°C under argon for 18h. The reaction was monitored by TLC and the mixture was then
dried under vaccum when it was deemed completed. The reaction was then diluted with water
(15 mL) and EtOAc (15 mL). The compound was purified using column chromatography
(silica gel, 85/15 DCM/MeOH) to obtain the desired compound as a yellow oil (654 mg,
94%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.25 in 85/15 DCM/MeOH,;

IH-NMR (CDCls, 600 MHz) & 7.68 (m, 4H, Hs+He+Ho+His), 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 2H,
Hs+H7), 7.43 (d, J = 8.1 Hz, 2H, HiotH12), 3.87 (s, 2H, Hi4), 2.75 (t, J = 6.1 Hz, 2H, Has),
2.64 (t, J = 6.1 Hz, 2H, H17), 2.57 (q, J = 7.1 Hz, 4H, Hig+Hig), 2.12 (bs, 1H, His), 1.05 (t, J
=7.1 Hz, 6H, HistH1g);

13C-NMR (CDCls, 150 MHz) & 144.6 (1C, Cs), 140.3 (1C, Cu1), 138.6 (1C, Cs), 129.4 (m,
1C, Cy), 129.0 (2C, C4+Cs), 127.4 (2C, C10+C12), 127.3 (2C, Co+Ca3), 125.8 (m, 2C, C3+Cy),
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124.5 (m, 1C, C1), 53.6 (1C, Cus), 52.5 (1C, C17), 47.2 (2C, C1s+C1g’), 46.3 (1C, Cy14), 11.3
(2C, C19+C19);

ESI-MS m/z for CaoH2sF3N2 [MH]* 351.4, [MNa]* 373.8;

Spectral analysis is conform with reported data (Nagano, Hsu et al. 2013);
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(4'-(trifluoromethyl)-[1,1'-biphenyl]-4-yl)
g6 18 1 methanol (14)

E 1 8 11 14
2 5 15 Cl4H 11F3O
OH

o MW : 252.24 g.mol™

Aspect - colourless solid

Experimental procedure:

4-bromobenzylalcohol (1 eq, 5.35 mmol), 4-(trifluoromethyl)phenylboronic acid (1 eq, 5.35
mmol), TBAB (1 eq, 5.35 mmol), Na2COs (3 eq, 16.05 mmol) were dissolved in 11 mL of
water. Palladium acetate (0.4 % eq, 0.021 mmol) was then added and the reaction was stirred
in a scelled tube and heated at 150°C. After 20 min, the tube is slowly cooled down to rt and
was opened with caution. The biphase mixture was poured onto 10 mL of EtOAc and
extracted (3 x 10 mL). The combined organic phases were dried and filtered. After removal of
the solvent under reduced pressure, the remaining black oil was purified using column
chromatography (silica gel, 80/20 Hex/EtOAc) to afford the desired compound as a colourless
solid (1.29 g, 96%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 80/20 Hex/EtOAC;

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) §: 7.69 (m, 4H, Ha+Hs+Ho+H13), 7.60 (d, J = 8.1 Hz, 2H,
Hs+H7), 7.48 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hio+H12), 4.77 (s, 2H, Hi4), 1.68 (bs, 1H, His);

13C-NMR (CDCls, 150 MHz) &: 144.5 (1C, Ci1), 141.1 (1C, Cs), 139.3 (1C, Cg), 129.1 (m,
1C, Cy), 127.7 (2C, C10+C12), 127.6 (2C, C4+Cs), 127.5 (2C, Co+Ca3), 125.9 (m, 2C, C3+Cy),
124.4 (m, 1C, C1), 65.1 (1C, Cya);

Spectral analysis is conform with reported data (Shen, Wang et al. 2014);
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4-(chloromethyl)-4'-(trifluoromethyl)-
1,1'-biphenyl (15)

7 6 13 12
F Cqi4H11F30

1 8 11 14
RO
2 > o MW : 270.68 g.mol™

3 4 9 10
Aspect - colourless solid

Experimental procedure:

Compound 14 (1 eq, 9.51 mmol) was dissolved in 20 mL of CHCIs. SOCI; (2 eqg, 19.0 mmol)
was then added and the reaction was stirred at rt during 12h.The reaction mixture was
evaporated to dryness and diluted with water (30 mL) and EtOAc (60 mL). The mixture was
then extracted three times (3 x 60 mL). The combined organic phases were washed with
saturated NaxCOs (20 mL), dried and filtered. After removal of the solvent under reduced
pressure, the remaining oil was purified using column chromatography (silica gel, 98/2
Hex/EtOAC) to obtain the desired compound as a colourless solid (2.35 g, 91%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 98/2 Hex/EtOAc;

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) §: 7.69 (m, 4H, Ha+Hs+Ho+H13), 7.59 (d, J = 8.1 Hz, 2H,
Hio+H12), 7.50 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hs+H7), 4.65 (s, 2H, H14);

13C-NMR (CDCls, 150 MHz) &: 144.2 (1C, C11), 140.0 (1C, Cs), 137.6 (LC, Cs), 129.8 (m,
1C, C»), 129.4 (2C, C10+C12), 127.8 (2C, Cs+Cs), 127.6 (2C, Co+Ca3), 125.9 (m, 2C, C3+C7),
120.3 (m, 1C, Cy), 45.9 (1C, C1a):

Spectral analysis is conform with reported data (Bartel, Hahn et al. 2009);
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N-(2-(Diethylamino)ethyl)-2-(2-((4-
fluorobenzyl)thio)-4-0xo0-4,5,6,7-
tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-
1-yl)-N-((4'-(trifluoromethyl)-[1,1'
-biphenyl]-4-yl)methyl)acetamide (16)

F C36H3gF4N4O,S

MW : 666,78 g.mol™*

Aspect - pale yellow Solid

Experimental procedure:

Compound 2 (1 eq, 0.51 mmol) and 13 (1 eq, 0.51 mmol) were dissolved in DMF (1 mL) then
stirred with DIPEA (2 eq, 1.03 mmol) for 10 min at rt. The reaction was then cooled with an
ice bath to 0°C and COMU (1 eq, 0.51 mmol) was added portionwise. The mixture was
stirred at 0°C for 1h then the bath was removed and the reaction was allowed to reach rt and
continued for 5h. The compound was extracted using EtOAc 3 times (3 x 10 mL). Afterwards,
the combined organic layers were then washed several times with saturated NaHCO3 (10 mL)
until the washing solution was colourless. The resulting organic solution was dried, filtered
and evaporated under vacuum. The remaining paste was purified using preparative
chromatography (silica gel, 90/10 AE/MeOH) to afford the desired compound as a pale
yellow solid (220 mg, 65%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.30 in 90/10 AE/MeOH,;
M.p. 94.0 °C;

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) Mix of rotamers ratio (1/1) &: 7.70 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hzo+H32),
7.63 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Has+Haz), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Hs+He), 7.47-7.45 (m, 2H,
Hoo+Hs1), 7.36-7.33 (m, 1H, Has+H4), 7.31-7.29 (m, 2H, Hio+His), 7.28-7.27 (m, 1H,
Haos+H24), 6.96 (t, J = 7.9 Hz, 1H, Hi1+H13), 6.89 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Hi1+H13), 4.96 (s, 1H,
His), 4.70 (s, 1H, His), 4.69 (s, 1H, H21), 4.67 (s, 1H, H21), 4.50 (s, 1H, Hs), 4.40 (s, 1H, Hs),
3.66 (m, 1H, H17), 3.30 (m, 1H, H17), 2.88 (m, 1H, H>), 2.82 (t, J = 6.7 Hz, 2H, His), 2.77-
2.75 (m, 4H, Hs+H19), 2.59 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H2), 2.52 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H19), 2.10 (quint,
J=7.4Hz, 1H, Hs), 2.04 (quint, J = 7.4 Hz, 1H, Has), 1.10 (t, J = 7.1 Hz, 3H, Hz0), 0.98 (t, J =
7.1 Hz, 3H, Ha);
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13C-NMR (CDCls, 150 MHz) Mix of rotamers 3: 167.5 (C1s), 166.5 (C1s), 162.2 (d, Jcr = 240
Hz, C1s), 161.4 (Ce), 161.3 (Cs), 156.8 (C7), 156.5 (C7), 144.1 (C1), 143.6 (C1), 139.8 (Czs).
139.3 (Czs), 136.8 (Cz1), 135.4 (Cz2), 1315 (d, Jor = 3 Hz, Co), 131.2 (d, Jor = 9 Hz,
Ci0+Cia), 131.1 (d, Jor = 3 Hz, Cg), 129.8 (m, Css), 128.8 (Cas+Cze), 128.0 (m, Cag+Cay),
127.7 (M, Cag+Cay), 127.4 (Cos+Cas), 127.3 (Ca5+Caa), 127.2 (C23+Caa), 125.9 (M, Cao+Ca2),
124.4 (m, Cas), 121.3 (Cs), 121.2 (Cs), 115.7 (d, Jcr = 23 Hz, C11+Ca13), 115.6 (d, Jcr = 23 Hz,
C11+C13), 51.4 (Cz1), 50.4 (Cis), 50.3 (Cis), 50.1 (C17), 49.2 (C17), 47.8 (C19*+Cio’), 47.3
(C19+Cy9), 46.1 (C1s), 36.6 (Cs), 36.5 (Cg), 32.1 (C>), 32.0 (C2), 28.5 (Ca), 28.4 (C4), 20.9
(Ca), 20.8 (C3), 11.8 (C20+Cao):

Spectral analysis is conform with reported data (Nagano, Hsu et al. 2013);
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0 2-(2-((4-iodobenzyl)thio)-4-0x0-4,5,6,7-

4 . tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-
. | 6 ,N N 1-ylh)acetic acid (17)
1 N)7\S > 13 C16H15IN203S
O 15 10 12| MW : 442,27 g.mol™*
H 11

Aspect : colourless solid

Experimental procedure:

Compound 1 (1 eq, 2.21 mmol) was stirred in a mixture of water (3 mL) and isopropyl
alcohol (820 pL). KOH aqueous solution (50% w/v, 1.9 eq, 4.20 mmol) was added followed
by K2CO3 (0.15 eq, 0.33 mmol) and the reaction was heated to 40° C under constant stirring.
4-iodobenzyl bromide (1 eq, 4.20 mmol) was then added and the reaction was stirred at 40° C
for 3 hours. The reaction was cooled to room temperature and formic acid (0.5 eq, 0.8 mmol)
was added to crystallize the product. After 1h, more formic acid (1.7 eq, 3.76 mmol) was
slowly added and the reaction was stirred for at least an hour until crystallization was
complete. The product was collected through filtration and washed twice with a 4:1 (v:v)
mixture of water and isopropyl alcohol (1 mL) followed by isopropyl alcohol (1 mL). The
product was stirred in Et.O overnight to remove remaining organic impurities and filtered
again. Product was dried at 50° C to afford the title compound as a colourless solid (712 mg,
73%).

Analysis and spectral data:

IH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) &: 7.67 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H11+H13), 7.23 (d, J = 7.8 Hz, 2H,
Hio+Ha4), 4.65 (s, 2H, His), 4.38 (s, 2H, Hg), 2.82 (t, J = 7.1 Hz, 2H, Hy), 2.58 (t, J = 7.1 Hz,
H.), 1.96 (quint, J = 7.1 Hz, 2H, Hs);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) &: 170.0 (1C, Ci¢), 168.1 (1C, Ce), 164.6 (1C, C12), 162.5
(1C, C7), 134.8 (1C, Cs), 131.2 (2C, C10+Cua), 119.5 (1C, Cs), 115.6 (2C, C11+C1s), 50.7 (1C,
Cis), 33.9 (1C, Cg), 33.8 (1C, C4), 26.2 (1C, C2), 21.9 (1C, C3);

Compound is currently under analysis.
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N-(2-(diethylamino)ethyl)-2-(2-((4-
iodobenzyl)thio)-4-0x0-4,5,6,7-
tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-
1-yl)-N-((4'-(trifluoromethyl)-[1,1'-
biphenyl]-4-yl)methyl)acetamide (18)

CaeHagF3IN4O,S

MW : 774,69 g.mol™

Aspect * pale yellow solid

Experimental procedure:

Compound 13 (1 eqg, 0.23 mmol) and 17 (1 eq, 0.23 mmol) were dissolved in DMF (2 mL)
then stirred with DIPEA (2 eq, 0.46 mmol) for 10 min at rt. The reaction was then cooled with
an ice bath to 0°C and COMU (1 eq, 0.23 mmol) was added portionwise. The mixture was
stirred at 0°C for 1h then the bath was removed and the reaction was allowed to reach rt was
continued for 5h. The compound was extracted using EtOAc 3 times (3 x 10 mL). The
combined organic layers were then washed several times with saturated NaHCOs (15 mL)
until the washing solution was colourless. The resulting organic solution was dried, filtered
and evaporated under vacuum. The remaining paste was purified using preparative
chromatography (silica gel, 95/5 DCM/MeOH) to afford the desired compound as a pale
yellow solid (151 mg, 85%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 95/5 DCM/MeOH;

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) Mix of rotamers ratio (3/2) & 7.76 (d, J = 8.0 Hz, 1.2H,
Hao+Hs32), 7.72 (d, J = 8.0 Hz, 0.8H, H3o+Hz2), 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 0.8H, Has+Has), 7.61-7.58
(m, 2H, HaetHa1), 7.54 (d, J = 7.9 Hz, 1.2H, Has+Hoe), 7.47 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Has+H24),
7.33-7.30 (m, 2H, Hi1+H13), 7.14 (d, J = 7.4 Hz, 0.8H, Hio+Ha14), 7.06 (d, J = 7.4 Hz, 1.2H,
HiotHa4), 4.94 (s, 0.8H, His), 4.81 (bs, 1.2H, Hsis), 4.74 (s, 1.2H, H21), 4.68 (s, 0.8H, Hz1),
4.48 (s, 0.8H, Hs), 4.39 (s, 1.2H, Hs), 3.78 (m, 1.2H, Hi7), 3.30 (m, 0.8H, H17), 3.16-2.83 (m,
3.6H, Hig+Hio+H1o°), 2.81-2.78 (m, 2H, Hy), 2.59 (m, 0.8H, Ha), 2.54 (m, 1.2H, Ha), 2.13-
2.09 (m, 0.8H, Hs), 2.08-2.04 (m, 1.2H, Hz), 1.75-1.49 (m, 2.4H, Hig+H1¢), 1.25-1.21 (m,
2.4H, Hao+H20'), 1.00 (t, J = 7.1 Hz, 3.6H, Hao+H20');
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13C-NMR (CDCls, 150 MHz) Mix of rotamers &: 167.4 (Cis), 167.3 (Cig), 165.6 (Cs), 161.0
(Cy), 144.1 (C4), 143.6 (C1), 140.0 (C2s), 139.4 (C2s), 137.9 (C11+C13), 137.8 (C11+C13), 136.8
(Cz27), 135.6 (Cz2), 135.2 (Cs), 131.4 (C1o+Cis), 131.3 (C10+C1s), 129.9 (M, Cas), 129.6 (m,
Cs3), 128.8 (M, Cs0+Ca2), 128.1 (Cas+Cas), 127.7 (Cas+Cas), 127.4 (Cas+Cas), 127.3 (Cas+Cas),
127.2 (m, C30+Cs2), 126.2 (m, C29+Cs1), 126.0 (m, C29+Cs1), 121.4 (Cs), 121.3 (Cs), 93.4
(C12), 51.4 (C15), 51.3 (C15), 50.5 (C17), 50.0 (C16), 49.1 (Co21), 47.8 (C19+C19), 47.1 (Cs), 36.7
(C2), 36.6 (Ca), 32.2 (Cs), 32.1 (Ca), 28.5 (C3), 28.4 (C3), 20.9 (C20+Cap);

Compound is currently under analysis.
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6,10-dioxaspiro[4.5]decane-7,9-dione (19)

CgH100
- o 8 7 8''10~4
22 (?G MW : 170,16 g.mol™
6
5
0] Aspect : pale brown solid

Experimental procedure:

Acetic anhydride (1 eq, 11.9 mmol) and malonic acid (1 eq, 11.9 mmol) were dissolved
together. Sulfuric acid (few drops) was added and the mixture was heated at 60°C for 15 min.
The reaction was cooled to RT and cyclopentanone (1 eq, 11.9 mmol) was then added over 20
min and stirred at rt for 12h. The reaction was evaporated to dryness and the product was
recrystallized in EtoO/Hex then filtered and washed with Hex to obtain the titled compound as
a pale brown solid (665 mg, 33%).

Analysis and spectral data:

IH-NMR (CDCls, 600 MHz) 5: 3.61 (s, 2H, Ha), 2.21 (m, 4H, Hs+Hs), 1.90 (m, 4H, He+H7);

13C-NMR (CDCls, 150 MHz) &: 163.5 (2C, C1+Cs), 115.6 (1C, C4), 38.7 (1C, Cy), 37.7 (2C,
Cs+Cs), 23.5 (2C, Ce+C7);

Spectral analysis is conform with reported data (Carneiro, Trivella et al. 2015);
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(4-(bromomethyl)phenyl)-13-iodanediyl
diacetate (20)

11 1
%O 6 > Br C11H128r|04
2
\,/7©? MW : 415,02 g.mol™
| 4
Oﬁgo Aspect > white needles

Experimental procedure:

To a solution of 4-iodobenzyl bromide (1 eq, 1.68 mmol) in AcOH (11 mL) is added mCPBA
(1.1 eq, 1.85 mmol) with caution. The solution was stirred at 55°C for 30 hours. The reaction
mixture was diluted with water (15 mL) and extracted three times with DCM (3 x 8 mL). The
combined organic layers were dried, filtered and evaporated. The compound was
recrystallized in Et,O/Hex to yield the desired compound as white needles (413 mg, 64%).

Analysis and spectral data:

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) &: 8.05 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Ha+Hs), 7.50 (d, J = 7.9 Hz, 2H,
Hs+Hs), 4.49 (s, 2H, Hy), 2.01 (s, 6H, Ho+H11);

Compound is currently under analysis.

Spectral analysis is conform with reported data (Chun and Pike 2012);
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8-{(@-tononethtyy)pdieayi) 336 ddaylytiere)ed; BOEO-

“ . S dioxaspiraf Hiteeeaee7 98 hore (21)
1
0.0
1 %1 10 D?Bf CisH14BHI0,
12 N
s e 17770 MW : 465,08 g.mol?
(e]

Aspect : 6ff White paste

Experimental procedure:

To a solution of 20 (1 eq, 0.52 mmol) in Na2COs 10% in water (1.6 mL) is added quickly 19.
The reaction was stirred vigorously at rt for 4h 30 min. Water (3 mL) was added and the
compound was extracted three times using DCM (3 x 5 mL). The combined organic layers
were then dried, filtered and evaporated under vacuum. The remaining paste was purified
using column chromatography (silica gel, 100 AE) to afford the desired compound as an off
white paste (120 mg, 50%)

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 100 AE;

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) &: 7.82 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Ha+Hs), 7.45 (d, J = 7.9 Hz, 2H,
Hs+Hs), 4.45 (s, 2H, Hy), 2.16 (m, 4H, H12+H1s), 1.80 (M, 4H, Hiz+H14);

Compound is currently under analysis.
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(4-bromophenyl)methanol (22)
6 OH C,H,BroO

Br 3 MW : 187.04 g.mol™*

Aspect - colourless solid

Experimental procedure:

Bromobenzaldehyde (1 eq, 5.40 mmol) was dissolved in THF/MeOH (7/3 v/v; 32/13 mL).
The reaction was cooled to 0°C with an ice bath then sodium borohydride (1.5 eq, 8.10 mmol)
was added with caution portion-wise. The mixture was then stirred at rt for 30 min. HCI 1N
was added to quench unreacted hydride. The reaction was extracted using DCM 3 times (3 X
10 mL) then the combined organic extracts were washed with water (15 mL) and brine (15
mL) followed by drying and filtering. Removal of the solvent under reduced pressure afforded
the desired compound as a colourless solid (953 mg, 91%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 40/60 Et.O/Hex;

IH-NMR (CDCls, 600 MHz) &: 7.48 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ha+Hs), 7.24 (d, J = 8.2 Hz, 2H,
Ha+Hy), 4.65 (s, 2H, H1), 1.71 (bs, 1H, He);

13C-.NMR (CDCI3, 150 MHz) &: 139.9 (1C, Cy), 131.8 (2C, C4+Cs), 128.7 (2C, Cs+Cy),
121.6 (1C, Cs), 64.8 (1C, Ca);

Spectral analysis is conform with reported data (Lakshman, Tine et al. 2017);
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(4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
14 yl)phenyl)methanol (23)

" 6 5 OH
O.g s C13H19BO;
10 5
%;<é MW : 234.10 g.mol ™

12 13 Aspect : colourless oil

Experimental procedure:

The compound 22 (1 eq, 0.53 mmol) was dissolved in DMSO (2 mL) followed by the
addition of potassium acetate (3 eq, 1.59 mmol), bis(pinacolato)diboron (1.1 eq, 0.59 mmol)
and Pd(dppf)Cl> (0.2 eq, 0.11 mmol). The mixture was deoxygenated by three successive
argon bubbling/vaccum cycles. The reaction was then heated at 85°C under argon for 18h.
Water (5 mL) was added and the resulting black solution was extracted 3 times with EtOAc (3
x 10 mL). The combined organic extracts were washed with brine (10 mL), dried, filtered and
evaporated under vaccum. The resulting paste was purified using column chromatography
(silica gel, 70/30 Hex/EtOAc) to afford the desired compound as a colourless oil (113 mg,
91%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.30 in 70/30 Hex/EtOAC;

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) &: 7.80 (d, J = 7.7 Hz, 2H, Hs+Hy), 7.36 (d, J = 7.7 Hz, 2H,
Ha+Hs), 4.71 (s, 2H, Hy), 2.17 (bs, 1H, H14), 1.34 (s, 12H, Hio+H11+H12+H13);

13C-NMR (CDCls, 150 MHz) 3: 144.1 (1C, C2), 135.2 (2C, C4+Ce), 126.2 (2C, C3+C7), 126.0
(1C, Cs), 84.0 (2C, Cs+Cy), 65.4 (1C, C1), 25.0 (4C, C10+C11+C12+C13);

ESI-MS m/z for C13H19BOs [MNa]* 257.5;

Spectral analysis is conform with reported data (Xie, Ni et al. 2017);
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2-(4-(Bromomethyl)phenyl)-4,4,5,5-

6 Br tetramethyl-1,3,2-dioxaborolane (24)
2
1 Cy3H,gBBrO,
10 O\B 5 3
s\ ¢ MW : 297.00 g.mol™
9

12 13 Aspect - colourless solid

Experimental procedure:

The compound 23 (1 eq, 5.72 mmol) was dissolved in THF (25 mL) followed by the addition
of triphenylphosphine (2 eq, 11.4 mmol). The mixture was cooled to 0°C with an ice bath
then tetrabromomethane (2 eq, 11.4 mmol) was carefully added portion-wise. The reaction
was stirred at rt for 18h. The solution was poured into water (30 mL) and extracted 3 times
with EtOAc (3 x 30 mL). The combined organic layers were dried, filtered and evaporated
under vacuum. The compound was purified using column chromatography (silica gel, 99/1

Hex/EtOAC) to afford the desired compound as a colourless solid (1.6 g, 94%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 99/1 Hex/EtOAC;

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) &: 7.78 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hs+Hy), 7.39 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
Ha+Hs), 4.49 (s, 2H, H1), 1.34 (s, 12H, HiotH11+H1o+H13);

13C-NMR (CDCls, 150 MHz) &: 140.8 (2C, C2), 135.4 (2C, C4+Cs), 128.5 (2C, C3+Cy), 126.3
(1C, Cs), 84.1 (2C, Cg+Cy), 33.5 (1C, C1), 25.0 (4C, C10+C11+C12+C13);

Spectral analysis is conform with reported data (Levin, Zemtsov et al. 2013);
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o 2-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-

4 dioxaborolan-2-yl)benzylthio)-
. | 6°N ] u 6,7-dihydro-1H-cyclopenta[d]
1 NJ7\S 9 13 pyrimidin-4(5H)-one (25)
H 12 20 Ca0H25BN,05S
11 (\)7{% MW : 384.30 g.mol™
15
18 17 Aspect : colourless solid

Experimental procedure:

Compound 3 (1 eqg, 0.48 mmol), potassium carbonate (1.5 eg, 0.72 mmol) and potassium
iodide (0.1 eq, 0.048 mmol) were stirred in acetone (3 mL) at rt. Compound 24 (1.05 eq, 0.50
mmol) was then added and the mixture was refluxed (54°C) for 1h. An additional portion of
potassium carbonate (0.2 eq, 0.14 mmol) was poured into the flask and the reflux was
maintained for 2h. After cooling with an ice bath to 0°C, the pH was adjusted to 1 using
concentrated HCI. The reaction was stirred for 30 min. The solid was then filtered and washed
3 times with water (5 mL x 3) then dried at 55°C to afford the desired compound as a
colourless solid (170 mg, 98%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.60 in 80/20 EtOAc/Hex;
M.p. 222.0 °C;

IR (neat, cm™) v 2975, 1656, 1611, 1534, 1398, 1360, 1268, 1190, 1166, 1144, 1089, 859,
656;

'H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) &: 7.61 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hio+H14), 7.41 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
Hi1+H13), 4.39 (s, 2H, Hs), 2.75 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H»), 2.58 (m, 2H, H4), 1.95 (quint, J = 6.7
Hz, 2H, H3), 1.28 (s, 12H, Hi7+H1g+H19+H20);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) &: 168.1 (I1C, Cs), 159.1 (1C, C7), 140.7 (1C, Cy), 134.5
(2C, C11+C13), 134.2 (1C, Cy), 128.6 (2C, C10tC14), 128.1 (1C, C12), 119.9 (1C, Cs), 83.6 (2C,
Ci5+C1s), 34.3 (1C, C2), 33.5 (1C, Cs), 26.7 (1C, C4), 24.7 (4C, C17+C18+C19+C20), 20.5 (1C,
Ca);

HRMS (ESI) calculated for C20H26BN20sS [MH]" requires 385.1757, found 385.1761;
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o tert-butyl 2-(4-oxo-2-((4-(4,4,5,5-tetramethyl-

4 1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)thio)-4,5,6,7-
| 6 N tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)
3 | 8 14 acetate (26)
9
1 N)7\S 13
o ” o 2 o 2 C26H3sBN,05S
22 11 B~ 19 MW -1
0 26 /2 © 498,44 g.mol
23
\’< 25 18 17 Aspect : colourless solid

Experimental procedure:

Compound 25 (1 eq, 3.72 mmol), DIPEA (1.2 eq, 4.47 mmol) and tert-butyl bromoacetate (1
eq, 3.72 mmol) were dissolved in dry DCM (21 mL) and stirred at 42°C under argon for 20h.
The solution was poured into water (25 mL) and extracted with EtOAc 3 times (3 x 20 mL).
The combined organic layers were dried, filtered and evaporated under vacuum. The
compound was purified using column chromatography (silica gel, 90/10 EtOAc/Hex) to
obtain the desired compound as a colourless solid (490 mg, 26%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.30 in 90/10 EtOAc/Hex;

IH-NMR (DMSO-ds,600 MHz) 8: 7.59 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Hi1+Hi3), 7.41 (d, J = 7.9 Hz, 2H,
Hio+Hua), 4.67 (s, 2H, Ho1), 4.46 (s, 2H, Hs), 2.81 (t, J = 7.1 Hz, 2H, H2), 2.58 (t, J = 7.1 Hz,
2H, Ha), 1.97 (quint, J = 7.1 Hz, 2H, Ha), 1.39 (s, 9H, Has+Hos+Hze), 1.28 (s, 12H,
Hi7+Hig+H19+H20);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) &: 165.9 (1C, Cz3), 165.2 (1C, Ce), 160.3 (1C, Cs), 156.2
(1C, C1), 140.2 (1C, Cs), 1345 (2C, C11+Cis), 128.6 (2C, C10+C1a), 128.1 (1C, Cy2), 119.7
(1C, Cs), 83.6 (2C, C15+Cis), 82.9 (1C, Cas), 50.4 (1C, Ca1), 35.2 (1C, Cs), 31.3 (1C, Ca), 27.9
(1C, Ca4), 27.5 (3C, C24+C25+Cos), 24.6 (4C, C17+C18+C19+C20), 20.2 (1C, Ca);

HRMS (ESI) calculated for C26H3sBN20sS [MH]* requires 499.2438 found 499.2426;

Compound is currently under analysis.
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o tert-butyl 2-(4-oxo0-2-((4-(4,4,5,5-tetramethy!I-
4 1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)thio)-4,5,6,7-
tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)
acetate (27)

ﬁ) /\©\ C22H27BN205S
21
7{4 MW : 442,34 g.mol™*

18 17 Aspect * off white solid

Experimental procedure:

Compound 26 (1 eqg, 0.54 mmol) was dissolved in DCM (10 mL). TFA (40 eq, 21.7 mmol)
was then added followed by slow addition of triisopropylsilane (2.5 eq, 1.35 mmol) at 0°C.
The reaction mixture was stirred at rt under argon for 20h. The clear solution was vacuumed
to dryness and the compound was triturated in Et2O and dried to afford the desired compound
as an off white solid (152 mg, 64%).

Analysis and spectral data:

IH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) 8: 7.60 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H11+Ha3), 7.42 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
Hio+Hia), 4.68 (5, 2H, Ha1), 4.45 (s, 2H, Hg), 2.82 (t, J = 7.2 Hz, 2H, H,), 2.58 (t, J = 7.2 Hz,
2H, Ha), 1.96 (quint, J = 7.2 Hz, 2H, Hs), 1.28 (5, 12H, Hi7+H1s+Hio+Hz0);

13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) 8: 168.2 (1C, Cz), 165.2 (1C, Cs), 160.3 (1C, C7), 156.3
(1C, Cy), 140.1 (1C, Cy), 134.5 (2C, C11+Cu3), 128.6 (2C, C10+Cu4), 128.1 (1C, C12), 119.6
(1C, Cs), 83.7 (2C, C15+C1s), 49.9 (1C, C21), 35.3 (1C, Cg), 31.2 (1C, C»), 27.9 (1C, Ca4), 24.6
(4C, C17+C18+C19+Cyx0), 20.1 (1C, Cy);

HRMS (ESI) calculated for C22H28BN20sS [MH]" requires 443.1812 found 443.1815;

Compound is currently under analysis.
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N-(2-(diethylamino)ethyl)-2-(4-ox0-2-

0 ((4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
4 yhbenzylthio)-4,5,6,7-tetrahydro-1H-
F 6 N cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)-N-((4'-

F | (trifluoromethyl)-[1,1'-biphenyl]-4-yl)
methyl)acetamide (28)

CoHsoBF3N,0,S

MW : 774.75 g.mol ™

Aspect - light yellow solid

Experimental procedure:

Compound 13 (1 eq, 0.11 mmol) and 27 (1 eq, 0.11 mmol) were dissolved in DMF (1.5 mL)
then stirred with DIPEA (2 eq, 0.22 mmol) for 10 min at rt. The reaction was then cooled with
an ice bath to 0°C and COMU (1 eq, 0.11 mmol) was added portionwise. The mixture was
stirred at 0°C for 1h then the bath was removed and the reaction was allowed to reach RT and
was continued for 12h. The compound was extracted using EtOAc 3 times (3 x 5 mL). The
combined organic layers were then washed several times with saturated NaHCO3 (10 mL)
until the washing solution was colourless. The resulting organic solution was dried, filtered
and evaporated under vacuum. The remaining paste was purified using column
chromatography (silica gel, 90/10 DCM/MeOH) to afford the desired compound as a light
yellow solid (60 mg, 70%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.35 in 90/10 DCM/MeOH;
M.p. 94.0 °C

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) Mix of rotamers ratio (13/7) &: 7.89-7.72 (m, 5H, Haromatics),
7.69-7.66 (m, 3H, Haromatics), 7.45-7.30 (M, 4H, Haromatics), 5.13 (s, 1.3H, His), 4.87 (m, 0.7H,
Ha1+H27), 4.73 (s, 0.7H, Hg), 4.62 (s, 1.3H, Hs), 4.46 (M, 0.7H, H1+H27), 4.44-4.34 (m, 1.3H,
H21+H27), 3.48-3.45 (m, 0.3H, H23), 3.44-3.38 (m, 1.7H, H23), 2.79-2.71 (m, 2H, H>), 2.62-
2.72 (M, 4H, Has+Hzs'), 2.77-2.75 (m, 4H, H4+Ha1o), 2.45-2.41 (m, 2H, Ha), 2.00-1.93 (m, 2H,
Hs), 1.26 (s, 4H, Hia+H1g+Hi9+H20), 1.23 (s, 8H, Hia+H1s+Hi9+H20), 0.89 (t, J = 7.1 Hz, 4H,
Hoe+H26), 0.84 (t, J = 7.1 Hz, 2H, Has+H2s');
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13C-NMR (CDCls, 150 MHz) Mix of rotamers &: 167.8 (C22), 167.8 (Cz2), 167.6 (Ce), 167.5
(Ce), 162.7 (C7), 162.5 (C7), 145.8 (C1), 145.7 (C1), 140.0 (C3s), 139.4 (C33), 136.6 (C2s),
136.3 (C12), 130.7 (C11+C1s), 130.6 (C11+Cus), 130.3 (C1o+C1a), 130.2 (C1o+C1a), 129.6 (Cas),
129.3 (M, Co +Cag+Ca+Cas+Ca7), 129.0 (Cao+Caz) 127.8 (M, Cas+Cag), 121.5 (M, Cag), 118.2
(C12), 115.5 (Cs), 85.6 (C15+C16), 71.8 (C2s), 60.9 (C21), 52.4 (C27), 52.0 (C27), 50.3 (C23),
50.1 (Caz3), 48.9 (Czxs+Czs’), 48.7 (Ca5+Cos’), 37.4 (Cs), 31.0 (Cz), 30.0 (Ci), 26.6
(C17+C18+C19+C20), 22.1 (C3), 13.6 (C26+Cos’);

HRMS (ESI) calculated for C42Hs1BFsN4O4S [MH]" requires 775.3676 found 775.3690;

Compound is currently under analysis.
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2-((2-((4-Fluorobenzyl)thio)-6,7-dihydro-5H-

O/lS\H/OH cyclopenta[d]pyrimi din-4-yl)oxy)acetic acid (29)
16
4 5 6 O C16H15FN2038
Z\
3 | MW :334,37 B
\ 1\N)7\S 9 13 37 g.mol

Aspect - off white solid

Experimental procedure:

Compound 6 (1 eq, 8.11 mmol) was dissolved in DCM (31 mL). TFA (20 eq, 162 mmol) was
then added and the reaction mixture was stirred at rt under argon for 18h. The solution was
vacuumed to dryness and the paste was then triturated in Et,O. The product was dried to yield
the desired product as an off white solid (2.07 g, 76%).

Analysis and spectral data:

IH-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) & 13.06 (1H, Hi7), 7.44-7.42 (m, 2H, Hu+Ha3), 7.14-7.11
(m, 2H, Hio+Hu4), 4.89 (s, 2H, Has), 4.33 (s, 2H, Hg), 2.84 (t, J = 6.4 Hz, 2H, Hy), 2.76 (t, J =
6.4 Hz, 2H, Hs), 2.05 (quint, J = 6.4 Hz, 2H, Ha):

13C NMR (DMSO-ds, 150 MHz) &: 176.1 (1C, C1), 169.5 (1C, C7), 167.8 (1C, Cis), 164.1
(1C, Cs), 161.2 (d, JcF = 290 Hz, 1C, C12), 134.3 (d, Jer = 5 Hz, 1C, Cg), 130.7 (d, Jcr = 11
Hz, 2C, C10+C1a), 115.2 (d, Jcr = 26 Hz, 2C, C11+C13), 115.1 (1C, Cs), 62.3 (1C, Cis), 33.4
(1C, Cs), 33.3 (1C, C2), 25.7 (1C, Ca), 21.4 (1C, Ca);

HRMS (ESI) calculated for C16H16FN203S [MH]" requires 335.0866 found 335.0871;

Compound is currently under analysis.

215



N-(2-(diethylamino)ethyl)-2-(2-(4-
fluorobenzylthio)-6,7-dihydro-5H-
cyclopenta[d]pyrimidin-4-yloxy)-N-
((4'-(trifluoromethyl)biphenyl-4-
yl)methyl)acetamide (30)

18 19
N . CggHagF4N4,O5S
20 36" '38" 41V42

4 6 . 1
5 <N © 19K20 MW : 666,78 g.mol

3 | 8 14 _ .
) 1\N)7\S 9 13 Aspect : off white solid
12
10 F

11

Experimental procedure:

Compound 13 (1 eqg, 0.15 mmol) and 29 (1 eq, 0.15 mmol) were dissolved in DMF (2 mL)
then stirred with DIPEA (2 eq, 0.30 mmol) for 10 min at rt. The reaction was then cooled with
an ice bath to 0°C and COMU (1 eq, 0.15 mmol) was added portionwise. The mixture was
stirred at 0°C for 1h then the bath was removed and the reaction was allowed to reach rt and
was continued for 5h. The compound was extracted using EtOAc 3 times (3 x 5 mL). The
combined organic layers were then washed several times with saturated NaHCOs (10 mL)
until the washing solution was colourless. The resulting organic solution was dried, filtered
and evaporated under vacuum. The remaining paste was purified using column
chromatography (silica gel, 98/2 DCM/MeOH) to afford the desired compound as an off
white solid (93 mg, 93%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 98/2 DCM/MeOH;

'H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) Mix of rotamers ratio (1/1) &: 7.82-7.75 (m, 4H,
H2a+H26+H30+H32), 7.68 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Hoo+Hs31), 7.62 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Hao+Ha1), 7.47
(d, J =7.9 Hz, 1H, Hast+Hys), 7.43-7.37 (m, 2H, HiotH14), 7.35 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Ha3+H>s),
7.10 (t, J = 8.0 Hz, 1H, Hi1+H13), 7.06 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H11+H13), 5.30 (s, 1H, H21), 5.22 (5,
1H, Ha1), 4.68 (s, 1H, His), 4.59 (s, 1H, His), 4.34 (s, 1H, Hs), 4.33 (s, 1H, Hs), 3.57-3.55 (m,
1H, Hi7), 3.45-3.41 (m, 2H, Hig), 3.08-3.06 (m, 1H, H17), 2.89-2.82 (m, 4H, Hig+H19), 2.80
(t, J= 7.5 Hz, 1H, Ha), 2.74 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H2), 2.55-2.51 (m, 2H, Ha), 2.11-2.01 (m, 2H,
Hs), 1.05-0.90 (m, 6H, Hao+H20');

216



13C-NMR (DMSO-ds, 150 MHz) Mix of rotamers &: 175.8 (C1), 175.7 (C1), 167.6 (C7), 167.5
(C7), 167.0 (Cu6), 164.4 (Ce), 164.3 (Ce), 161.3 (d, Jcr = 290 Hz, C12), 161.2 (d, Jcr = 290
Hz, C12), 143.8 (Czg), 143.6 (Czg), 138.1 (C27), 137.9 (C27), 137.7 (C22), 137.3 (C22), 134.1 (m,
Css), 130.8 (d, Jor = 11 Hz, C10+C1s), 130.7 (d, Jcr = 11 Hz, C10+Cua), 128.2 (M, Cao+Ca),
127.7 (M, Cao+Ca2), 127.4 (Cas+Cas), 127.3 (C23+Czs), 127.2 (Co3+Cas), 127.1 (Caa+Cag),
125.8 (m, C29+Cay), 124.1 (m, Cas), 115.3 (d, Jcr = 26 Hz, C11+Cy3), 115.2 (Cs), 65.9 (Cus),
63.2 (Cig), 62.8 (Cis), 47.9 (C21), 47.0 (Cz1), 46.8 (C16+Cue’), 46.7 (C17), 33.5 (C2), 33.4 (Co),
33.3 (Cs), 29.0 (Cs), 28.9 (Cs), 25.8 (C3), 25.7 (C3), 21.4 (C20+C20'), 21.3 (Ca0+Cao'):

HRMS (ESI) calculated for C3sH39F4N4O2S [MH]" requires 667.2734 found 667.2730;

Compound is currently under analysis.
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2-(2-((4-fluorobenzythio)-4-ox0-4,5,6,7-
tetrahydro-3H-cyclopenta[d]pyrimidin-3-
o Ojlﬁoﬂ yDacetic acid (31)
15

45

6 "N C16H15FN5,0O3S

3 | ;8 14
P
2 1'N 5/9\©\13 MW : 334,37 g.mol™
12
10 F Aspect : Off white solid

11

Experimental procedure:

Compound 7 (1 eq, 0.64 mmol) was dissolved in DCM (3 mL). TFA (20 eq, 12.8 mmol) was
then added and the reaction mixture was stirred at rt under argon for 18h. The solution was
vacuumed to dryness and the paste was then triturated in EtoO (2 mL). The product was dried

to yield the desired product as an off white solid (188 mg, 88%).

Analysis and spectral data:

IH NMR (DMSO-ds, 600 MHz) &: 7.48-7.46 (m, 2H, Hio+H14), 7.16-7.13 (m, 2H, Hi1+Ha3),
4.64 (bs, 2H, His), 4.44 (s, 2H, Hg), 2.81 (t, J = 7.1 Hz, 2H, Hy), 2.63 (t, J = 7.1 Hz, 2H, Ha),
2.00 (quint, J=7.1 Hz, 2H, Hs);

13C NMR (DMSO-ds, 150 MHz) &: 168.6 (1C, Cas), 167.5 (1C, Cs), 161.1 (1C, Cy), 160.7 (d,
Jcr = 239 Hz, 1C, C12), 133.1 (d, Jcr = 3Hz, 1C, Co), 131.7 (d, Jcr = 9 Hz, 2C, C10+Cu14),
118.9 (1C, Cs), 115.7 (d, Jcr = 21 Hz, 2C, C11+Cis), 45.0 (1C, Cis), 35.2 (1C, Cg), 34.8 (1C,
C2), 27.6 (1C, Ca), 21.2 (1C, Ca);

Compound is currently under analysis.
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N-(2-(diethylamino)ethyl)-2-(2-((4-
fluorobenzyl)thio)-4-o0x0-4,5,6,7-
tetrahydro-3H-cyclopental[d]pyrimidin-3
-y1)-N-((4'-(trifluoromethyl)-[1,1'-biphenyl]-4-
yl)methyl)acetamide (32)

18 19 CaeH3gF4N4O2S

0 j/llgl\/\N/\ZO'

4 5 17 K
19
5 >N 15

3 | 7 8 20 Aspect - off white solid
9

/\©i2
10 =

11

MW : 666,78 g.mol™

Experimental procedure:

Compound 13 (1 eq, 0.15 mmol) and 31 (1 eqg, 0.15 mmol) were dissolved in DMF (2 mL)
then stirred with DIPEA (2 eq, 0.30 mmol) for 10 min at rt. The reaction was then cooled with
an ice bath to 0°C and COMU (1 eq, 0.15 mmol) was added portionwise. The mixture was
stirred at 0°C for 1h then the bath was removed and the reaction was allowed to reach rt was
continued for 5h. The compound was extracted using EtOAc 3 times (3 x 5 mL). The
combined organic layers were then washed several times with saturated NaHCO3 (10 mL)
until the washing solution was colourless. The resulting organic solution was dried, filtered
and evaporated under vacuum. The remaining paste was purified using column
chromatography (silica gel, 95/5 DCM/MeOH) to afford the desired compound as an off
white solid (60 mg, 60%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 95/5 DCM/MeOH,;

'H-NMR (CDClIs, 600 MHz) Mix of rotamers ratio (3/1) &: 7.70-7.68 (m, 2H, Hzo+Hsz), 7.65-
7.62 (M, 2H, Haa+Hag), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Hae+Ha1), 7.51 (d, J = 7.9 Hz, 0.5H,
Hoz+H2s), 7.48 (d, J = 7.9 Hz, 1.5H, Ha3+H2s), 7.38-7.36 (m, 0.5H, Hio+H14), 7.34-7.32 (m,
1.5H, Hio+H14), 7.00-6.95 (M, 2H, Hu1+Hi3), 5.05 (bs, 0.5H, His), 4.94 (s, 1.5H, His), 4.79 (s,
1.5H, Ha1), 4.69 (bs, 0.5H, Ha1), 4.44 (bs, 0.5H, Hs), 4.41 (s, 1.5H, Hg), 3.90-3.87 (m, 1.5H,
Hi7), 3.69-3.67 (m, 0.5H, Hi7), 3.23-3.21 (m, 0.5H, Hzs), 3.09-2.96 (m, 4.5H, Hig+H19t+H19’),
2.86-2.84 (M, 3H, Ha+Hie+H1g'), 2.80 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Ha), 2.07 (quint, J = 7.5 Hz, 2H, Ha),
1.29-1.25 (m, 6H, HaotHa0');
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13C-NMR (CDCls, 150 MHz) Mix of rotamers &: 168.2 (C1g), 166.6 (Cs), 163.1 (C7), 160.5
(Cy1), 160.4 (Cy), 156.6 (d, Jcr = 195 Hz, C12), 156.5 (d, Jcr = 195 Hz, C12), 143.8 (Czs), 139.8
(Cz7), 135.1 (C22), 1315 (d, Jer = 3 Hz, Cg), 131.1 (d, Jcr = 8 Hz, C10+Cus), 131.0 (m,
Cas+Ca1), 1295 (Caa), 128.1 (Cas+Cas), 127.8 (Cos+Cas), 127.6 (Cas+Cas), 127.3 (Coa+Cos),
125.8 (m, C30+Cs2), 125.1 (Cs3), 119.5 (Cs), 115.5 (d, Jcr = 21 Hz, C11+C13), 51.8 (C1s), 48.4
(C21), 47.3 (C1s), 46.8 (C19+Ci9’), 45.3 (C17), 36.3 (Cg), 36.0 (C2), 29.7 (Ca4), 27.5 (C3), 21.3
(C20+C20);

Compound is currently under analysis.
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26 24 tert-butyl 2-(4-oxo-2-((4-(4,4,5,5-tetramethyl-
23 1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)thio)-4,5,6,7-

tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-1-
s g OG/\Q)/ZZ yl)acetate (33)
Z\
3 IR 8 14 C26H3sBN,05S
DN 13
2 1 20 MW : 498.44 g.mol'l
10 -0
B 19 .
1 \ 16 Aspect : colourless solid
O—s
18 17

Experimental procedure:

Compound 25 (1 eq, 1.40 mmol), potassium carbonate (1.2 eq, 1.68 mmol) and tert-butyl
bromoacetate (1.2 eq, 1.68 mmol) were dissolved in dry DMF (15 mL) and stirred at 75°C
under argon for 18h. The reaction was monitored by TLC and the mixture was then dried
under vacuum when it was deemed completed. The compound was purified using column
chromatography (silica gel, 90/10 Hex/EtOACc) to afford the desired compound as a colorless
oil (654 mg, 94%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.30 in 90/10 Hex/EtOAC;
M.p. 56.6 °C;

IR (neat, Cm'l) v 2976, 1752, 1610, 1588, 1557, 1437, 1394, 1357, 1325, 1140, 1087, 858,
656;

IH-NMR (600 MHz, DMSO-de) 5: 7.61 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Hi1+His), 7.41 (d, J = 7.9 Hz, 2H,
Hio+Hia), 4.80 (s, 2H, Ha1), 4.35 (s, 2H, Hg), 2.85 (t, J = 7.2 Hz, 2H, Ha), 2.75 (t, J = 7.2 Hz,
2H, Hs), 2.05 (quint, J = 7.2 Hz, 2H, Hs), 1.38 (s, 9H, Has+Has+H), 1.28 (s, 12H,
Hi7+H1g+H19+H20);

13C NMR (150 MHz, DMSO-de) &: 176.2 (1C, Cz), 167.6 (1C, C), 167.1 (1C, Cg), 164.0
(1C, Ce), 141.4 (1C, C12), 1345 (2C, C10+Cua), 128.2 (2C, C11+Cis), 127.7 (1C, C1), 115.0
(1C, Cs), 83.6 (2C, C15+Cis), 81.4 (1C, Cz3), 62.9 (1C, C21), 34.3 (1C, Cs), 33.4 (1C, C2), 27.6
(3C, Cas+Cas5+Cas), 25.7 (1C, Ca), 24.6 (4C, C17+Cig+Cao+Ca), 21.4 (1C, Ca);

HRMS (ESI) calculated for C2sH3sBN20sS [MH]* requires 499.2438 found 499.2438;
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2L OH 2-((2-((4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-

0N dioxaborolan-2-yl)benzyl)thio)-6,7-
4 5 18 0O dihydro-5H-cyclopenta[d]pyrimidin-
4-yl)oxy)acetic acid (34)

7N 8 14
3 \ 1\NJ7\S/\©\13 . C,,H,7BN,0:S
40 ¥ 12E\’>’O - 19 MW : 442.34 g,mol'l
O—s Aspect - off white solid

Experimental procedure:

Compound 25 (1 eq, 1.31 mmol) was dissolved in DCM (5 mL). TFA (12 eq, 15.72 mmol)
was then added and the reaction mixture was stirred at rt under argon for 18h. The clear
solution was vacuumed to dryness and the compound was purified using column
chromatography (silica gel, 40/60 Hex/EtOAc) to afford the desired compound as an off white
solid (426 mg, 74%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.20 in 40/60 Hex/EtOAC;
M.p. 214.4 °C;

IR (neat, cm™) v 3604, 2975, 2835, 1748, 1611, 1587, 1395, 1360, 1325, 1167, 1088, 858,
655;

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5: 7.61 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H11+Ha13), 7.41 (d, J = 7.9 Hz, 2H,
Hio+H14), 4.89 (s, 2H, Ha1), 4.35 (s, 2H, Hg), 2.84 (t, J = 7.2 Hz, 2H, Hy), 2.75 (t, J = 7.2 Hz,
2H, Ha), 2.05 (quint, J = 7.2 Hz, 2H, Hs), 1.28 (s, 12H, H17+H1g+H10+H20);

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds) &: 176.1 (1C, Cz2), 169.6 (1C, Cy), 167.6 (1C, Co), 164.1
(1C, Cs), 141.6 (1C, C12), 134.6 (2C, C10+Cus), 128.8 (1C, C1), 128.3 (2C, C11+Ci3), 115.0
(1C, Cs), 83.6 (2C, C15+Cis), 62.3 (1C, C21), 34.2 (1C, Cs), 33.4 (1C, C2), 25.7 (1C, Cu), 24.6
(4C, C17+C1g+C10+Ca), 21.4 (1C, Ca);

HRMS (ESI) calculated for C22H28BN20sS [MH]" requires 443.1812 found 443.1797;
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N-(2-(diethylamino)ethyl)-2-((2-((4-(4,4,5,5-
tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)thio)-
6,7-dihydro-5H-cyclopenta[d]pyrimidin-4-yl)oxy)-
N-((4'-(trifluoromethyl)-[1,1'-biphenyl]-4-
yl)methyl)acetamide (35)

CoHsoBF3N,40,S
MW : 774.75 g.mol ™

Aspect - off white solid

Experimental procedure:

Compound 10 (1 eq, 0.23 mmol) and 19 (1 eqg, 0.23 mmol) were dissolved in DMF (2 mL)
then stirred with DIPEA (2 eq, 0.46 mmol) for 10 min at rt. The reaction was then cooled with
an ice bath to 0°C and COMU (1 eq, 0.23 mmol) was added portionwise. The mixture was
stirred at 0°C for 1h then the bath was removed and the reaction was allowed to reach rt was
continued for 5h. The compound was extracted using EtOAc 3 times (3 x 5 mL). The
combined organic layers were then washed several times with saturated NaHCOs (10 mL)
until the washing solution was colourless. The resulting organic solution was dried, filtered
and evaporated under vacuum. The remaining paste was purified using column
chromatography (silica gel, 90/10 AE/MeOH) to afford the desired compound as an off white
solid (115 mg, 65%).

Analysis and spectral data:

Rf: 0.30 in 90/10 /EtOAC/Hex;
M.p. 94.0 °C

'H-NMR (CDCls, 600 MHz) Mix of rotamers ratio (1/1) &: 7.75 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Hi1+H13),
7.71 (d, J =7.9 Hz, 1H, H11+H13), 7.68 (m, J = 6.7 Hz, 2H, H3s+Hzg), 7.59 (m, 2H, Hag+Haz1),
7.56 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Hso+Hs32), 7.51 (d, J = 8.1 Hz, 1H, HaotHz32), 7.42 (d, J = 7.9 Hz, 1H,
Has+Hs7), 7.37 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Has+Hsy), 7.34 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Hio+H14), 5.14 (s, 1H,
H27), 5.06 (s, 1H, H27), 4.67 (s, 1H, Hs), 4.63 (s, 1H, Hs), 4.38 (s, 1H, H21), 4.32 (s, 1H, H21),
3.69 (M, 1H, Haz3), 3.50 (t, J = 6.7 Hz, 1H, Has), 3.30 (t, J = 6.7 Hz, 1H, Hazs), 3.23 (m, 1H,
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Hz3), 2.90 (M, 2H, Hzs), 2.88 (m, 2H, H2), 2.80 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Ha), 2.76 (t, J = 6.7 Hz, 1H,
Hy), 2.64 (M, 2H, Has), 2.57 (t, J = 6.7 Hz, 1H, Ha), 2.11 (quint, J = 7.4 Hz, 1H, Ha), 2.06
(quint, J = 7.4 Hz, 1H, Hs), 1.33 (s, 6H, Hi7+Hg+H10+Ha0), 1.32 (s, 6H, Hi7+Hag+H10+Hz0),
1.03 (t, J = 7.1 Hz, 3H, Has), 0.98 (t, J = 7.1 Hz, 3H, Has);

13C-NMR (CDCls, 150 MHz) Mix of rotamers §: 176.3 (1C, Cs), 176,2 (1C, Cs), 168.8 (1C,
C2), 167.9 (C7), 164.7 (Cy1), 164.5 (C1), 144.3 (Cas), 143.9 (C34), 141.0 (Cs3), 140.9 (Cs3),
139.4 (Cg), 138.9 (Co), 137.5 (Czs), 136.7 (Cog), 135.1 (C11+C13), 135.0 (C11+C13), 129.8
(Cso), 129.7 (Cas), 129.6 (Ciz), 129.5 (Ciz), 128.7 (Cao+Ca1), 1285 (Cas+Car), 128.4
(Cs0+Ca2), 128.0 (Cio+Cus), 127.7 (Cos+Car), 127.5 (Cao+Ca), 127.4 (Cas+Car), 127.3
(C10+Ca4), 125.9-125.8 (m, Cao), 115.8 (Cs), 115.7 (Cs), 84.0 (C15+C1s), 83.9 (C15+Cis), 63.3
(C21), 62.9 (C21), 51.7 (C27), 51.3 (C23), 49.1 (Cz3), 47.6 (C25) 47.7 (Cs), 47.4 (C27), 45.7 (C24),
44.9 (C22), 35.6 (Cas+Cas), 34.3 (Ca), 34.2 (Ca), 26.4 (Cz), 26.3 (Ca), 25.0 (Cao+Caz+Cao+Ca2),
22.0 (Cg), 21.9 (Ca), 12.0 (C26+C2s");

Compound is currently under analysis.
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Radiochemistry

1) General Materials and Methods

All reagents were purchased from commercial suppliers and used without further

purification (Acros and Sigma-Aldrich).

Radioisotope production. No-carrier-added fluorine-18 (half-life : 109.8 min) was
produced via the [*®O(p,n)!®F] nuclear reaction by irradiation of a 1,5ml [*®OJwater (IBA
CisBio) target with an 16.5 MeV proton beam on a cyclotron General Electrics PET trace 80
cyclotron (GE Healthcare, Sweden, Uppsala). The aqueous radioactive solution was
transferred to an appropriate shielded hot cell (COMECER) using Helium pressure of 2 bars.
Typical irradiation times were 60 min with a beam current of 40 pA, which yielded a [*8F]-

fluoride amount of about 70 GBq at end of bombardment.

Automated synthesis. All loading operations were conducted under an ambient
atmosphere. A remote controlled GE TracerLab FX FN module was used for the automated
radiolabeling experiments. Helium was used as a pressurizing gas during sample transfers. All
the SEP-Paks cartridges were purchased from Waters Corporation. Prior to use, QMA-light
Sep-Paks were flushed with 10 ml of ethanol, followed by 10 ml of 90 mg/ml potassium
trifluoromethanesulfonate solution, and 10 ml of sterile water prior to use. Alumina N Sep-
Paks were pre-conditioned with 10 ml of sterile water and C18 Sep-paks lights with ethanol
(2 ml) and sterile water (10 ml). Preparative HPLC separations were all done on the GE
Tracerlab FX FN module with a Gemini C18 5um 250X10 mm column (Phenomenex),
isocratic elution: NH4OAc 0.1M (pH 6)/MeCN; flow rate: 4.7 ml/min; room temperature; UV
detection A=254 nm. The HPLC Analysis were performed on a Thermofisher UPLC Ultimate
3000 system equipped with a UV spectrophotometer and a Berthold LB509 radioactivity
detector, column: Gemini C18 250 x 4.6 mm, 5um (Phenomenex), isocratic elution: NH4OAc
0.1M (pH 6)/MeCN 50/50; flow rate: 1 ml/min; room temperature, UV detection A=254 nm.

225



@ TRACERIab FX FN @  rELumMPRESSWRE
V19
i i =

F 5 $ <
@ AIR PRESSURE

426
R
|| VENT.
0.2 pm
. - -Pe- - -
CUrsor
W3 W3 VL] i1
Fluid 55% 4

FROM

TARGET ) |
% g Load
r ¢ Inject
W14 W12
18F SEPARATION A0,
§ CARTRIDGE
{; W20 % 2
o o He

HEATER. ! MEEDLE

TRANS- Auto Zero
FORMER I s 0y Lamp |

= V24 down
B [T TEMP.1 T RDY _}‘
PRESSURE h[ et ]
@ >
COOLING ATR
—&
POWER FV25
WACUILIM 11 STIRRERS
#PUMP 5 =
ExHAUST | o | & | WESTE

Figure 60. GE Tracerlab FX-FN module for the preparation of 8F-Darapladib and analogs:
V1:5mg KOTf + 50 ug KoCOs in 550 pl water /V2: 1 ml ACN /V3: 2/4 mg precursor in 660
uL NMP + 330 pl n-BuOH + 7/9 mg Cu(OTf), + 40/52ul Pyridine /V4: 1.5 ml HPLC
eluent/VV5: 1.5 ml HPLC eluent /V6: empty /V7: 10 ml H20 /V8: 0.7 ml EtOH/V9 : 9.3 ml
H>0 / Dilution Flask: 60 ml H>O.

2) Synthesis of K8F

The 1.5 ml bolus of [*®O]Jwater containing 70 GBq of [*8F] Fluoride was delivered to
the synthesis module and trapped in a QMA-light Sep-Pak cartridge to remove the excess of
[*8O]Jwater and others impurities. The activity was released from the cartridge into the
reaction vessel by the aqueous solution of KOTf/K>COs. The 1 ml of acetonitrile from V2
was poured into the reaction vessel and the resulting solution was dried by azeotropic
distillation to provide K!8F. This step was achieved by heating the reaction vessel to 120°C

under vacuum during 6 min. Overall, around 70% of activity remained after this first step.
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3) Automated synthesis of ®F-Darapladib (*F-16)

o o

N
FoC ij\ | K8F/KOTf/K,CO,
N“>s
O o @\ o, CuOThzPyridine
O ‘(35 20 min, 110°C 18F
N ~ONNTN N ~ N N

28 K

Schéma 66. Radiolabelling of ®F-Darapladib via alcohol enhanced copper mediated
radiofluorination.

During this step of the automated program, the reactive mixture contained in vial 3
[precursor 28 (4 mg, 5 umol, 0.005 M), Cu(OTf)2 (9 mg, 25 pmol, 0.02 M), Pyridine (52 pl,
644 pmol, 0.62 M) in a solution of NMP and n-BuOH] was poured into the reaction vessel
with the dried K*®F by applying helium pressure. Before starting the radiolabeling of the
precursor 28, vial 2 was opened to bring some air into the reaction vessel. After shutting the
valve of vial 2, the mixture was then stirred for 20 min at 120°C. The reaction vessel was the
cooled to 50°C with compressed air cooling before adding 1.5 ml of HPLC eluent from V4.
The solution was sucked into the HPLC vial. The reaction vessel was finally cleaned by
adding another portion of 1.5 ml of HPLC eluent and immediately transferred into the HPLC
vial. The whole volume contained in the HPLC vial was sent into the preparative HPLC. The
18F-Darapladib was collected into the dilution flask. At the end of the collection, the
formulation step was started by passing through a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters). The
final activities were measured into a shielded glove box with dose calibrator SCINTIDOSE

(Lemer Pax, Carquefou, France).
4) Quality control of *F-Darapladib ‘®F-16

Quiality controls were carried out before administration of the tracers. The batches
were expected to be clear, colourless and free of particulates. pH were measured using pH
paper strips. The pH values were expected to range between 4.5 and 8.5 due to the mice
injection specifications. The radiochemical purities (RCP) and the specific activities (SA)
were measured with the analytical HPLC system RCP were 94.5 £ 0.7% (n = 10) and SA
were 10.1 + 2.3 GBg/pumol.
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Figure 61. HPLC chromatogram of Darapladib compared with 8F-Darapladib. Eluent: 50/50

NH4OAc (pH 6) / ACN). °F-Darapladib retention time is similar to !8F-Darapladib.

5) Stabilities in buffer of F-Darapladib

In vitro studies. Human plasma for research purposes were obtained from healthy
volunteers. The stabilities in PBS buffer were analyzed by analytical HPLC [Thermofisher
UPLC Ultimate 3000 system equipped with a UV-Vis spectrophotometer with diode array

detector; column: Gemini C18 250 x 4.6 mm, 5um (Phenomenex), isocratic elution: NH4OAc

0.1M (pH 6)/MeCN 50/50; flow rate: 1 ml/min; room temperature]. The stabilities of the
labeled peptides in Phosphate Buffer Saline (PBS) 1X pH 7.0 were performed at different

time points (0, 30 min, 1h30) post synthesis at a temperature of 37°C.
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Figure 62. Phosphate buffer saline stability of 8F-Darapladib at 0, 30 min and 1h 30 min.
18F-16 was stable over 1h 30 min and no degradation compounds were observed.
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Biology and associated imaging modalities

1) Biochemical assay for determination of Lp-PLA: inhibitory capacity.

Low-density lipoproteins (LDL) containing Lp-PLA> enzyme were isolated from a pool of
human EDTA-plasma from healthy volunteers by ultracentrifugation (Optima™ L-80 XP
Ultracentrifuge, Beckman Coulter) as described before (Ortiz-Mufioz et al. 2009). Briefty,
plasma density was adjusted to d=1.22 (4 mL) with solid KBr and overlaid with 3 mL KBr
saline solution (d=1.063) and water (d=1, 3 mL). Ultracentrifugation was performed at
100 000 g for 20 h at 10°C. The LDL fraction (top orange layer) was recovered as a single
band, was rinsed with saline and concentrated using a centrifugal concentrating device (cutoff
10 kDa; Vivascience, Stonehouse, UK). KBr was eliminated by dialysis against saline. LDL
concentration was estimated by Bradford assay for total protein quantification. Lp-PLA>
activity was determined with a kit (PAF Acetylhydrolase activity assay Kit by CliniSciences)
according the manufacturer's instruction, using 2-thio platelet-activating factor as a substrate.
The free thiols released by hydrolysis were detected using 5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoic
acid) (TMB) transformed into 5-thio-2-nitrobenzoic acid, detectable at 412 nm by
spectrophotometry. Increasing concentrations of (14) or analogs (0.1, 1, 10, 100, 500 and
1000 nM) were incubated with a 2 g/L LDL solution for 30 min before adding the substrate
for 60 minutes and eventually the TMB. Optical density was followed at 412 nm and the
inhibition capacity of the molecules tested was expressed as % of control containing LDL
without inhibitors. Data are expressed as means £ SEM of three independent experiments

performed at least in triplicate.

2) Tumor model

Cell culture. The tumor cell line B16 was purchased from Sigma (Saint-Quentin-
Fallavier, France). This cell line was cultivated in RPMI11640 supplemented with 10% fetal
calf serum, 2 mM glutamine, 100 units/ml streptomycin, 100 units/ml penicillin and 1.25
pug/ml fungizone. Cells were maintained in a 5% CO humidified atmosphere at 37°C. Cell
viability was over 90%, as determined by trypan-blue staining. Immediately before
implantation in mice, cells were centrifuged and adjusted to a concentration of 25x10° cells

per ml in PBS 1X for subcutaneous injection.
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Tumor Models. Six to eight weeks old C57BI6 mice were used for implantation of
B16 cells. A B16 tumor cell suspension containing 1x10° cells in a volume of 0.2 ml of a
medium without serum solution was injected subcutaneously into right flank using a 27-gauge
needle. The experiments were performed when tumors were 500 mm?® (tumor volume

measurement was performed by digital caliper).

PET Imaging. Injected doses of radiotracers 8F-FDG or 8F-Darapladib were 15 + 5
MBq. The PET imaging distributions of mice were assessed at time intervals from O to 1h

post-injection with four images of 15 minutes each.

'8F-Darapladib 18F-FDG 18F-Darapladib 18F-FDG

Figure 63. 18F-Darapladib and *8F-FDG injection in tumor induced mouse model (mouse B16
melanoma). Tumor location is represented by dashed lines. No accumulation of 8F-
Darapladib compared to 8F-FDG that shows a strong accumulation within tumors.

3) Atherosclerosis model

ApoE KO model. Apolipoprotein E-deficient mice (ApoE (-/-) or ApoE KO) were
chosen as models for atherosclerosis studies. Mice were bred in the animal facility until the
age of 18-20 months for the study. 5 ApoE KO mice were used for each radiotracer. To

compare with normal mice, 5 C57BI6 mice were used for each radiotracer.

PET Imaging. Injected doses of radiotracers *F-FDG or ®F-Darapladib were 15 + 5
MBg. The PET imaging distributions of mice were assessed at time intervals from 0 to 1h

post-injection with four images of 15 minutes each.
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Biodistributions. At the end of the PET imaging acquisitions, the animals were
sacrificed by cardiac puncture under anesthesia (isoflurane, 3% induction and 1.5%
maintenance in air). The heart and aorta were removed and isolated, blood-flushed and placed
under the multimodal imager. A PET ex vivo acquisition of 15 minutes was performed
specifically on these tissues to measure the activity associated to the atherosclerosis plaques.
At the end of this acquisition, all the organs were collected and placed into glass tubes for the

y-counter measurements.

18F-Darapladib BF-FDG

Figure 64. ®F-Darapladib and ®F-FDG injection in C57BL/6 mice. Accumulation in heart,
liver, intestines and bladder for ®F-Darapladib. Accumulation in heart, brain, kidneys and
bladder for ®F-FDG.

18F-Darapladib 18E-FDG 18F-Darapladib 1BF_FDG

l lsmnI IlsmnI

Figure 65. ‘®8F-Darapladib and *8F-FDG injection in KO ApoE mice. Images at 15 min are
representative of 30, 45 and 60 min acquisitions images. Accumulation is similar to C57BL/6
mice (see Figure 59).
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Figure 66. ®F-Darapladib biodistribution in KO ApoE and C57BL/6 mice. Data are
SEM of three independent experiments. Statistical evaluation was

expressed as means +
performed by using one-way ANOVA and Tukey test (PRISM software). No significant

differences were observed.

18F-Darapladib

15F.FDG

Figure 67. ®F-Darapladib and ‘8F-FDG in KO ApoE mice aortas and heart. Results are

representative of experiments performed at least in triplicate
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4) Human endarterectomy pieces studies

Endarterectomy samples. Freshly obtained carotid samples were incubated with 30 +
5 MBq of ®F-Darapladib or ¥F-FDG for 1h at 37°C. Samples were washed consecutively

with saline 3 times then were dried before performing imaging studies.

PET Imaging. Incubated doses of radiotracers ®F-FDG or ®F-Darapladib were 30 +
5 MBqg. The PET imaging acquisitions carotids were assessed at 1h post-incubation with a 15

minutes acquisition.

1BE-FDG { b Q .
b gy

18F-Darapladib bl%‘. q‘, \ é

Figure 68. Ex vivo accumulation of ®F-Darapladib compared to ¥F-FDG in human carotid
endarterectomy samples. a) Non-complicated; b) Complicated. (left) Orthoslice associated
with 3D view of the slice; (right) macroscopic view.
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Regioselectivity of Thiouracile Alkylation: Application to Optimiza-
tion of Darapladib Synthesis
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ABSTRACT: Darapladib is one of the most potent Lp-PLA, (Lipoprotein-associated phospholipase A,) inhibitor with an ICs, of
0.25 nM. We demonstrate that a crucial step of Darapladib synthesis was not correctly described in the literature, leading to the
production of wrong regioisomers. Moreover we show that the inhibitory activity is directly linked to the position on N1 since
compounds bearing alkylation on different sites have potentially less interaction within the active site of Lp-PLA,.

INTRODUCTION

Atherosclerosis is characterized by an accumulation of lipids
and leukocytes within the vascular wall of large arteries, lead-
ing to their occlusion and subsequent clinical events such as
myocardial infarction and ischemic stroke. In western coun-
tries, atherosclerotic complications are responsible for about
50% of death'. Hydrolysis of oxidized phospholipids in low
density lipoproteins (LDL) mediated by lipoprotein-associated
phospholipase A, (Lp-PLA,)” plays an important role in ather-
oma plaque development by promoting the recruitment of
leukocytes. Clinical studies have shown that plasma Lp-PLA,
levels were correlated with cardiovascular events’. In situ, the
expression of Lp-PLA, was higher in carotid atherosclerotic
plaques from symptomatic than asymptomatic patients. This
enzyme thus became a particularly valuable biomarker candi-
date for assessment of the cardiovascular risk as well a prom-
ising therapeutic target”.

Chart 1. Four moieties of Darapladib involved in Lp-PLA,
recognition.
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GSK was among the first company to design Lp-PLA, inhibi-
tors”. In 2003, GSK discovered a new and highly potent (ICs,
= 0.25 nM) candidate, named Darapladib (14)° (Chart 1).
After the publication of these results, many groups worked on
the synthesis of analogs of 14, in order to test their Lp-PLA,
inhibitory effect in biological systems’ or even designed new
classes of compounds®. Unfortunately, in coronary heart dis-
ease gatiems, 14 did not meet Phase III endpoints in clinical
trials’.

However, recent studies have shown promising results using
another Lp-PLA, inhibitor on the progression of Alzheimer
disease' or diabetic macular edema''. Since Lp-PLA, inhibi-
tors may be used to thwart the deleterious effect of this en-
zyme in different pathologies, we have synthesized our own
series of inhibitors using the key structure of 14. There are
currently three different synthetic pathways reported to pro-
duce 14 (Chart 2). The first one, described in 2003 by Ther-
kelsen et al.u, uses a convergent method, ending with the
pyrimidinone ring closure followed by substitution by the
sulfur. It was then adapted to 14 in 2013 by Wang K. ef al."’.
Two other routes were described using a divergent approach.
In 2011, Cardwell et al. patented a synthesis that allowed NV1-
alkylation of the thiouracile ring'*. In 2013, Nagano et al. used
this method for the synthesis of their analogs’, but the repro-
ducibility was lower than that obtained by GSK.

Chart 2. Retrosynthetic pathways leading to alkylated
thiouracile ring formation in the synthesis of 14.

Mulholland et al (2007) o
o] Hickey et al (2009)

Wang Y. et al (2011) Ny  Nagano et al (2013) NH
LN N s N
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Wang K. et al (2013) “

The second process developed by Hickey ef al. involves thiou-
racile ring closure followed by the alkylation of the N1 posi-
tion'*. The literature is not consistent concerning the reaction
conditions used to obtain this substitution. Whereas Shen et al.
worked in refluxing THF', Azad et al. and Wang Y. et al.
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performed the alkylation in DMF'" ', To optimize every step

of our synthesis, we looked for the best route as compared to
the existing methods, tested in parallel. We demonstrate here
that one of these three pathways leads to alkylation on the
wrong site of the thiouracile ring.

RESULTS AND DISCUSSION

Divergent synthesis of 14 allows various changes of the origi-
nal structure on all groups 1, 2, 3 or 4 (Chart 1). In this arti-
cle, focus will be given to the cyclopentapyrimidine ring and
fluorobenzyl sulfane moieties since diethylpropan-amine and
trifluoromethyl-biphenyl moieties are obtained without ambi-
guity’. The first synthesis proposed is summarized in Scheme
1.

Scheme 1. Synthesis of Groups 1 and 2 using Nl1-
substituted key intermediate 1.

o
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o
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NS -— NS
OH OH
Hur 2 ‘ 1 Hor
Reagents and conditions: (a) NMP, 60°C; (b) NaSCN, TMSCI, 120°C,
58%; (c) 4-fluorobenzyl chloride, KOH, K,COs, H,O/IPA, 40°C, 60%.

The condensation of the glycine sodium salt on methyl 2-
oxocyclopentanecarboxylate leads to the non-isolated enamine
that reacts with sodium thiocyanate to yield compound 1
(58%). Intermediate 2 is obtained via substitution on the free
sulfur by 4-fluorobenzyl chloride in 60% yield.

However, this yield was not reproducible as also published by
Nagano et al. that showed only a 10% yield for the first step in
their analog synthesis.

The second route involves free N1 on the pyrimidinone ring in
the first 2 steps as shown on Scheme 2. Thiourea was con-
densed on methyl 2-oxocyclopentanecarboxylate to give in a
65% yield thiouracile 3 which is reacted with 4-fluorobenzyl
chloride in order to obtain the key intermediate 4 (92%).

At this step, literature diverges regarding the conditions to
perform the substitution on the N1 position (Chart 3).

Chart 3. Potential alkylating sites of 4.
O-site

Ny-site
X
N™ '8
H
Ni-site F

Wang Y. et al. worked in DMF or MeCN using K,CO; as a
base and yielded a single regioisomer which they assigned to
be Nl-alkyated (=90% yields for all analogs). Hickey et al.
used less effective conditions, working in diluted DCM with
DiPEA as the base and they assigned their major product as
the N/-alkyated compound 6 in 37% yield. Both methods
allowed acid 2 recovery via hydrolysis in high yields.

Scheme 2. Synthesis of Groups 1 and 2 involving differ-
ences in selectivity of compound (4)
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Reagents and conditions: (a) DBU, MeCN, reflux, 65%; (b) K,CO;, KI,
4-fluorobenzylchloride, acetone, reflux, 92%; (c) tert-Butyl bromoacetate,
K>CO;, DMF, 75°C, 5 only 96%; (d) tert-Butyl bromoacetate, DiPEA,
DCM, reflux, mixture of 5 (7%), 6 (21%) and 7 (27%).

In order to optimize our synthesis, we compared both Wang
and Hickey’s methods (Scheme 2). Following the exact pro-
cedure by Wang Y. ef al., we obtained a product supposed to
be the ester 6 in 96% yield whereas using Hickey’s protocol to
obtain the same compound, we recovered another product with
10% yield. Both esters obtained behaved differently on SiO,
TLC (0.95 and 0.25 in 40/60 Hex/EtOAc for Wang Y. and
Hickey’s methods respectively). Moreover, °C and '"H NMR
experiments supported the conclusion that both products were
different (Chart 4). Indeed, in DMF at 75°C, we obtained the
O-alkylated compound 5 whereas in DCM, the N/-alkylated
desired product 6 was recovered. We then improved Hickey’s
conditions by working with refluxing DCM instead of room
temperature (Scheme 2, condition d) and recovered 5, 6 and 7
after purification (7%, 21% and 27%, respectively), allowing a
better yield for compound 6. Changing the leaving group for a
iodine instead of a bromine at either 40°C (DCM) or 80°C
(DCE) did not improve yields (12 and 14% respectively).

Chart 4. "H and "C spectra in DMSO-d, of 5, 6 and 7.
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a: 'H NMR spectra; b: BC NMR spectra

HMBC experiments allowed us to unambiguously assign the 3
isomers 5, 6, 7 obtained in Hickey’s method. The a-carbon of
the ester (C,5) was identified in the isomers to be 63 ppm (O-
CHy), 50 ppm (N/-CH,) and 45 ppm (N3-CH,) for the isomers
5, 6, and 7 respectively. The C,5 was observed to couple in the
HBMC spectra to C; in isomer 5, C; and C; in isomer 6, and
Cg and C; in isomer 7 (Scheme 2, also see supporting infor-
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mation). In DMF at 75°C (Wang’s method), since we only
obtained compound 5 (but not compound 6) in 96% yield, we
then tried to make various changes on the base and alkylating
agents in order to influence the regioselectivity of alkylation
(see Table 1). However, no displacement of selectivity was
O/\fo\ observed and only O-alkylated com-
PN, pounds 5 and 9 were recovered. When
ol moving from halogens to a tosylate (10)
”)\S/\Q or a triflate (11), we also observed de-

s creasing yields (entries 4 and 5). Sur-
prisingly, these results do not follow the general reactivity of
leaving groups'.

F

Table 1. Change in alkylating agent and base on substitu-
tion yields (via Wang’s method).

Base
4  + R-X 0. N1or N3
DMF
75°C
Entry Base R-X ] N1 N3
o
1 Kcos | BT K 9(5) 0 0
o
o
2 DIiPEA ET/Y 7< 955) 0 0
o
o
3 NMM B \ﬂ 97(8) 0 0
o
O
4 Kco; | T 2@ 0 0
(10)
O
5 K,COs T50/\|f 58(9) 0 0
Mg

The thiouracile ring from compound 4 comprises a keto-enol
tautomerism providing three potential alkylation sites. Low
polar aprotic solvent (such as DCM) may favor N-alkylation
whereas polar aprotic (such as DMF) gave exclusively the O-
alkylated isomer. In 2004, Mulholland ef al. patented an inno-
vative method leading to selective Nl-alkylation of the thiou-
racile ring®. The 2 first steps used in our synthesis are depict-
ed in Scheme 3.

Scheme 3. Selective N1-alkylation of the thiouracile ring
(adapted from Mulholland’s method).
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Reagents and conditions: (a) saccharin, HMDS, DCM, reflux; (b) (tri-

fluoromethanesulfonyloxy)-acetic acid methyl ester, DCM, reflux;

This method allows the formation of the silyl ether which
protects the O and N3-alkylation sites. Using these experi-
mental conditions, we obtained the desired compound 8 in
93% yield. However, this approach requires a triflate as a
leaving group, which makes the synthesis more tedious since

they are unstable. Table 2 shows our attempts to change the
leaving group or the solvent in Mulholland’s conditions.

Table 2. Change in alkylating agent and solvent on substi-
tution yields (via Mulholland’s method).

Saccharine
4  + R-X _HMDS o Niorna
Solvent
TC
Entry Solvent/T°C R-X 0 NI N3
5)
1 DCM/40°C Bf/Yj< o 0 o
(o]
(o}
2 pemaeee | BT o 0 o
(o]
O\
3 pemuoe | Ts07 Y 0o 0 o0
g
O\
4 DCM/40°C TfO/Y 0 938) 0
(10) o
o
5 paEAsec | BT j< 26(7) 0 26(5)
o]

When the silyl ether is formed, if the leaving group was a
tosylated alcohol (11) or an alkyl halide (entries 1, 2 and 3),
the Nl-alkylation product was not formed and only starting
material was recovered. In order to obtain groups 3 and 4 of
14, we synthesized 12 via Suzuki coupling in 89% yield
(Scheme 4). We then optimized this step in water” which
allowed us to increase our yield up to 98% without chromato-
graphic purification.

Scheme 4. Optimization of the synthesis of groups 3 and 4,

CF3 CHO
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J
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13
Reagents and conditions: (a) Pd(OAc),, TBAB, K;CO;, dioxane/water,

70°C, 89%; (b) Pd(OAc),, TBAB, Na,COs, water, 150°C, 98% ; (c)
NaBH(OAc);, N,N-Diethylethylenediamine, DCM, 0°C then RT, 80% ;

The subsequent reductive amination led to 13 recovery in 70%
yield over 3 steps. We were then able to react 2 and 13 in a
peptide coupling reaction® forming 14 in a 65% yield after
complete purification (Scheme 5).

Scheme 5. Peptide coupling in the divergent synthesis of 14
o
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As shown in Scheme 6, we also synthetized the O-alkylated
Darapladib (16) in order to test its Lp-PLA, inhibitory activity.
We were able to hydrolyze efficiently 5 in a 76% yield. The
peptide coupling allowed 16 recovery in 80% yield.

Both Woolford ef a/ and Liu et al showed that the thiouracile
moiety and particularly the carbonyl oxygen forms hydrogen
bonding with Leul53, Phe274 and GIn352 while the fluoro-
phenyl moiety interacts with Leul07, Leul59, Ala355 and
Phe357 in the active site of Lp-PLA,”**. Group 4 brings lipo-
philic interactions with Phel25 along with n-m interaction that
improve the already strong affinity towards Lp-PLA;. Howev-
er, in the case of O-alkylated products, the carbonyl oxygen
may not be available to interact within the active site of the
enzyme.

Scheme 6. Synthesis of 16.
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Reagents and conditions: (a) TFA, DCM, RT, 76%; (b) COMU, DiPEA,
DMEF, 0°C then RT, 80%.

To test this hypothesis, we decided to compare the ability of
14, 16, and esters 5, 6 to inhibit Lp-PLA, (Figure 1) according
to the protocol described in the experimental section. 5 did not
inhibit Lp-PLA; activity whereas 6 showed a dose-dependent
inhibitory effect. This underlines the importance of the regioi-
somer since QO-alkylated chains block the crucial interaction
within the enzyme recognition site. The same effect can be
observed with 14 and 16.

Figure 1. Lp-PLA, activity test of 14 compared to 3 synthe-
sized analogs.
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A: (6), B: (14), C: (5), D: (16). Data are expressed as means = SEM of
three independent experiments performed in triplicate. Statistical evalua-
tion was performed by using one-way ANOVA and Tukey test (PRISM
software). Significant differences were considered for p values inferior to
0,05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 as compared to control.

CONCLUSIONS

Our work summarizes different methods to synthetize 14 and
points out ambiguities in the literature during the alkylation of
the thiouracile intermediate. We have shown that, based on
our results in DMF, Wang Y. et al. and Azad er al. have most
likely obtained the O-alkylated analogs instead of the N1-
alkylated isomers. We showed that the method developed by
GSK (Mulholland’s method) is highly substrate-dependent and
cannot be used without triflated alcohols.

14, 6 as well as 16 and 5 were tested for their ability to inhibit
Lp-PLA,. In vifro experiments demonstrated that the O-
alkylated molecules did not modify Lp-PLA, activity com-
pared to Nl-alkylated compounds. We have described for the
first time 6 as a potential Lp-PLA, inhibitor (ICs = 52 £ 4
nM). Whereas its inhibitory activity is much lower than 14, its
affinity towards Lp-PLA, and biodistribution should be tested
in vivo.

EXPERIMENTAL SECTION

Chemistry. All reagents and solvents were purchased from com-
mercial sources (Sigma-Aldrich and ACROS) and used as ob-
tained. '"H NMR and "*C NMR spectra were recorded with a
Bruker NMR spectrometer (600 MHz for 'H and 150 MHz for
13C) and referenced to deuterium sulfoxide (DMSO-dg) or deuter-
ium chloroform (CDCls;). Chemical shifts are expressed in ppm.
The purities of all compounds were determined to be above 95%
by HPLC (automate: Ultimate3000 by Thermoscientific, column:
Gemini C18, eluent: buffer NH,;OAc 0.1M pH6 / MeCN).
2-(4-Ox0-2-thioxo-2,3,4,5,6,7-hexahydro-1H-
cyclopenta|d]pyrimidin-1-yl) acetic acid (1). Methyl 2-
oxocyclopentanecarboxylate (1 eq, 17.5 mmol) was added to a
suspension of glycine sodium salt (1 eq, 18.0 mmol) in NMP (18
mL). The reaction mixture was stirred for 2 hours at 60°C under
argon. After cooling the mixture to room temperature, sodium
thiocyanate (1.4 eq, 25 mmol) was added. Chlorotrimethylsilane
(3.5 eq, 61.5 mmol) was then added dropwise and the reaction
was stirred at 120° C for 3 hours. The reaction was cooled to 90°
C and water (35 mL) was added. The suspension was slowly
cooled to 4° C overnight and the product was collected by filtra-
tion. The product was washed with water (2 x 15 mL) and acetone
(15 mL) then dried at 50° C to yield the title compound as an off
white solid (1.4 g, 58%). '"H NMR (DMSO-d,) &: 12.55 (s, 1H),
4.92 (bs, 2H), 2.85 (m, 2H), 2.58 (1, J = 7.8 Hz, 2H) 1.98 (quint, J
=7.8 Hz, 2H).
2-(2-(4-Fluorobenzylthio)-4-0x0-4,5,6,7-tetrahydro-1H-
cyclopenta |d]pyrimidin-1-yl)acetic acid (2). Compound 1 (1
eq, 1.62 mmol) was stirred in a mixture of water (3 mL) and
isopropyl alcohol (820 pL). KOH aqueous solution (50% wi/v, 1.9
eq, 3.08 mmol) was added followed by K,;CO; (0.15 eq, 0.24
mmol) and the reaction was heated to 40° C under stirring. 4-
fluorobenzyl chloride (0.95 eq, 1.52 mmol) was then added and
the reaction was stirred at 40° C for 3 hours. The reaction was
cooled to room temperature and formic acid (0.5 eq, 0.8 mmol)
was added to crystallize the product. After 1h, more formic acid
(1.7 eq, 2.7 mmol) was slowly added and the reaction was stirred
for an hour until crystallization was complete. The product was
collected through filtration and washed twice with a 4:1 (viv)
mixture of water and isopropyl alcohol (1 mL) followed by iso-
propyl alcohol (1 mL). The product was stirred in ether overnight
and filtered again. Product was dried at 50° C to obtain the title
compound as a colourless solid (300 mg, 60%). 'H NMR
(DMSO-d;) 6: 12.54 (s, 1H), 7.45 (m, 2H), 7.11 (m, 2H), 4.63 (s,
2H), 4.43 (s, 2H), 2.82 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.59 (t, J = 7.3 Hz,
2H), 1.97 (quint, J = 7.3 Hz, 2H).
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2-Thioxo-1,2,3,5,6,7-hexahydro-4H-cyclopenta[d]pyrimidin-4-
one (3). Thiourea (1.5 eq, 21.1 mmol) was stirred in MeCN (40
mL). Methyl 2-cyclopentanone-carboxylate (1 eq, 14.1 mmol)
was then added followed by DBU (1.2 eq, 16.9 mmol). The mix-
ture was stirred at reflux (82°C) for 16h. The reaction was cooled
to 0°C with an ice bath and water (30 mL) was added. The pH
was adjusted to 1 using concentrated HCI and the suspension was
stirred for 30 min. The solid thus obtained was filtered and
washed thoroughly with water three times and dried at 55°C
overnight to obtain the desired compound as a beige solid (1.54 g,
65%). '"H NMR (DMSO-dg) &: 2.67 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.46 (t, J
= 7.5 Hz, 2H), 1.94 (quint, J = 7.5 Hz, 2H).
2-((4-Fluorobenzyl)thio)-1,5,6,7-tetrahydro-4H-
cyclopenta[d]pyri midin-4-one (4) Compound 3 (1 eq, 2.97
mmol), potassium carbonate (1.5 eq, 4.46 mmol) and potassium
iodide (0.1 eq, 0.297 mmol) were stirred in acetone (10 mL) at
RT. 4-Fluorobenzyl chloride (1.05 eq, 3.12 mmol) was then added
and the mixture was refluxed (54°C) for 1h. A portion of potassi-
um carbonate (0.2 eq, 0.59 mmol) was poured into the flask and
the reflux was maintained for 2h. After cooling to 0°C, the pH
was adjusted to 1 using concentrated HCl. The reaction was
stirred for 30min until the precipitation was complete. The solid
was then washed three times with water (3 x 10 mL) then dried at
55°C overnight to obtain the desired compound as a colourless
solid (758 mg, 92%).'H NMR (DMSO-dg) &: 7.44-7.42 (m, 2H),
7.11 (m, 2H), 4.35 (s, 2H), 2.74 (t, J = 7.5, 2H), 2.56 (t, J = 7.5,
2H), 1.93 (quint, J = 7.5, 2H).
Tert-butyl-2-(2-((4-fluorobenzyl)thio)-4-o0x0-4,5,6,7-
tetrahydro-1H -cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)acetate (5):
Wang Y.’s method: Compound 4 (1 eq, 1.40 mmol), potassium
carbonate (1.2 eq, 1.27 mmol) and tert-butyl bromoacetate (1.2
eq, 1.27 mmol) were dissolved in dry DMF (14 mL) and stirred at
75°C under argon for 18h. The reaction was monitored by TLC
and was then dried under vaccum. The compound was purified
using column chromatography (silica gel, 90/10 Hex/EtOAc) to
obtain the desired compound (Rf = 0.30) as a colorless oil (477
mg, 96%).'H NMR (DMSO-dg) 8: 7.44 (m, 2H), 7.14 (m, 2H),
4.82 (s, 2H), 4.34 (s, 2H), 2.86 (1, /= 7.1 Hz, 2H), 2.76 (t, J= 7.1
Hz, 2H), 2.06 (quint, J = 7.1 Hz, 2H), 1.38 (s, 9H). *C NMR
(DMSO-dg) 8: 176.2, 167.6, 167.2, 164.0, 161.3 (d, Jor = 243
Hz), 134.2, 130.6 (d, Jor = 9 Hz), 115.2 (d, Jor = 21 Hz), 115.1,
81.5, 62.9, 33.5, 33.4, 27.7, 25.7, 21.5. HRMS (TOF MS ES+)
calculated for C,3H»FN>O3;S [MH]+ requires 391.1492 found
391.1476.

Hickey’s method: Compound 4 (1 eq, 0.73 mmol), DiPEA (1.2
eq, 0.87 mmol) and tert-butyl bromoacetate (1 eq, 0.73 mmol)
were dissolved in DCM (6 mL) and stirred at 42°C under argon
for 20h. The solution was poured on water and extracted with
EtOAc (3 x 10 mL). The combined extracts were dried, filtered
and evaporated. The compounds were purified using column
chromatography (silica gel) as described below:
Tert-butyl-2-(2-((4-fluorobenzyl)thio)-4-0x0-4,5,6,7-
tetrahydro-1H -cyclopenta[d]pyrimidin-1-ylacetate (5): 98/2
Hex/EtOAc, (Rf = 0.30) as a colourless oil (21 mg, 7%). See
NMR description above.
Tert-butyl-2-(2-((4-fluorobenzyl)thio)-4-o0x0-4,5,6,7-
tetrahydro-1H -cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)acetate (6): 90/10
EtOAc/Hex, (Rf = 0.20) as a colourless solid (60 mg, 21%). 'H
NMR (DMSO-dy) é: 7.32 (m, 2H), 7.01 (m, 2H), 4.51 (s, 2H),
431 (s, 2H), 2.68 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.50 (t, J = 7.1 Hz, 2H),
1.88 (quint, J = 7.1 Hz, 2H), 1.24 (s, 9H). *C NMR (DMSO-d,)
3: 165.8, 165.1, 161.4 (d, Jeop = 289 Hz), 160.3, 156.2, 133.2 (d,
Jer =4 Hz), 131.1 (d, Jop = 9Hz), 119.6, 115.1 (d, Jop = 27 Hz),
82.8,50.4,34.3,31.3,27.9, 27.4, 20.1.
Tert-butyl-2-(2-((4-fluorobenzyl)thio)-4-0x0-4,5,6,7-
tetrahydro-3H -cyclopenta[d]pyrimidin-3-yl)acetate (7): 90/10
Hex/EtOAc, (Rf = 0.30) as a colourless solid (76 mg, 27%). 'H

NMR (DMSO-dg) &: 7.46 (m, 2H), 7.14 (m, 2H), 4.65 (s, 2H),
4.46 (s, 2H), 2.82 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.64 (t, /= 7.1 Hz, 2H),
2.02 (quint, J = 7.1 Hz, 2H), 1.30 (s, 9H). "*C NMR (DMSO-d,)
5: 167.0, 165.8, 161.4 (d, Jor = 291 Hz), 160.6, 159.0, 132.7 (d,
Jep=4 Hz), 131.2 (d, Jor = 10 Hz), 118.4, 115.2 (d, Jor = 26 Hz),
82.2, 45.0, 34.7, 34.3, 27.5, 27.2, 20.7. HRMS (TOF MS ES+)
calculated for C, H,FN,Os;S [MH]+ requires 391.1492 found
391.1478.
Methyl-2-(2-((4-fluorobenzyl)thio)-4-0x0-4,5,6,7-tetrahydro-
1H-cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)acetate (8) Compound 4 (I eq,
0.90 mmol), saccharin (0.01 eq, 0.009 mmol) were dissolved in
DCM (2 mL) and stirred at 42°C. HMDS (0.6 eq, 0.54 mmol) was
added and the mixture was stirred at reflux for 1h 30 min. (trifluo-
romethanesulfonyloxy)-acetic acid methyl ester (1.5 eq, 1.35
mmol) dissolved in 500 pL of DCM was slowly added over 10
min. The resulting solution was stirred at 42°C for 10h. 5 mL of
HCI IN was added followed by water (5 mL). The aqueous phase
was extracted 3 times with EtOAc (3 x 5 mL). The combined
organic extracts were washed with saturated NaHCO; (10 mL)
then brine (10 mL). The organic layer was dried, filtered and
solvents were removed. The paste was purified using column
chromatography (silica gel, 95/5, EtOAc/MeOH) to obtain the
desired compound (Rf = 0.15) as a colourless solid (291 mg,
93%). 'H NMR (DMSO-dg) &: 7.46 (m, 2H), 7.14 (m, 2H), 4.80
(s, 2H), 4.42 (s, 2H), 3.70 (s, 3H), 2.83 (t, J= 7.1 Hz, 2H), 2.58 (t,
J=7.1Hz, 2H), 1.97 (quint, J=7.1 Hz, 2H).
Methyl-2-((2-((4-fluorobenzyl)thio)-6,7-dihydro-5H-
cyclopenta [d]pyrimidin-4-yl)oxy)acetate (9) Compound 4 (1
eq, 0.18 mmol), potassium carbonate (1.2 eq, 0.22 mmol) and
methyl 2-(tosyloxy)acetate (1.2 eq, 0.22 mmol) were dissolved in
dry DMF (14 mL) and stirred at 75°C under argon for 18h. The
reaction was monitored by TLC and the mixture was then dried
under vacuum. The compound was purified using column chro-
matography (silica gel, 90/10 Hex/EtOAc) to obtain the desired
compound (Rf = 0.30) as a colorless oil (48 mg, 58%). '"H NMR
(DMSO-d;) &: 7.41 (m, 2H), 7.13 (m, 2H), 4.98 (s, 2H), 4.31 (s,
2H), 3.63 (s, 3H), 2.85 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.77 (, J = 7.1 Hz,
2H), 2.01 (quint, J= 7.1 Hz, 2H).

Methyl 2-(((trifluoromethyl)sulfonyl)oxy)acetate (10) To a
solution of triflic anhydride (1 eq, 20 mmol) in DCM (10 mL) at
5°C under Argon was added over 30 min a solution of methyl
glycolate (1 eq, 20 mmol) in DCM (5 mL). The clear solution was
stirred at 0°C for 1h 30 min. The mixture was washed 5 times
with water (15 mL x 5) and with saturated NaCl (10 mL) then
dried filtered and evaporated to yield the desired product as a light
brown oil (3.11g, 70%). "H NMR (CDCl5) 3: 4.92 (s, 2H), 3.87 (s,
3H).

Methyl 2-(tosyloxy)acetate (11) To a solution of methyl glyco-
late (1 eq, 5.55 mmol) in Et,O (4 mL) was added TsCl (1 eq, 5.55
mmol). Et;N (2 eq, 11.1 mmol) was then added at 0°C dropwise.
The mixture was stirred at 0°C for 2h. Water (15 mL) was added
and the solution was extracted twice with Et;O (15 mL x 2). The
combined organic extracts were dried, filtered and evaporated.
The compound was purified using column chromatography (silica
gel, 90/10 Hex/EtOAc) to obtain the desired compound (Rf =
0.35) as a colourless solid (424 mg, 31%). '"H NMR (CDCl,) &:
7.84 (d, J= 6 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 6 Hz, 2H), 4.60 (s, 2H), 3.73
(s, 3H), 2.46 (s, 3H).
4'-(Trifluoromethyl)biphenyl-4-carbaldehyde (12) Bromoben-
zaldehyde (1 eq, 0.95 mmol), 4-(Trifluoromethyl) phenylboronic
acid (1.1 eq, 1.05 mmol), palladium (II) acetate, TBAB (1 eq,
0.95 mmol) and K,CO; (2.5 eq, 2.37 mmol) were dissolved in a
water/dioxane mixture (1/1, v/v, 1.5/1.5 mL) which was further
deoxygenated three times (vacuum/ar). Palladium (II) acetate
(0.05 eq, 0.05 mmol) was then added to the solution and the reac-
tion mixture was heated to 70°C under stirring and argon for 3h.
Water was added followed by extraction with EtOAc (3 x 10mL).
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The organic phases were washed with saturated NaCl then dried
and filtered. After removal of the solvent, the remaining paste was
purified using column chromatography (silica gel, 95/5 hex-
ane/EtOAc) to obtain the desired compound (Rf = 0.35) as a
colourless solid (210 mg, 89%). 'H NMR (CDCl;) &: 10.09 (s,
1H), 7.99 (m, 2H), 7.77 (m, 2H), 7.74 (m, 4H).
NI1,N1-Diethyl-N2-((4'-(trifluoromethyl)biphenyl-4-yl)methyl)
ethane-1,2-diamine (13) Compound 12 (1 eq, 1.01 mmol) and
N, N-diethylethylenediamine (1.05 eq, 1.05 mmol) were dissolved
in DCM (5 mL) at RT under argon. The clear solution was stirred
during 1h followed by addition of NaBH(OAc); (1.4 eq, 1.40
mmol) at 0°C. The reaction was then stirred at RT for 3h.
Quenching with NaOH was followed by extraction using DCM (3
x 15mL). The combined organic phases were washed with brine
then dried and filtered. Afier removal of the solvent, the orange
oil was purified using column chromatography (silica gel, 85/15
DCM/MeOH) to obtain the desired compound (Rf = 0.25) as a
yellow oil (310 mg, 80%). 'H NMR (CDCl;) 8: 7.68 (s, 4H), 7.57
(d, J=8.1 Hz, 2H), 7.43 (d, J= 8.1 Hz, 2H), 3.87 (s, 2H), 2.74 (t,
J=6.1 Hz, 2H), 2.63 (t, /= 6.1 Hz, 2H), 2.57 (q, J = 7.1 Hz, 4H),
1.05 (t, /= 7.1 Hz, 6H).

General procedure for the peptide coupling: the appropriate
amine (1 eq) and acid (1 eq) were dissolved in DMF (0.1 M) then
stirred with DIPEA (2 eq) for 10 min at RT. The reaction was
then cooled with an ice bath to 0°C and COMU (1 eq) was added.
The mixture was stirred at 0°C for 1h then the bath was removed
and the reaction was allowed to reach RT and continued for Sh.
The compound was extracted using EtOAc three times. The com-
bined organic layers were then washed several times with saturat-
ed NaHCO;. The resulting organic solution was dried, filtered and
evaporated. The product was then purified using column chroma-
tography with appropriate conditions indicated below.
N-(2-(Diethylamino)ethyl)-2-(2-((4-fluorobenzyl)thio)-4-oxo-
4,5,6,7-tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-1-y1)-N-((4'-
(trifluoromethyl)-[1,1'-biphenyl]-4-yl)methyl)acetamide  (14)
From general procedure for peptide coupling. Purification:
DCM/MeOH (90/10) Rf: 0.20 Aspect: pale yellow solid yield:
65%. '"H NMR (CDCl,) Mix of rotamers ratio (1/1) &: 7.70 (d, J =
8.0 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.57 (d, / = 7.9 Hz, 1H),
7.46 (1, J = 8.0 Hz, 2H), 7.37 (m, 1H), 7.31 (m, 2H), 7.27 (m, 1H),
6.96 (t, J=17.9 Hz, 1H), 6.89 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 4.96 (s, 1H),
4.69 (m, 3H), 4.50 (s, 1H), 4.40 (s, 1H), 3.66 (m, 1H), 3.30 (t, J =
6.7 Hez, 1H), 2.88 (m, 1H), 2.82 (t, J= 6.7 Hz, 2H), 2.77-2.75 (m,
4H), 2.59 (t, /= 7.4 Hz, 1H), 2.52 (q, J= 7.1 Hz, 2H), 2.10 (quint,
J =74 Hz, 1H), 2.04 (quint, J = 7.4 Hz, 1H), 1.10 (t, /= 7.1 Hz,
3H), 0.98 (t,/=7.1 Hz, 3H).
2-((2-((4-Fluorobenzyl)thio)-6,7-dihydro-5H-
cyclopenta[d]pyrimi din-4-yl)oxy)acetic acid (15) Compound 5
(1 eq, 8.11 mmol) was dissolved in DCM (5 mL). TFA (20 eq,
162 mmol) was then added and the reaction mixture was stirred at
RT under argon for 18h. The solution was vacuumed to dryness
and the paste was then triturated in ether. The product was dried
to yield the desired product as an off white solid (2.07 g, 76%). 'H
NMR (DMSO-d;) &: 7.42 (m, 2H), 7.12 (m, 2H), 4.88 (s, 2H),
4.33 (s, 2H), 2.84 (1, J = 6.4 Hz, 2H), 2.76 (t, J = 6.4 Hz, 2H),
2.05 (quint, J = 6.4 Hz, 2H). *C NMR (DMSO-dg) &: 176.1,
169.5, 167.6, 164.1, 161.2 (d, Jor = 290 Hz), 1343 (d, Jor = 4
Hz), 130.7 (d, Jop = 10 Hz), 115.2 (d, Jor = 25 Hz), 115.1, 62.3,
334, 33.3, 25.7, 21.4. HRMS (TOF MS ES+) calculated for
Cy6H6FN,O3S [MH]+ requires 335.0866 found 335.0871.
Tert-butyl-2-(2-((4-fluorobenzyl)thio)-4-o0x0-4,5,6,7-
tetrahydro-1H -cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)acetate (16) From
general procedure for peptide coupling. Purification: DCM/MeOH
(98/2) Rf: 0.20 Aspect: off white solid yicld: 80%. 'H NMR
(CDCI3) Mix of rotamers ratio (1.3/0.7) & 7.68 (m, 2H), 7.59 (m,
3.3H), 7.49 (d, J = 8.0 Hz, 0.7H), 7.41 (d, J = 8.0 Hz, 1.3H), 7.38-
7.33 (m, 2H), 7.30 (m, 0.7H), 6.96 (t, J = 8.6 Hz, 1.3H), 6.91 (t, J

= 8.6 Hz, 0.7H), 5.15 (s, 0.7H), 5.08 (s, 1.3H), 4.68 (m, 2H), 4.35
(m, 1.3H), 4.30 (m, 0.7H), 3.63 (m, 1.3H), 3.35 (m, 0.7H), 2.96-
2.80 (m, 7H), 2.62 (m, 0.7H), 2.52 (q, J = 6.8 Hz, 1.3H), 2.13
(quint, J = 7.4 Hz, 1.3H), 2.06 (quint, J = 7.4 Hz, 0.7H), 1.14 (t, J
= 7.1 Hz, 4H), 1.01 (t, J = 7.1 Hz, 2H). *C NMR (DMSO-d,) &:
175.7, 175.6, 167.6, 167.5, 167.0, 164.4, 164.3, 161.3 (d, Jer =
290 Hz), 161.2 (d, Jor = 290 Hz), 143.8, 143.6, 138.1, 137.7,
137.3, 134.1 (m, CF), 130.9, 130.8 (d, Jor= 11 Hz), 130.7 (d, Jor
=11 Hz), 128.2, 127.7, 127.3 (d, Jer; = 30 Hz), 127.1 (d, Jepy =
30 Hz), 126.7 (d, Jopz = 292 Hz), 125.7 (m, CF3), 115.2, 115.1 (d,
Jep =26 Hz), 65.9, 63.2, 62.8, 47.9, 47.0, 46.8, 46.7, 33.6, 33.5,
33.4,29.0,25.8,25.7,21.4,21.3. HRMS (TOF MS ES+) calculat-
ed for C35H30F4,N,0,S [MH]+ requires 667.2734 found 667.2730.

Biochemical assay for determination of Lp-PLA; inhibitory
capacity. Low-density lipoproteins (LDL) containing Lp-PLA,
enzyme were isolated from a pool of human EDTA-plasma from
healthy volunteers by ultracentrifugation (Optima *© L-80 XP
Ultracentrifuge, Beckman Coulter) as described before (Ortiz-
Muiioz et al. 2009). Briefty, plasma density was adjusted to
d=1.22 (4 mL) with solid KBr and overlaid with 3 mL KBr saline
solution (d=1.063) and water (d=1, 3 mL). Ultracentrifugation
was performed at 100 000g for 20 h at 10°C. The LDL fraction
(top orange layer) was recovered as a single band, was rinsed with
saline and concentrated using a centrifugal concentrating device
(cutoff 10 kDa; Vivascience, Stonehouse, UK). KBr was elimi-
nated by dialysis against saline. LDL concentration was estimated
by Bradford assay for total protein quantification. Lp-PLA, activi-
ty was determined with a kit (PAF Acetylhydrolase activity assay
Kit by CliniSciences) according the manufacturer's instruction,
using 2-thio platelet-activating factor as a substrate. The free
thiols released by hydrolysis were detected using 5,5’-dithio-bis-
(2-nitrobenzoic  acid) (TMB) transformed into 5-thio-2-
nitrobenzoic acid, detectable at 412 nm by spectrophotometry.
Increasing concentrations of (14) or analogs (0.1, 1, 10, 100, 500
and 1000 nM) were incubated with a 2 g/L LDL solution for 30
min before adding the substrate for 60 minutes and eventually the
TMB. Optical density was followed at 412 nm and the inhibition
capacity of the molecules tested was expressed as % of control
containing LDL without inhibitors. Data are expressed as means +
SEM of three independent experiments performed in triplicate.
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Development, Synthesis and '®F- Labeling of an Lp-PLA;
Ligand for PET Imaging of Atherosclerotic Plaques
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Abstract: Atherosclerosis and its complications are a major health
issue in industrialized countries. Lp-PLA; (Lipoprotein-associated
phospholipase Az) was demonstrated to be a potential risk prediction
factor. Darapladib is one of the most potent Lp-PLA; (Lipoprotein-
associated phospholipase A) inhibitor with an 1Cs, of 0.25 nM. Using
its affinity for Lp-PLA;, we describe herein total synthesis of
Darapladib radiolabeling precursor for PET imaging via an
arylboronate moiety. The tracer thus obtained was used on mouse
model of atherosclerosis (ApoE KO) and compared with the “gold
standart” "*F-FDG. "F-Darapladib showed a significant accumulation
within mice aortas dissected out ex vivo compared to "*F-FDG.
Incubation of the radiotracer with human pathological carotids
showed a strong accumulation within the carotids and points out its
potential use in PET imaging.

In western countries, cardiovascular diseases and in
particular atherosclerotic complications are responsible for about
50% of death.!" Atherosclerosis is characterized by an
acculumation of lipids and inflammatory cells within the vascular
wall of large arteries In spite of important therapeutic
progresses, fatal events due to atherosclerotic diseases remain
a growing public health issue. Increasing efforts are made to find
new non-invasive imaging tools to assess plaque localization,
composition and vulnerability.®! Functional molecular imaging
can enable early detection of disease and assessment of
therapy efficacy. Positron Emission Tomography (PET) has
become a powerful tool to diagnose disorders including
cancer, neurological®™ or heart disease.”! Fluorine-18 is the
most widely used radioisotope for PET diagnosis due to its short
halftime (tiz = 109.8 min), high resolution imaging and covalent
radiolabeling.” In nuclear medicine, '°F-fluorodeoxyglucose

™ F. Guibbal, J. Yong-Sang, Dr. E. Jestin, Dr. Olivier Meilhac
INSERM, UMR 1188 Diabeéte athérothrombose Thérapies Réunion
Océan Indien (DETROI)
2, rue Maxime Riviére 97490 Sainte-Clotilde, Réunion, France
E-mail: olivier.meilhac@inserm.fr
MD. R. Veerapen
Clinique de Sainte-Clotilde
127, Route de Bois de Nefles, Sainte-Clotilde, Réunion, France
MD. |. Khantalin
Centre hospitalier régional - Site Félix Guyon
Aliée des Topazes, Réunion, France
V. Meneyrol, |. Ait-Arsa, Dr. S. Bénard, F. Gimié
GIP-CYROI
2, rue Maxime Riviére, Sainte-Clotilde, Réunion, France

Supporting information for this article is given via a link at the end of
the document

("®F-FDG) is the “gold-standard” for PET diagnosis of cancer
based on the increased metabolic demand of tumor cells.
However, "®F-FDG use for detection of atherosclerosis presents
some limitations due to the heterogeneity of glucose
consumption by vascular and inflammatory cells.”®! There is an
important need to be able to identify vulnerable plaques, prone
to rupture. In atherosclerotic plaques, lipoprotein-associated
phospholipase Az (Lp-PLAz) is a well-established biomarker

associated with the accumulation of both low-density
lipoproteins  (LDL) and inflammatory cells such as
macrophages.”” This enzyme has been targeted by

pharmaceutical groups that developed a specific and potent Lp-
PLA; inhibitor: Darapladib (ICso = 0.25 nM),["® which failed to
pass phase Il clinical trials."" Taking advantage of the strong
affinity of Darapladib for Lp-PLA; and the fluorine already
present in its structure, we used '*F-Darapladib to target
atherosclerotic plaques by PET imaging. Since the original
structure of Darapladib (Figure 1) is identical, both physico-
chemical properties and in vivo behavior will be preserved.

Figure 1. Four moieties of Darapladib involved in Lp-PLA; recognition. Groups
1 and 2 are mainly involved in binding to Lp-PLA; catalytic site. Red arrow:
targeted site for '°F radiolabeling.

As shown in Figure 1, in order to '®F-radiolabel Darapladib
on the aryl position of group 2, we aimed at synthetizing an aryl-
boronate precursor. SNar reactions are most widely used
method to produce '°F-labeled arenes. There are two main
strategies available to perform radiofluorination of arenes,
devoid of strong electron withdrawing groups.l' The first
involves the radiofluorination of strong electrophiles such as
iodonium ylides!"™® or diaryliodonium salts.'? However, with
electron neutral arenes, these reactions require high
temperature and offer low radiochemical yields (RCY)."®! To
address these limitations, a second strategy was initiated by
Gouverneur et al""¥ This route targeted direct nucleophilic "®F-
fluorination of a wide range of arylboronate esters with
['"|FIKF/K222 mediated by the commercially available copper
complex [Cu(OTf)z(Py)s]. Sanford et al. then proposed a new
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alternative that directly forms, in situ, the copper complex.!"
This method allows more constant yields and radiofluorination of
both boronates and boronic acid derivatives. We report herein
the synthesis of '®F-radiolabeled Darapladib via alcohol-
enhanced Cu-mediated radiofluorination!'® (Scheme 1) in order
to image atherosclerotic plaques.

Cu{OTH),, Py

Mossine et al.
2015

2) Cu(OTN2(py)s
R ELN'F
air
! TR " RE 2017
= DMA / n-BuQl =

110°C 20 min

Cu(OTh, / Py
K'*F

8,
air T

This work

NMP / n-BuOH N
110°C 20 min

R=Groups 1, 3and 4
of Darapladib

Scheme 1. Copper-mediated radiofluorination of aryl boronates.

We used our previously reported Darapladib synthesis
method in order to produce the radiofluorination precursor.
Darapladib groups 3 and 4 were obtained as described before
(ref).

We first synthetized the arylboronate moiety that will allow
'®F-labelling (Scheme 2).

(o] a
w4 - +On
” OH
1
l b
o, c 0,
O 1O
o Br ¢ OH
3 2
Scheme 2. Synthesis of boronate derivative 3. Reagents and conditions: a)

NaBHs, THF/MeOH 7/3, 0°C for 30 min; b) KOAg, bis(pinacolato)dibaron,
Pd(dppf)Clz, DMSO, 85°C for 18h; ¢) CBrs, PPh;, THF, rtfor 18h

4-bromobenzaldehyde was reduced to the corresponding
alcohol 1 in 91% vyield. In a palladium-catalyzed coupling, the
boronate moiety was inserted in 91% followed by bromination
via CBry to obtain 3 in 94% yield.

As shown in Scheme 3, we then synthetized the
radiolabeling boronate precursor 9 of Darapladib.
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Scheme 3. Synthesis of the radiolabeling precursor 9. Reagents and
conditions: a)Kl, K;CQO;, 3, acetone, 54°C for 3h; b) tBu-4-bromoacetate,
DIPEA, DCM, 40°C for 20h; ¢) TFA, TIS, DCM, rt for 20h; d) COMU, DIPEA,
DMF, 0°C for 1h then rt for 12h .

Thiouracile 4 was synthetized as described previously (ref)
and engaged in a substitution with alkylating agent 3 to afford
compound 5 in 98% yield. Non-selective alkylation with tBu-4-
bromoacetate, yielded the desired N7-ester 6 (26%) which was
then hydrolyzed with TFA using a carbocation scavenger (TIS)
to afford acid 7. Peptide coupling of 8 (previously described, ref)
and 7 allowed us to obtain Darapladib-arylboronate
radiolabelling precursor 9 in 70% yield.

Cu(OTh, / Py
K'®F
air

o o
X X . I
N 3/\@ NMP / n-BuOH N 5/\©
O?'m) EP—O 110°C 20 min ORV) 8
R o R

R=8

Scheme 4. Radiolabelling of "*F-Darapladib.

The precursor 9 was then engaged in a copper-mediated
aryl-fluorination (Scheme 4). Initially, we worked under Sanford
et al. conditions in order to produce radiolabeled Darapladib.
Elution of '®F from QMA cartridge was performed using a
KOT{/K,COs aqueous solution (5 mg/50 pg in 550 pl). As
described by Sanford et al, the eluted fluorine was
azeotropically dried (60°C then 120°C) since copper-mediated
labeling is highly water sensitive. Reactions were carried out at
110°C under vacuum for 20 min. Since copper complex needs to
be re-oxidized, air was injected 4 times during reaction course.
The reaction mixture was then loaded on HPLC for purification
and then formulated in water (5% EtOH content needed for
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solubilization). As presented in Table 1, radiofluorination in DMF
yielded the desired radiotracer in a very low yield (entry 1) and
NMP did not provide any significant improvement (entry 2), both
methods leading to a maximum of 1% recovery.

Table 1. Copper-mediated radiofluorination of 9.

Entry Solvents Activity (MBq)™ RCY™
1 DMF 257 <1%
2 NMP 379 1%
3 NMP / n-BuOH 2310 6%
4 NMP / n-BuOH 1979 5%

[a] Before formulation process; [b] Decay corrected

In 2017, Zichler et al. proposed an alcohol-enhanced
copper-mediated radiofluorination that replaced water azeotropic
removal by n-BuOH elution of QMA-trapped '®F. They also
showed that the use of NMP offered a better yield than DMF
with 30% alcohol charge. In our hands, '®F elution using n-
BuOH did not offer sufficient yields (less than 20% of the starting
activity). We thus kept our eluting conditions which offered a
better '°F yield (up to 95%). Compound 9 was disolved in a
mixture of NMP/n-BuQOH (0.6/0.3) and was added to the reactor
containing previously dried '®F". This protocol allowed us to
increase '®F-Darapladib radiofluorination up to 6% (entries 3
and 4).

'®F_Darapladib purity was assessed by radio-HPLC. As

depicted in Figure 2, radiolabeled Darapladib retention time was
similar to that of '>F-Darapladib and no radioactive contaminants
were detected. '®F-Darapladib stability (see supporting
information) was evaluated in saline buffer at 0, 30 and 90 min
and no degradation was observed.
In order to test the specificity of '®F-Darapladib, for imaging
atherosclerotic plaques, it was tested in two mouse models and
in comparison with '®F-FGD. Radiolabeled Darapladib or '®F-
FDG (from 15 to 20 MBq) were injected via the caudal vein in 10
month-old ApoE KO mice (known to develop atheroma) and in
melanoma B16-injected mice that developped tumors.

150 DARAPLADIB #15 [1 peak manually assigned) v vis 1
mau 2~ DARAPLADID . 14,450 W24 o
i\

"F-Darapladib

I A amemre s s ) AN

+ 2- DARAPLADIB #21 [modified by hpic] Ragio_hgh
v

1 -DARAPLADIB - 15209

"~ \ "F-Darapladib

Figure 2. HPLC chromatogram showing "®F-Darapladib in comparison with
®F-Darapladib.
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As expected, '®F-FDG provided an intense radiolabeling of
tumors whereas "®F-Darapladib injection led to its accumulation
in the liver, kidney and intestines. PET images are shown in
Figure 3 and are representative of experiments performed at
least in triplicate.

18¢-Darapladib BE-FDG

Figure 3. PET imaging of a tumor induced mice model using *®F-Darapladib or
18y
F-FDG.

Whereas "®F-FDG accumulated strongly within cancer cells,
known to have a high rate of glucose uptake, 18F-Darapladil:)
imaging was negative in tumors. Tumour cells are not reported
to express Lp-PLA2. Darapladib is known to bind to Lp-PLA:
which is mainly associated with lipoproteins and produced by
monocytes/imacrophages.

18F-Darapladib 18F-FDG

15 min

45 min

Figure 4. Whole body PET imaging of "®FDG and '®F-Darapladib in KO ApoE
mice.
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We then injected ApoE-deficient mice, in order to test '°F-
Darapladib ability to target atheromatous plaques, mainly
composed of lipoprotein deposits and inflammatory cell
accumulation. As shown in Figure 4, whole body imaging did not
allow us to observe a potential '®F-Darapladib positivity in the
aorta, probably due to the high up-take by other organs, since
the aorta follows the course of the spine.

'8F_Darapladib accumulated mainly in the liver, kidneys and
intestines, suggesting a binding to LDL/HDL-associated Lp-
PLA.. These organs are involved in lipoprotein metabolism!"”. In
comparison, '®F-FDG accumulated in high-glucose consuming
organs (brain and heart) whereas kidneys and bladder were also
labeled as they are involved in glucose catabolism.

In order to test '®F-Darapladib accumulation within
atheromatous vessels, heart and aorta were dissected out and
imaged ex vivo (15 min PET acquisition). The aortas were then
opened longitudinally, splited and pined onto a black wax
surface, in order to expose the atheromatous plaques (en face
preparation). Ex vivo PET images could be compared to
macroscopic captures of atheromatous plaques (Figure 5).

As shown in Figure 5, no accumulation was observed in the
aorta for either '®*F-Darapladib or "®F-FDG in C57BL/6 mice,
devoid of plaques. In contrast, a strong labeling of the aorta was
observed in ApoE KO mice with "®F-Darapladib but not with "8F-
FDG. This suggests that Darapladib may represent a specific
radiotracer for detection of atheromatous plaques.

“*F-Darapladib “FFDG

C5TBLG

"F-Darapladib "F-FDG

ApoE KO

Figure 5. Aorta and heart PET imaging of ‘SF-Darap\adib and F-FDG in
ApoE -/- and C57BL/6 mice.

In order to consolidate these results, we tested the ability of
'®F_Darapladib to label human carotid atherosclerotic samples.
Both '®F-Darapladib and '°F-FDG were tested ex vivo in freshly
obtained carotid endarterectomy samples.

WILEY-VCH

13r.parapladib

18E.FDG I .

Figure 6. Ex vivo accumulation of 18F-Daraplad\l:v compared to "®F-FDG in
human carotid endarterectomy samples. a) Non-complicated; b) Complicated.
1) Orthoslice associated with 3D view of the slice in orange; 2) 3D complete
view; 3) Macroscopic view.

As depicted in Figure 8, '®F-FDG-incubated carotid samples
displayed a moderate positivity only in the stenosing
complicated plaque section. More interestingly, '°F-Darapladib
was able to significantly accumulate in both complicated and
non-complicated parts of atherosclerotic carotid samples. This
highlights the accumulation of Lp-PLA; associated with
lipoproteins and monocyte/macrophages may represent an
interesting target for imaging sub-clinical atherosclerosis.

In conclusion, we have described the synthesis of the
radiolabeling precursor of Darapladib. Through aryl-boronate
pathway, we were able to perform alcohol-enhanced copper-
mediated '®F-labelling of Darapladib and its purity was assessed
by radio-HPLC. Moreover, PET studies performed with '®F-FDG
and "®F-Darapladib showed the specificity of our labeled Lp-
PLA; inhibitor for atherosclerotic plaques relative to '°F-FDG that
was specific for tumor detection. The suitability of ®F-Darapladib
for detection of Lp-PLA; within athermomatous plaques was
confirmed in human samples. The use of '®F-Darapladib for
imaging in clinical settings could be of interest, in particular since
phase | and Il clinical trials tested its safety.
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Atherosclerosis is a cardiovascular pathology whose complications require strong
imaging tools to prevent fatal events. Lipoprotein Associated Phospholipase A is a
risk factor predictor whose presence has been demonstrated in atherosclerosis.
Radiofluorination of Darapladib (Lipoprotein Associated Phospholipase A; inhibitor)
could allow specific targeting and could potentially allow PET imaging of
atherosclerotic plaques.
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Abstract: Atherosclerosis and its complications are a major health issue in industrialized countries. Lp-PLA; (Lipoprotein-associated
phospholipase A;) was demonstrated to be a potential risk prediction factor. Darapladib is one of the most potent Lp-PLA; (Lipoprotein-
associated phospholipase A;) inhibitor with an ICs, of 0.25 nM. Using its affinity for Lp-PLAz, we describe herein total synthesis of Darapladib
radiolabeling precursor for PET imaging via an arylboronate moiety. The tracer thus obtained was used on a mouse model of atherosclerosis
(ApoE KO) and compared with the “gold standart” "*F-FDG. '®F-Darapladib showed a significant accumulation within mice aortas dissected
out ex vivo compared to "®F-FDG. Incubation of the radiotracer with human pathological carotids showed a strong accumulation within the
carotids and points out its potential use in PET imaging.
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Experimental Procedures
1. Chemical synthesis
1.1 General Materials and Methods

"H, "*C NMR spectra were recorded on a Bruker Advanced 3 spectrometer at 25 °C (600 MHz for 'H and 150 MHz for '°C).
Chemical shifts are reported in parts per million (ppm) relative to trimethylsilane (TMS) and calibrated using solvent residual
peaks in CDCl; (3 = 7.26, 77. 16) or DMSO-ds (2.50, 39.52). Coupling constant (J) are reported in Hertz (Hz) and refer to
apparent and visible multiplicities. "H NMR multiplicities are reported as follows: s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quartet,
quint = quintet, m = multiplet, bs = broad signal.

Mass spectra were obtained from a MALDI-TOF for the high resolution mass spectra (HRMS) or from ABSciex® 3200
QTRAP model using electrospray infusion (ESI” or ESI'). Flowrate of the injection syringe was 10 pL/min.

All HPLC Analysis were performed on a Thermofisher UPLC Ultimate 3000 system equipped with a UV-Vis
spectrophotometer with diode array detector ; column: Gemini C18 250 x 4.6 mm, 5um (Phenomenex), isocratic elution:
NH4OAc 0.1M (pH 6)/MeCN 50/50; flow rate: 1 ml/min; room temperature.

1.2 Chromatography

Thin layer chromatography (TLC) was carried out on silica gel coated Aluminium plates (Macherey-Nagel, SilGeo/UV254)
Preparative thin layer chromatography was carried out on 20 x 20 cm silica gel coated glass plates with a layer thickness of
0.50r1 mm.

1.3 Reaction conditions and solvents

Reactions were carried out under argon atmosphere in air-dried glassware when needed. Sensitive liquids were transferred
via syringe.

Unless otherwise noted, all reagents were purchased from commercial suppliers and used without further purification (Acros
and Sigma-Aldrich). Pyridine and DIiPEA were distilled prior to use or stored over KOH. All the solvents were purchased from
Carlo-Erba. Solvents used for synthesis were dried on activated molecular sieve. Molecular sieve was activated by heating at
200°C over 12h under vacuum.

1.4 Synthesis of alkylating agent 3

KOAc

o Bis(Bpin)z CBry
NaBH, FGCI dppf] PPh,
H  THFMeOH OH DCM OH u C then RT
I3 1 DMSO

85°C

(4-bromophenyl)methanol (1)

cooled to 0°C with an ice bath then sodium borohydride (1.5 eq, 8.10 mmol) was added with caution portion

wise. The mixture was then stirred at rt for 30 min. HCI 1N was added to quench unreacted hydride. The
reaction was extracted using DCM 3 times (3 x 10 mL) then the combined organic extracts were washed with water (15 mL)
and brine (15 mL) followed by drying and fmenng Removal of the solvent under reduced pressure afforded the desired
compound as a colourless solid (953 mg, 91%). "H-NMR (CDCl3) 8 7.48 (d, J = 8.2 Hz), 7.24 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 4.65 (s, 2H),
1.71 (bs, 1H); *C-NMR (CDCls) & 139.9, 131.8, 128.7, 121.6, 64.8.

/@ﬁOH Bromobenzaldehyde (1 eq, 5.40 mmol) was dissolved in THF/MeOH (7/3 v/v; 32/13 mL). The reaction was
Br

S2
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(4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)methanol (2)

o N potassium acetate (3 eq, 1.59 mmol), bis(pinacolato)diboron (1.1 eq, 0.59 mmol) and Pd(dppf)Cl: (0.2
Ag?é eq, 0.11 mmol). The mixture was deoxygenated by three successive argon bubbling/vaccum cycles.

The reaction was then heated at 85°C under argon for 18h. Water (5 mL) was added and the resulting

black solution was extracted 3 times with EtOAc (3 x 10 mL). The combined organic extracts were
washed with brine (10 mL), dried, filtered and evaporated under vaccum. The resulting paste was purified using column
chromatography (silica gel, 70/30 Hex/EtOAc) to afford the desired compound (Rf = 0.3) as a colourless oil (113 mg, 91%).'H-
NMR (CDCl3) 5 7.80 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 4.71 (s, 2H), 2.17 (bs, 1H), 1.34 (s, 12H); "°C-NMR (CDCl3)
0 144.1,135.2, 126.2, 126.0, 84.0, 65.4, 25.0.

/©/\OH The compound 1 (1 eq, 0.53 mmol) was dissolved in DMSO (2 mL) followed by the addition of
B

2-(4-(Bromomethyl)phenyl)-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolane (3)

Br The compound 2 (1 eq, 572 mmol) was dissolved in THF (25 mL) followed by the addition of

o‘B/©ﬁ triphenylphosphine (2 eq, 11.4 mmol). The mixture was cooled to 0°C with an ice bath then

Agiol tetrabromomethane (2 eq, 11.4 mmol) was carefully added portion wise. The reaction was stirred at rt

for 18h. The solution was poured into water (30 mL) and extracted 3 times with EtOAc (3 x 30 mL). The

combined organic layers were dried, filtered and evaporated under vacuum. The compound was

purified using column chromatography (silica gel, 99/1 Hex/EtOAc) to afford the desired compound (Rf = 0.2) as a colourless

solid (1.6 g, 94%). "H-NMR (CDCl3) & 7.78 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.39 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.49 (s, 2H), 1.34 (s, 12H); "C-NMR
(CDCls) 3 140.8, 135.4, 128.5, 126.3, 84.1, 33.5, 25.0.

1.5 Synthesis of radiolabelling precursors 9.

o
3 Q o]
2 KiCO; >L0)Kf 4
NH K N DIPEA N
| o | —_ |
LA e A ] ys
H H o.
4 5 B~ 6 B

F o]
2O-0n i
F HN Vo + |
A A
— o]
o 7
OH o}
COMU

DIPEA

DMF
0°C then RT

o}

(X
U v
0. 0,
shoius
N\/\N/\ o]

s L
2-thioxo-1,2,3,5,6,7-hexahydro-4H-cyclopenta[d]pyrimidin-4-one (4)

o

NH
\ As previously described
HAS P y
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2-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzylthio)-6,7-dihydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-4(5H)-one (5)

O Compound 4 (1 eq, 0.48 mmol), potassium carbonate (1.5 eq, 0.72 mmol) and potassium
dLN iodide (0.1 eq, 0.048 mmol) were stirred in acetone (3 mL) at rt. Compound 3 (1.05 eq, 0.50
| /\k mmol) was then added and the mixture was refluxed (54°C) for 1h. An additional portion of

H s/\©\ potassium carbonate (0.2 eq, 0.14 mmol) was poured into the flask and the reflux was

concentrated HCI. The reaction was stirred for 30 min. The solid was then filtered and
washed 3 times with water (5 mL x 3) then dried at 55°C to afford the desired compound as a
colourless solid (170 mg, 98%). 'H-NMR (DMSO-ds) & 7.61 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.41 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.39 (s, 2H), 2.75 (t,
J = 6.7 Hz, 2H), 2.58 (m, 2H), 1.95 (quint, J = 6.7 Hz, 2H), 1.28 (s, 12H); *C-NMR (DMSO-ds) & 168.1, 159.1, 140.7, 134.5,
134.2, 128.6, 128.1, 119.9, 83.6, 34.3, 33.5, 26.7, 24.7, 20.5; HRMS (TOF MS ES") calculated for CzoHz6BN203S [MH]
requires 385.1757 found 385.1761.

@’;?L maintained for 2h. After cooling with an ice bath to 0°C, the pH was adjusted to 1 using

tert-butyl 2-(4-oxo-2-((4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)thio)-4,5,6,7-tetrahydro-1H-
cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)acetate (6)

Q Compound 5 (1 eq, 3.72 mmol), DIPEA (1.2 eq, 4.47 mmol) and tert-butyl bromoacetate (1

N eq, 3.72 mmol) were dissolved in dry DCM (21 mL) and stirred at 42°C under argon for 20h.

| J\ The solution was poured into water (25 mL) and extracted with EtOAc 3 times (3 x 20 mL).

N S/\Q The combined organic layers were dried, filtered and evaporated under vacuum. The
Oﬁ) g-© compound was purified using column chromatography (silica gel, 90/10 EtOAc/Hex) to obtain
OW< 67% the desired compound (Rf = 0.3) as a colourless solid (490 mg, 26%). "H-NMR (600 MHz) &:

7.59 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.41 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 4.67 (s, 2H), 4.46 (s, 2H), 2.81 (t, =71
Hz, 2H), 2.58 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.97 (quint, J = 7.1 Hz, 2H), 1.39 (s, 9H), 1.28 (s, 12H); °C-
NMR (600 MHz) &: 165.9, 165.2, 160.3, 156.2, 140.2, 134.5, 128.6, 128.1, 119.7, 83.6, 82.9, 50.4, 35.2, 31.3, 27.9, 27.5, 24.6,
20.2; HRMS (TOF MS ES") calculated for C2sHasBN205S [MH]" requires 499.2438 found 499.2426.

2-(4-ox0-2-((4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)thio)-4,5,6,7-tetrahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-
1-yl)acetic acid (7)

o] Compound 6 (1 eq, 0.54 mmol) was dissolved in DCM (10 mL). TFA (40 eq, 21.7 mmol) was

N then added followed by slow addition of triisopropylsilane (2.5 eq, 1.35 mmol) at 0°C. The

| J\ reaction mixture was stirred at rt under argon for 20h. The clear solution was vacuumed to

N Sn dryness and the compound was triturated in diethyl ether and dried to afford the desired

o g-© compound as an off white solid (152 mg, 64%). "H-NMR (DMSO-dg) 8: 7.60 (d, J = 8.0 Hz,
OH 67€L 2H), 7.42 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.68 (s, 2H), 4.45 (s, 2H), 2.82 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.58 (t, J =
7.2 Hz, 2H), 1.96 (quint, J = 7.2 Hz, 2H), 1.28 (s, 12H); *C-NMR (DMSO-ds) &: 168.2, 165.2,

160.3, 156.3, 140.1, 134.5, 128.6, 128.1, 119.6, 83.7, 49.9, 35.3, 31.2, 27.9, 24.6, 20.1; HRMS (TOF MS ES") calculated for
C22H26BN20sS [MH]" requires 443.1812 found 443.1815,

N1,N1-diethyl-N2-((4'-(trifluoromethyl)biphenyl-4-yl)methyl)ethane-1,2-diamine (8)

E
¢ P As previously described.

N-(2-(diethylamino)ethyl)-2-(4-0x0-2-((4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)thio)-4,5,6,7-tetrahydro-1H-
cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)-N-((4'-(trifluoromethyl)-[1,1'-biphenyl]-4-yl)methyl)acetamide (9)

o Compound 7 (1 eqg, 0.11 mmol) and 8 (1 eq, 0.11 mmol) were dissolved in

E N DMF (1.5 mL) then stirred with DIPEA (2 eq, 0.22 mmol) for 10 min at rt.

F | M The reaction was then cooled with an ice bath to 0°C and COMU (1 eq,
F ‘ N S/\©\ 0.11 mmol) was added portionwise. The mixture was stirred at 0°C for 1h
Oﬁ) E|r0 then the bath was removed and the reaction was allowed to reach rt and

N ™ o] was continued for 12h. The compound was extracted using EtOAc 3 times
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(3 x 5 mL). The combined organic layers were then washed several times with saturated NaHCO3 (10 mL) until the washing
solution was colourless. The resulting organic solution was dried, filtered and evaporated under vacuum. The remaining paste
was purified using column chromatography (silica gel, 90/10 DCM/MeOH) or preparative chromatography to afford the desired
compound (Rf = 0.35) as a light yellow solid (60 mg, 70%). "H-NMR (CDCl3) Mix of rotamers ratio (0.85/0.15) 5 7.89-7.72 (m,
5H), 7.69-7.66 (m, 3H), 7.45-7.30 (m, 4H), 5.13 (s, 1.3H), 4.87 (m, 0.7H), 4.73 (s, 0.7H), 4.62 (s, 1.3H), 4.46 (m, 0.7H), 4.44-
4.34 (m, 1.3H), 3.48-3.45 (m, 0.3H), 3.44-3.38 (m, 1.7H), 2.79-2.71 (m, 2H), 2.62-2.72 (m, 4H), 2.77-2.75 (m, 4H), 2.45-2.41
(m, 2H), 2.00-1.93 (m, 2H), 1.26 (s, 4H), 1.23 (s, 8H), 0.89 (t, J = 7.1 Hz, 4H), 0.84 (t, J= 7.1 Hz, 2H); BC-NMR (CDCls) Mix
of rotamers ratio (0.85/0.15) & 167.8, 167.8, 167.6, 167.5, 162.7, 162.5, 145.8, 145.7, 140.0, 139.4, 136.6, 136.3, 130.7,
130.6, 130.3, 130.2, 129.6, 129.3 (m), 129.0, 127.8 (m), 121.5 (m), 118.2, 115.5, 85.6, 71.8, 60.9, 52.4, 52.0, 50.3, 50.1, 48.9,
48.7,37.4,310, 30.0, 26.6, 22.1, 13.6; HRMS (TOF MS ES") calculated for C43Hs1BFaN4O4S [MH]" requires 775.3676 found
775.3690.

Darapladib (10)

o]

F N

i O‘\)L X

F ‘ . g s/\©\ As previously described.
F

O NS

2. Radiochemistry

2.1 General Materials and Methods

All reagents were purchased from commercial suppliers and used without further purification (Acros and Sigma-Aldrich).
Radioisotope production. No-carrier-added fluorine-18 (half-life : 109.8 min) was produced via the [ O(p,n)wF] nuclear
reaction by irradiation of a 1,5ml [WSO]water (IBA CisBio) target with an 16.5 MeV proton beam on a cyclotron General
Electrics PET trace 80 cyclotron (GE Healthcare, Sweden, Uppsala). The aqueous radioactive solution was transferred to an
appropriate shielded hot cell (COMECER) using Helium pressure of 2 bars. Typical irradiation times were 60 min with a beam
current of 40 pA, which yielded a [WBF]-ﬂuoride amount of about 70 GBq at end of bombardment.

Automated synthesis. All loading operations were conducted under an ambient atmosphere. A remote controlled GE
TracerLab FX FN module was used for the automated radiolabeling experiments. Helium was used as a pressurizing gas
during sample transfers. All the SEP-Paks cartridges were purchased from Waters Corporation. Prior to use, QMA-light Sep-
Paks were flushed with 10 ml of ethanol, followed by 10 ml of 90 mg/ml potassium trifluoromethanesulfonate solution, and 10
ml of sterile water prior to use. Alumina N Sep-Paks were pre-conditioned with 10 ml of sterile water and C18 Sep-paks lights
with ethanol (2 ml) and sterile water (10 ml). Preparative HPLC separations were all done on the GE Tracerlab FX FN module
with a Gemini C18 5um 250X10 mm column (Phenomenex), isocratic elution: NH4sOAc 0.1M (pH 6)/MeCN 50/50 (v/v); flow
rate: 4.7 ml/min; room temperature; UV detection A=254 nm. The HPLC Analysis were performed on a Thermofisher UPLC
Ultimate 3000 system equipped with a UV spectrophotometer and a Berthold LB509 radioactivity detector, column: Gemini
C18 250 x 4.6 mm, 5um (Phenomenex), isocratic elution. NH4OAc 0.1M (pH 6)/MeCN 50/50; flow rate: 1 ml/min; room
temperature, UV detection A=254 nm.

o} o]

N
K'8F/IKOTfIK,CO;

N
FaC : s __KPKOTHRCOs | ke | e
SUR YA s BVt s WS an o}
O : 20 min, 110°C O F
N o N~

L k

Scheme 1. Radiolabelling of "®F-Darapladib via alcohol enhanced copper mediated radiofluorination
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TRACERIab FX FN (] HELIUM PRESSURE

0.2 um 0.2 pm
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Figure 1. GE Tracerlab FX-FN module for the preparation of "*F-Darapladib. V1: 5 mg KOTf + 50 pg K:COjs in 550 pl water /V2: 1 ml ACN
/V3: 4 mg precursor in 660 uL NMP + 330 pl n-BuOH + 9 mg Cu(OTf), + 52l Pyridine /V4: 1.5 ml HPLC eluent/V5: 1.5 ml HPLC eluent /V6:
empty /V7: 10 ml HzO /V8: 0.7 ml EtOH/V9 : 9.3 ml H:O / Dilution Flask: 60 ml HzO.

2.2 Synthesis of K'®F

The 1.5 ml bolus of [‘SO]water containing 70 GBq of [1BF] Fluoride was delivered to the synthesis module and trapped in a
QMA-light Sep-Pak cartridge to remove the excess of ['°O]water and others impurities. The activity was released from the
cartridge into the reaction vessel by the agueous solution of KOT#/K2CQ3. The 1 ml of acetonitrile from V2 was poured into the
reaction vessel and the resulting solution was dried by azeotropic distillation to provide K'F. This step was achieved by
heating the reaction vessel to 120°C under vacuum during 6 min. Overall, around 70% of activity remained after this first step.

2.3 Automated synthesis of "®F-Darapladib

During this second step of the automated program, the reactive mixture contained in vial 3 [precursor 9 (4 mg, 5 ymol, 0.005
M), Cu(OTf)2 (9 mg, 25 pmol, 0.02 M), Pyridine (52 pl, 644 umol, 0.62 M) in a solution of NMP and n-BuOH] was poured into
the reaction vessel with the dried K'°F by applying helium pressure. Before starting the radiolabeling of the precursor 9, vial 2
was opened to bring some air into the reaction vessel. After shutting the valve of vial 2, the mixture was then stirred for 20 min
at 120°C. The reaction vessel was the cooled to 50°C with compressed air cooling before adding 1.5 ml of HPLC eluent from
V4. The solution was sucked into the HPLC vial. The reaction vessel was finally cleaned by adding another portion of 1.5 ml
of HPLC eluent and immediately transferred into the HPLC vial. The whole volume contained in the HPLC vial was sent into
the preparative HPLC. The 13F-Da\rapladib was collected into the dilution flask. At the end of the collection, the formulation
step was started by passing through a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters). The final activities were measured into a
shielded glove box with dose calibrator SCINTIDOSE (Lemer Pax, Carquefou, France).

2.4 Quality control of *®F-Darapladib

Quality controls were carried out before administration of the tracers. The batches were expected to be clear, colorless and
free of particulates. pH were measured using pH paper strips. The pH values were expected to range between 4.5 and 8.5
due to the mice injection specifications. The radiochemical purities (RCP) and the specific activities (SA) were measured with
the analytical HPLC system RCP were 94.5 + 0.7% (n = 10) and SA were 10.1 + 2.3 GBg/umol.
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Figure 2. HPLC chromatogram of Darapladib compared with °F-Darapladib.

3. In vitro, in vivo and ex vivo studies
3.1 General Materials and Methods

All reagents and solvent were purchased from commercial suppliers and used without further purification (Acros and Sigma-
Aldrich).

In vitro studies. The stabilities in PBS buffer were analyzed by analytical HPLC [Thermofisher UPLC Ultimate 3000 system
equipped with a UV-Vis spectrophotometer with diode array detector; column: Gemini C18 250 x 4.6 mm, 5pum (Phenomenex),
isocratic elution: NH;OAc 0.1M (pH 6)/MeCN 50/50; flow rate: 1 ml/min; room temperature].

In vivo studies. Apolipoprotein E-deficient mice (ApoE (-/-) or ApoE KQO) and C57BI6 mice were purchased from Charles
River Laboratories (Saint-Germain-sur-L'Arbresles). All the animals were maintained at a constant temperature (24+1°C) and
a hygrometry between 55 to 65% under a 12 hour light/dark cycle, and permitted free access to food and water. Mice were
handled and cared in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (national Research Council,
1996), the European Council Directive 2010/63/EU and approved by the Ethics Committee n°114 for Animal Experimentation
under the reference APAFIS#6271-201605021622180v2, under the supervision of authorized investigators.

PET imaging studies. Animals were scanned on a small-animal multimodal scanner (Triumph Il, PET/SPECT/CT, Trifoil
Imaging, Chatsworth, CA, USA) under anesthesia (isoflurane, 3% induction and 1.5% maintenance in air). Beforehand, mice
were anesthetized with isoflurane (3%) and injected with the radiotracers in the caudal lateral vein using a 30-gauge catheter.
'8F-FDG doses were supplied by GIP CYROI (Sainte-Clotilde, Reunion Island). PET images were reconstructed using OSEM
3D method with the following parameters: field of view of 80 mm, 4 subsets, number of iterations: 20, first iteration to save: 20,
iteration save step: 20.

3.2 Stabilities in buffer of '®F-Darapladib

The stabilities of the labeled peptides in Phosphate Buffer Saline (PBS) 1X pH 7.0 were performed at different time points (0,
30 min, 1h30) post synthesis at a temperature of 37°C.
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Figure 3. Phosphale buffer saline stability of ' F-Darapladlb at 0, 30 min and 1h 30 min.

3.2 In vitro, in vivo and ex vivo studies

3.2.1 Tumor model studies.

Cell culture

The tumor cell line B16 was purchased from Sigma (Saint-Quentin-Fallavier, France). This cell line was cultivated in
RPMI1640 supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM glutamine, 100 units/ml streptomycin, 100 units/ml penicillin and
1.25 pg/ml fungizone. Cells were maintained in a 5% CO2 humidified atmosphere at 37°C. Cell viability was over 90%, as
determined by trypan-blue staining. Immediately before implantation in mice, cells were centrifuged and adjusted to a
concentration of 25x10° cells per ml in PBS 1X for subcutaneous injection.

Tumor Models. Six to elght weeks old mice C57BI6 mice were used for implantation of B16 cells. A B16 tumor cell
suspension contalnlng 1x10° cells in a volume of 0.2 ml of a medium without serum solution was injected subcutaneously into
right flank using a 27-gauge needle. The experiments were performed when tumors were 500 mm® (tumor volume
measurement was performed by digital callper}

PET Imaging. Injected doses of radiotracers "*F-FDG or '*F- -Darapladib were 15 + 5 MBq. The PET imaging distributionsof
mice were assessed at time intervals from 0 to 1h post-injection with four images of 15 minutes each.

18F-Darapladib 18F-FDG 18F-Darapladib 18E-FDG

Figure 4. '®F_Darapladib and "®F-FDG injection in tumor induced mouse model (mouse B16 melanoma)
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3.2.2 Atherosclerosis models studies.

Atherosclerosis Models. Apolipoprotein E-deficient mice (ApoE (-/-) or ApoE KO) were chosen as models for
atherosclerosis studies. Mice were bred in the animal facility until the age of 18-20 months for the study. 5 ApoE KO mice
were used for each radiotracer. To compare with normal mice, 5 C57BI6 mice were used for each radiotracer.

PET Imaging. Injected doses of radiotracers SF.-FDG or 1‘F‘F—D.'.-mrau:aladib were 15 + 5 MBq. The PET imaging distributions of
mice were assessed at time intervals from 0 to 1h post-injection with four images of 15 minutes each.

Biodistributions. At the end of the PET imaging acquisitions, the animals were sacrificed by cardiac puncture under
anesthesia (isoflurane, 3% induction and 1.5% maintenance in air). The heart and aorta were removed and isolated, blood-
flushed and placed under the multimodal imager. A PET ex vivo acquisition of 15 minutes was performed specifically on these
tissues to measure the activity associated to the atherosclerosis plagues. At the end of this acquisition, all the organs were
collected and placed into glass tubes for the y-counter measurements.

8F-Darapladib 18F.FDG

I

Figure 5. "®F-Darapladib and "*F-FDG injection in C57BL/6 mice.

18F-Darapladib 18E.FDG 18r_parapladib 18E.FDG

Ilsmn l llsmnI

Figure 6. "®F-Darapladib and "°F-FDG injection in KO ApoE mice. Images at 15 min are representative of 30, 45 and 1h
acquisitions images.
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Figure 7. '®F-Darapladib biodistribution in KO ApoE and C57BL/6 mice. Data are expressed as means * SEM of three
independent experiments. Statistical evaluation was performed by using one-way ANOVA and Tukey test (PRISM software).

No significant differences were observed.

18F.Darapladib

SF-FDG

Figure 7. "®F-Darapladib and "®F-FDG in KO ApoE mice aortas and heart. Results are representative of experiments

performed at least in triplicate.

3.2.3 Human endarterectomy pieces studies.

Endarterectomy samples. Freshly obtained carotid samples were incubated with 30 £ 5 MBq of 1BF-DarapIacIib or ®F-FDG
for 1h at 37°C. Samples were washed consecutively with saline 3 times then were dried before performing imaging studies.
PET Imaging. Incubated doses of radiotracers F-FDG or 1SF—Dar::lpladib were 30 + 5 MBq. The PET imaging acquisitions

carotids were assessed at 1h post-incubation with a 15 minutes acquisition.
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Figure 8. Ex vivo accumulation of "®F-Darapladib compared to "°F-FDG in human carotid endarterectomy samples. a) Non-
complicated; b) Complicated. (left) Orthoslice associated with 3D view of the slice; (right) macroscopic view.
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