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DCM
DIAD
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
DOTA
EC
EGFR
EMA
EPR
FDA
FDG
FMISO
FOXRED2
GAG

Liste des abréviations

1,4,10,13-pentaazacyclopentadécane
5-fluorouracile

« antibody drug conjugate »

absorption, distribution, métabolisme, excrétion
acide désoxyribonucléique

adénosine diphosphate

anti-inflammatoire non stéroidien
aldocétoréductase 1C3

protéine kinase B

autorisation de mise sur le marché

adénosine triphosphate

autorisation temporaire d’utilisation
chromatographie sur couche mince
carbonyldiimidazole

« checkpoint kinase 1 »

concentration inhibitrice 50

leucémie lymphoide chronique

« correlation spectroscopy »

cytochrome P450 2C19

cytochrome P450 3A4

cytochrome P450

1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane

dénomination commune internationale
dichlorométhane

azodicarboxylate de diisopropyle
N,N-diisopropyléthylamine
4-(N,N-diméthylamino)pyridine
N,N-diméthylformamide

diméthylsulfoxyde

acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique
espaceur clivable

« epidermal growth factor receptor »

« european medicines agency »

« enhanced permeation and retention »

« food and drug administration »
2-fluoro-2-désoxyglucose
1-(3-fluoro-2-hydroxypropyl)-2-nitro-1H-imidazole ou fluoromisonidazole
« flavine adenine dinucleotide dependent oxydoreductase domain containing 2 »

glycosaminoglycane



GSH
HAP
HBTU
HCR
HER

HIF
HMDP
HOBt
HRMS
HSQC
IDH

IHH
iNOS

IR

IRM
LH-RH
LIHMDS
mCPBA
MDP
MDR
MMAE
MMP
MomMmcl
m-TOR
NAAG
NAD
NADP(H)
NBP
NDOR1
NODAGA
NQO1
NTP 15-5

ORTEP
P450R
PADA
PAP
PCNA
PD-1
PD-L1
PEG

glutathion

« hypoxia activated prodrug »

hexafluorophosphate de benzotriazole-tétraméthyluronium
« hypoxia cytotoxic ratio »

« hypoxia response element »

« hypoxia inductible factor »
hydroxyméthylénediphosphonate
hydroxybenzotriazole

spéctrométrie de masse haute résolution

« heteronuclear single quantum coherence »
isocitrate déshydrogénase

Indian Hedgehog

« inductible nitric oxyde synthase »

infrarouge

imagerie par résonance magnétique

hormone de libération de la lutéinostimuline
bis(triméthylsilyl)amidure de lithium

acide méta-chloroperbenzoique
méthylenediphosphonate

« multi drug resistance »

monométhylauristatine E

métalloprotéinase matricielle

chlorure de méthoxyméthyle

« mammalian target of rapamicin »

acide N-acétyl-L-aspartyl-L-glutamique

nicotinamide adénine dinucléotide

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
4-(4’-nitrobenzyl)pyridine

« NADPH-dependent diflavin oxidoreductase 1 »
acide 1,4,7-triazacyclononane-1-glutarique-4,7-diacétique
DT-diaphorase ou NAD(P)H quinone oxydoréductase 1
chlorure de 3-(1,4,7,10,13-pentaazacyclopentadécan-1-N’-yl)-N,N,N-triéthylpropan-1-
aminium

Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot

cytochrome P450 oxydoréductase NADH dépendant
azodicarboxylate de potassium

phosphatase acide prostatique

« proliferating cell nuclear antigen »

« programmed cell death-1 »

« programmed cell death ligand-1 »

polyéthylene glycol



PG protéoglycane

P-gp glycoprotéine P

PHD prolyl-4-hydroxylase

PI3K phosphoinositide 3-kinase

PMPA acide 2-phosphonomeéthyl pentanedioique
PSA antigene spécifique prostatique sérique
PSMA « prostate specific membrane antigen »
PTHrP « parathyroid hormone-related protein »
qRT-QPCR « quantitative reverse transcription polymerase chain reaction »
RMN résonance magnétique nucléaire

ROS especes réactives de I'oxygene

RSA relation structure-activité

RU « response unit »

SA substance active

SEMCI chlorure de 2-(triméthylsilyl)éthoxyméthyle
SIB iodobenzoate de N-hydroxysuccinimidyle
SIDA syndrome d’'immunodéficience acquise

SPR résonance plasmonique de surface

t.a. température ambiante

TBAF fluorure de tétrabutylammonium

TBTA tris(benzyltriazolylméthyl)amine

TEA triéthylamine

TEMP tomographie par émission monophotonique
TEP tomographie par émission de positons

TFA acide trifluoroacétique

THF tétrahydrofurane

THPTA tris{(1-hydroxy-propyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)méthyl}amine
TIS triisopropylsilane

TMA triméthylamine

TMP 2,2,6,6-tétraméthylpipéridine

TNM « tumor, node, metastasis »

TPP triphénylphosphine

TPPO oxyde de triphénylphosphine

TPZ tirapazamine

uv ultraviolet

VEGF « vascular endothelial growth factor »
VEGFR « vascular endothelial growth factor receptor »
VHL von Hippel-Lindau

VIH virus de I'immunodéficience humaine

aKG alpha-cétoglutarate






Introduction générale

Le chondrosarcome, tumeur du cartilage, est I'une des pathologies cancéreuses les plus
chimio et radio-résistante. Cette résistance est principalement liée a la nature de son
microenvironnement tumoral composé d’'une matrice extracellulaire chondrogénique trés dense et
faiblement vascularisée, siege d’hypoxie limitant de fait la pénétration et |'efficacité des principes
actifs. A I’heure actuelle, le seul traitement efficace pour cette pathologie est I'exérése chirurgicale,
pratiquée avec des marges importantes afin d’éviter toute récidive, mais pouvant étre
particulierement invalidante pour le patient. Le développement de nouveaux traitements adjuvants
voir néo-adjuvants serait donc une réelle avancée pour la prise en charge de ce cancer.

Afin de répondre a cet écueil thérapeutique et de proposer une chimiothérapie efficace, 'lUMR
1240 IMoST développe une approche de prodrogues bispécifiques exploitant deux caractéristiques
du chondrosarcome, a savoir: la forte densité en protéoglycanes (PGs) retrouvée au sein de la
matrice extracellulaire tumorale, ainsi que le caractére fortement hypoxique de ce cancer. Ce projet
a fait émerger une molécule hit nommée ICF05016, dotée d’une affinité pour les PGs, d'une
cytotoxicité amplifiée en conditions d’hypoxie, et d’'une efficacité antitumorale in vivo sur modeles
murins.

C'est dans la continuité de cette étude que s’inscrivent les travaux de cette thése intitulée
« Synthése de prodrogues bispécifiques activables en milieu hypoxique : applications au traitement
du chondrosarcome et nouvelles perspectives dans le cadre du cancer de la prostate », qui visent a
optimiser la structure de ce hit.

Ce manuscrit s’articule autour de quatre grandes parties et débute par une étude
bibliographique, présentant la pathologie cancéreuse du cartilage en abordant notamment les deux
caractéristiques majeures du microenvironnement de ce cancer a savoir la composition de la matrice
extracellulaire et I’hypoxie tumorale, bases du concept de la bispécificité des prodrogues vectorisées
développées au sein du laboratoire IMOST. Le concept des prodrogues et leurs applications en
cancérologie sont également introduits et plus particulierement les prodrogues activables en
situation d’hypoxie.

Le second chapitre rapporte les résultats expérimentaux incluant d’une part la description et la
discussion des synthéses organiques des prodrogues envisagées et d’autre part leurs évaluations
biologiques tant en termes d’affinité pour I'aggrécane, qu’en termes d’activation en milieu réducteur
et de cytotoxicité sur cellules de chondrosarcome humain. Une derniére partie est consacrée a une
nouvelle perspective de cette approche de prodrogues bispécifiques dans le cadre du cancer de la
prostate. Apres une rapide introduction bibliographique, la synthése et I'évaluation des nouvelles
molécules seront exposée.

Enfin, aprés une conclusion générale de I'ensemble de ces travaux, les protocoles
expérimentaux de syntheses organiques associés aux caractérisations structurales des molécules, et
d’évaluations biologiques viennent conclure ce manuscrit.
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|. Le chondrosarcome : généralités, diagnostic et traitements

Le terme « chondrosarcome » englobe I'ensemble des tumeurs malignes issues des cellules
composant le cartilage. Il s’agit du 2°™ cancer osseux le plus fréquent chez 'Homme aprés
I'ostéosarcome, passant méme au premier rang chez I'adulte entre 30 et 70 ans® (Figure 1). Avec une
incidence de 0,2/100 000/an?, soit une centaine de nouveaux cas par an en France, cette pathologie
est considérée comme une maladie orpheline.
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Figure 1: Incidence des tumeurs osseuses par rapport a I'dge (données pour le Royaume Uni)3

Les cellules de chondrosarcome présentent une faible activité mitotique et sont caractérisées,
notamment pour les tumeurs de bas grades, par la présence d’'une matrice extracellulaire de nature
chondrogénique. Les tissus tumoraux sont quant a eux faiblement vascularisés et soumis a des
phénoménes d’hypoxie. Ces caractéristiques font des chondrosarcomes des tumeurs
particulierement radio et chimio-résistances expliquant que le seul traitement efficace a ce jour
demeure I'exérése chirurgicale avec de larges marges d’excision*®.

Méme si tous les cartilages des os peuvent étre affectés, les chondrosarcomes conventionnels
(voir paragraphe suivant), sont principalement localisés sur les extrémités des os longs (Figure 2) tels
que le fémur proximal (27%) et distal (6%), I’lhumérus proximal (9%) ainsi que le pelvis (38%)°. Les os
des pieds, de la colonne vertébrale et du sternum sont quant a eux beaucoup plus rarement touchés
(entre 1 et 4% tous cas confondus)’.
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Figure 2: Localisation des principaux chondrosarcomes conventionnels®

Les chondrosarcomes peuvent étre répartis selon trois grandes classifications : la classification
anatomique, la classification primaire ou secondaire et enfin la classification histologique (Tableau
1)8.

Classification histologique

Chondrosarcomes conventionnels
Grade |
Grade Il
Grade Ill
Chondrosarcomes non conventionnels

Chondrosarcomes dédifférenciés
Chondrosarcomes mésenchymateux
Chondrosarcomes a cellules claires
Chondrosarcomes du périoste

Classification anatomique

Chondrosarcomes centraux
Chondrosarcomes périphériques

Classification primaire ou secondaire
Chondrosarcomes primaires
apparition de la tumeur de novo
Chondrosarcomes secondaires
apparition de la tumeur suite a une Iésion préexistante

Tableau 1: Les différents types de chondrosarcomes’~10
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1. Classification histologique

Cette classification histologique permet de discriminer les chondrosarcomes
« conventionnels » représentant 85% des cas, des chondrosarcomes dits « non conventionnels »
(Tableau 2).

Fréquence

Type de chondrosarcome ) . Stade métastatique Taux de survie
d’apparition
Chondrosarcomes conventionnels (85 %)
Grade | 1%" 79-100%"
Grade Il 85% 15%" 53-90%"
Grade Ill 32%" 29-55%"
Chondrosarcomes non conventionnels (15 %)
Dédifférenciés 10% 90%11 10-28%"7:12
Mésenchymateux 1-13% 25%13 27-43%1714
A cellules claires 1-2% 25% (n)e.ta.stases ou 92%%15
récidive)’
Du périoste 1% 5-12%!16 83%%17

Tableau 2 : Classification histologique des chondrosarcomes avec leur fréquence d'apparition, le nombre de stades
métastatiques et le taux de survie associé
ttaux observé a 10 ans ; ¥taux observé a 5 ans

a. Les chondrosarcomes conventionnels

Les chondrosarcomes conventionnels sont répartis en trois grades histologiques, selon la
classification décrite en 1977 par Evans et al., allant du grade | le plus bénin, au grade Il le plus
malin'®, Cette gradation s’appuie sur des caractéristiques histologiques telles que la densité
cellulaire, I'organisation de la matrice extracellulaire, le degré d’atypie nucléaire ou encore le
nombre de cellules en mitoses ou en nécrose (Figure 3)7 :
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Figure 3: Caractéristiques histologiques des chondrosarcomes conventionnels en fonction des différents degrés de malignité
(adapté de Kim et al.)”
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Le chondrosarcome de grade | posséde un faible degré de malignité. Peu de cellules sont
présentes dans une abondante matrice extracellulaire ayant une composition proche de celle
du cartilage sain (type chondroide).
Le chondrosarcome de grade |l présente un changement dans la composition de la matrice
extracellulaire avec une diminution de la matrice chondroide au profit d’'une matrice myxoide.
La cellularité se trouve augmentée.

Le chondrosarcomes de grade Ill représente les chondrosarcomes de plus haut grade de
malignité avec un fort pouvoir métastatique (invasion métastatique chez 32 % des patients)?.
L'activité mitotique des cellules se trouve augmentée ainsi que le nombre d’atypies nucléaires
visibles, alors que la matrice chondroide disparait de plus en plus au profit de la matrice
myxoide.

Le taux de survie des patients atteints de chondrosarcome est fortement corrélé avec le degré

de malignité et donc avec les grades précédemment définis (Figure 4).
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Figure 4: Courbe de survie globale de patients atteint de chondrosarcome de grade |, Il, ou lll (adapté de Angelini et al.)8

chondrosarcomes,

b. Les chondrosarcomes non conventionnels

de [l'ensemble des

les chondrosarcomes

chondrosarcomes non
et englobent

Les conventionnels représentent 15%

les chondrosarcomes dédifférenciés,

mésenchymateux, les chondrosarcomes a cellules claires et les chondrosarcomes du périoste (Figure

5).
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Figure 5: Coupes histologiques de chondrosarcomes non conventionnels : (A) dédifférenciés ; (B) mésenchymateux ; (C) a

cellules claires ; (D) du périoste (adapté de Kim et al. et de Cleven et al.)”16

Le chondrosarcome dédifférencié survient majoritairement chez I'adulte entre 50 et 60 ans.
Les os les plus souvent touchés sont le pelvis et le fémur. La tumeur est composée d'une
juxtaposition de deux types de tissus avec une zone de transition abrupte : une tumeur
cartilagineuse bénigne (enchondrome) ou de bas grade de malignité (chondrosarcome de
grade 1) et un sarcome non cartilagineux de haut grade comme l'ostéosarcome (Figure 5A).
C’est une tumeur de haut grade de malignité (apparition de métastases chez 90% des patients)
avec un pronostic (10-28% a 5 ans) trés péjoratif.

Le chondrosarcome mésenchymateux est une tumeur d’incidence rare (1-13%) qui possede
néanmoins un fort grade de malignité et peut survenir a n‘importe quel age. Ses principales
caractéristiques histologiques reposent sur la présence de zones riches en cellules
indifférenciées et d’ilots de cartilage hyalin (Figure 5B).

Le chondrosarcome a cellules claires est une forme rare de chondrosarcome (prévalence 1-2
%) avec un faible degré de malignité. Il est caractérisé par la présence de cellules cancéreuses
avec un cytoplasme claire (Figure 5C).

Le chondrosarcome du périoste figure également parmi les formes rares de chondrosarcome
(1%). Il posséde une structure globulaire composé de cellules tumorales qui se trouvent
dispersées de facon irréguliéres dans une matrice de type myxoide (Figure 5D).

2. Classification anatomique

La tumeur peut étre localisée au centre de I'os ou a sa périphérie (Figure 6). Concernant les

chondrosarcomes conventionnels (voir paragraphe [.B.1.a), 75% d’entre eux sont des
chondrosarcomes centraux et 10 % d’entre eux sont des chondrosarcomes périphériques
secondaires®.
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Figure 6: Coupes d'os atteints d’un chondrosarcome conventionnel central ou périphérique (adapté de Rozeman et al.)*?

3. Classification primaire versus secondaire

Les chondrosarcomes primaires surviennent de maniére spontanée®. Les chondrosarcomes
secondaires font quant a eux suite a une lésion préexistante de type enchondrome ou
ostéochondrome qui sont des tumeurs bénignes du cartilage®. Elles se déclarent respectivement au
niveau de la cavité médullaire ou a la périphérie de I'os et peuvent devenir malignes.

Le risque de transformation maligne de ces chondromes bénins reste exceptionnel (<1%)%2
en dehors de la maladie d’Ollier (enchondromatose®) (environ 25-30%)?°?? et du syndrome de
Maffucci qui est une enchondromatose associée a des angiomatoses cutanées (environ 100%)%.

Bien que certaines caractéristiques du microenvironnement du chondrosarcome restent mal
connues, sa teneur importante en protéoglycanes et sa nature hypoxique comparativement aux
cartilages et aux tumeurs bénignes du cartilage sont bien établies?%*,

1. Les protéoglycanes

A linstar des chondrocytes sains, les chondrocytes tumoraux synthétisent une matrice
extracellulaire de nature chondrogénique essentiellement composée d'un réseau de fibres de
collagéne, d’acide hyaluronique et de protéoglycanes (PGs)?.

Les PGs sont des macromolécules pouvant étre localisées de facon intra-, extracellulaire ou a
la surface de la cellule. On ne dénombre pas moins de 47 types de PGs différents dans le corps
humain comme notamment I'aggrécane dans le cartilage mais aussi le versicane dans la paroi des
vaisseaux sanguins ou encore le lumicane dans la cornée?®?, |Is possédent de nombreuses fonctions
biologiques en participant notamment : i) a 'organisation structurelle des tissus et des matrices
extracellulaires? et ii) aux processus cellulaires d’adhésion, de prolifération ou de migration?® en lien
avec les facteurs de croissance®® ou les cytokines3?.

Les PGs sont constitués d’une protéine de structure centrale sur laquelle sont liées des
chaines de glycosaminoglycanes (GAGs). Ces GAGs sont composés d’unités disaccharidiques pouvant

* ’enchondromatose se caractérise par la présence d’enchondromes multiples

8
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étre de quatre types : chondroitine-6(ou 4)-sulfate, dermatane sulfate, kératane sulfate ou héparane
sulfate® (Tableau 3).

OH 0803
/m/ chondroitine-6-sulfate
NHAG
L —an
‘0;s0 OH
/m/ m/ chondroitine-4-sulfate
NHAc
L —an
0S80 OH
m dermatane sulfate
NHA
co2 ¢
L —n
OH OH 0SO3”
B o 0 kératane sulfate
o m HO
© NHAc
0,C
° hé Ifat
éparane sulfate
%Ho o
0S0;4

Tableau 3 : Structures des disaccharides composant les glycosaminoglycanes, motifs de base dans les protéoglycanes

Le PGs le plus abondant dans la matrice extracellulaire cartilagineuse est I'aggrécane qui
posséde des GAGs de type chondroitine sulfate et kératane sulfate?’. Il tire son nom de sa capacité a
s’agréger a l'acide hyaluronique via les domaines globulaires présents sur sa protéine de structure
pour former des complexes supramoléculaires (> 200 MDa). Sur la protéine de structure (220 kDa)
d’un monomere d’aggrécane sont fixés les GAGs (100-200 chaines, 10 a 30 kDa) qui représentent
environ 90% de la masse totale du monomére?® (Figure 7).
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Figure 7 : Image de microscopie électronique et représentation schématique de I'aggrécane (adapté de Fox et al. et de
Jerosch J.)3334
G1, G2, G3: partie globulaire

Les monomeres de GAGs sont tous constitués d’'un ose et d’'une glycosamine. Des fonctions
carboxylates ou sulfates sont présentes sur ces unités saccharidiques. A pH physiologique, les
fonctions acides carboxyliques (pKa (CO;H/CO>’) entre 4,0 et 5,0) et sulfates (pKa (HSO4/S04%) = 2,0)
des GAGs sont sous forme base, conférant a la matrice cartilagineuse une forte densité de charges
négatives. Ces longues chaines anioniques vont permettre d’attirer les cations comme le sodium, le
potassium ou encore le calcium par effet Donnan. La pression osmotique générée par le gradient de
concentration assure une forte teneur en eau au sein du cartilage articulaire. Cette pression
osmotique combinée a la présence de collagéne et de PGs confere au tissu cartilagineux des
propriétés mécaniques remarquables (résistance a la compression, flexibilité...).

Tout comme n’importe quel tissu, le cartilage a besoin d’étre alimenté en nutriment et
d’évacuer les métabolites produits en son sein. Le tissu cartilagineux étant avasculaire, les échanges
se font principalement entre le cartilage et le liquide synovial, soit par diffusion, soit par convection.
La diffusion est le moyen de transport des petits solutés par le biais d’'un gradient de concentration.
La convection est |'utilisation de la mécanique des fluides pour le transport des autres solutés. L’eau
étant le fluide constituant majeur de ce tissu, les mouvements de I’articulation contribuent aux
déplacements des plus grosses molécules. En effet, lorsqu’une pression est exercée sur le cartilage, la
compression du tissu expulse une partie de I'eau de la matrice et ses constituants, vers I'extérieur.
Au relachement de la pression, de I'eau chargée de nouveaux éléments pénétre dans la matrice,
assurant I'approvisionnement des cellules du cartilage®®. Ces méthodes de transports sont les
principales voies d’accés qu’emprunteront les molécules de chimiothérapie.

Constituant majeur du cartilage, I'aggrécane est également présent au niveau de la matrice
extracellulaire tumorale et son expression diminue quand le grade histologique de la tumeur
augmente (Figure 8)*. Cette diminution du taux d’aggrécane a été notamment mise en évidence au
sein de biopsies par des méthodes histochimiques (e.g. coloration au bleu de toluidine, molécule
chargée positivement affine pour les charges négatives des GAGs) ou immunohistochimie (e.g.
utilisation d’un anticorps anti-aggrécane couplé a un chromophore).
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Figure 8 : Coupes histologiques de différentes tumeurs du cartilage aprés coloration au bleu de toluidine des GAGs (A-C) ou
révélation par immunohistochimie de I'aggrécane (D-F) (adapté de Aigner et al.)?*
Un enchondrome (tumeur bénigne) (A,D) ; un chondrosarcome de bas grade (B,E) ; un chondrosarcome de haut grade (C,F)

2. L'hypoxie tumorale

L’hypoxie se caractérise par la présence d’un faible taux d’oxygéne au sein du tissu (entre 0,3%
et 4,2 %)*®. Ce phénoméne peut se manifester de deux maniéres différentes : I’hypoxie chronique et
I’hypoxie aiglie.

L’hypoxie chronique est liée a la limite de diffusion (i.e. 150-200 um) de I'oxygéne apporté
par les vaisseaux sanguins a travers les tissus irrigués. Ce phénomene crée un véritable gradient de
concentration en oxygene entre les cellules proches du vaisseau, fortement oxygénées, et les cellules
plus éloignées en situation d’hypoxie (Figure 9)%. Au sein d’une tumeur, ce phénoméne est exacerbé
en raison de la prolifération cellulaire trés importante créant une distorsion entre le réseau
vasculaire tumorale et la quantité de cellules a irriguer.
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Figure 9: Hypoxie chronique ou aigiie et influence sur la pression en oxygene dans les tissus (adapté de Horsman et al.)?”

Ce phénomene d’hypoxie chronique est amplifié au sein d’'une tumeur par une hypoxie dite
« aiglie ». Elle se caractérise par une variation aléatoire de la quantité d’oxygene en raison d’une
fluctuation de l'irrigation tumorale perturbée par des réductions ponctuelles de flux sanguin d( a des
phénomeénes de compression, d’occlusion, de dilatation des vaisseaux sanguins et des phénomenes
de « cul de sac » (Figure 10). En fonction de sa taille et de sa vascularisation anarchique, une tumeur
pourra donc étre constituée de zones en situation de normoxie, ol le taux d’oxygene est quasiment
égal a celui du sang, de zone en hypoxie, ou le taux d’oxygéne est réduit, et de zones en anoxie, ou
I’'oxygéne est totalement absent et ou les cellules présentent sont en nécrose3%3%,

Vaisseau sanguin Vaisseau sanguin
fonctionnel porairement occlus

I BLO

Yo LS S0 0% 55N
()T le et
5L o)

G
SCONLTETE
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S NI
Q ~1 Hypoxie ;
chronique

@ Vaisseau sanguin fonctionnel @ Cellule tumorale en normoxie

Vaisseau sanguin temporairement @ Cellule tumorale en hypoxie

occlus ;
@ Cellule tumorale en anoxie

Figure 10: Représentation des différentes zones d’oxygénation d’une tumeur (adapté de Yeom et al.)?8
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Afin de faire face a ce manque d’oxygéne dans les zones hypoxiques, une réponse cellulaire
s’organise notamment avec la production du facteur de transcription appelé HIF-1 (« hypoxia-
inductible factor »). HIF-1 est I'élément clé de la réponse cellulaire aux faibles concentrations en
oxygene et est composé de deux sous unités HIF-1a et HIF-1B (Figure 11).

En normoxie, la sous-unité HIF-la est hydroxylée par les protéines PHD (prolyl-4-
hydroxylases), puis polyubiquitinylée via la protéine suppresseur de tumeur VHL (von Hippel-Lindau),
ce qui empéche I'hétérodimérisation avec HIF-1J3 et I‘oriente vers une voie de dégradation par le
protéasome®. En hypoxie, la sous-unité HIF-1a n’est pas hydroxylée par les PHD, qui a besoin
d’oxygéne pour réaliser cette bioréaction, mais est transloquée au niveau nucléaire ou elle se
dimérise avec la sous-unité HIF-1B, formant le facteur de transcription HIF-1. Ce dernier va induire la
transcription des genes cibles impliqués dans la réponse de la cellule tumorale a I’hypoxie.

Normoxie Hypoxie

=
e  HIF-1a

Ubiquitination Hydroxylation

— = —

Translocation
nucléaire

Dégradation par le
protéasome

Figure 11 : Voie de signalisation du facteur de transcription HIF-1 dans une cellule en normoxie ou en hypoxie
HIF : « Hypoxia-Inductible Factor » ; PDH : prolyl-4-hydroxylases ; VHL : von Hippel-Lindau ; HER « Hypoxia-Response
Element »

Une pléthore de génes sont alors activés et conduisent a de multiples réponses (Figure 12) parmi

lesquelles est retrouvé®®!

e Le déclenchement de l'angiogenése grace a la production du facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF).

e Larésistance au traitement avec : I'activation du géne « Multi Drug Resistance 1 » (MDR-1) qui
code notamment pour 'expression des P-gp” a la surface de la cellule.

e L’acquisition d'un phénotype invasif avec [linduction de la transition épithélio-
mésenchymateuse.

e Le changement du métabolisme glucidique de la cellule vers une glycolyse anaérobie (effet
Warburg)*. Le glucose est transformé en pyruvate puis en lactate conduisant entre autre a
une diminution du pH intracellulaire.

" La glycoprotéine P est un transporteur d’efflux transmembranaire, ATP dépendant, permettant entre autre le
rejet de molécules exogenes des cellules.
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e La survie cellulaire grace a la baisse de la prolifération cellulaire et une diminution de
I"apoptose.

La résistance a la radiothérapie est par ailleurs accrue par la diminution de la quantité de ROS
(espéeces réactives de I'oxygeéne) produite, conséquence directe de la baisse du niveau d’oxygénation
des cellules tumorales.

\nvasion et métastaseg

ROS ¥ Efflux des
/ substances

Résistance a la .aCthES

glycolyse

ATP §

lactate 1

pH prolifération &
extracellulaire

Q\NY\S

Figure 12 : Effets provoqués ou régulés par HIF-1 dans les tumeurs en hypoxie*3

Le facteur de transcription HIF-1 a été retrouvé dans un panel de biopsies de chondrosarcome,
son taux d’expression étant méme corrélé avec le grade histologique de la tumeur** et la survie des
patients® (Figure 13). Ce facteur de transcription aurait donc un réle important dans I’agressivité du
chondrosarcome et pourrait étre un marqueur de mauvais pronostic.

1,1
1,0

09 4 - —
0,8 - HIF-1 a négatif (n = 12) !
0,7
0,6
0,5
0,4 o
0,3 HIF-1 a positif (n = 8)

Survie des patients

0,0 T T f 1
0 50 100 150 200

Mois apres le diagnostic

Figure 13 : Courbe de Kaplan-Meier de survie des patients atteints de chondrosarcome selon I’expression de HIF-1a dans les
tumeurs*®
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Une méta-analyse publiée en 2016 sur des études cliniques portant chez des patients atteints
de sarcomes osseux (ostéosarcome et chondrosarcome) confirme ces résultats : I'expression de HIF-
la est significativement corrélée avec un fort taux de métastases, une diminution de la survie globale
et une augmentation des récidives*.

Les chondrosarcomes évoluent généralement de facon lente et insidieuse sans
symptomatologie clinique spécifique. Les premiers symptomes peuvent étre une douleur osseuse,
accompagnée ou non de gonflement/tuméfaction local, et parfois de fractures spontanées.

Le diagnostic initial du chondrosarcome est en général évoqué sur un examen radiologique,
qui sera ensuite complété par une tomodensitométrie (scanner) et par une imagerie par résonance
magnétique (IRM) afin d’établir le bilan d’extension locorégional de la tumeur. Ces imageries sont
inévitablement associées a une biopsie qui reste indispensable pour poser un diagnostic précis en
termes de type et de grade de la tumeur. De la précision de ce diagnostic, va dépendre la qualité de
la prise en charge thérapeutique du patient.

Un des enjeux diagnostiques est de pouvoir différencier une tumeur bénigne telle qu’un
enchondrome d’une tumeur maligne cartilagineuse ou encore d’une tumeur osseuse de type
ostéosarcome. Certains signes radiographiques sont évocateurs du grade de la tumeur (Figure 14A).
La radiographie permet en effet la visualisation de la destruction osseuse avec des zones de
calcifications qui sont typiguement annulaires, arciformes ou en « pop-corn » (une forte abondance
de ces zones serait plutdét en faveur d’un chondrome)’. Dans les lésions de plus haut grade,
I'ostéolyse est plus agressive avec une atteinte de la corticale osseuse, I'apparition de larges zones
non calcifiées ou de calcifications irréguliéres et I'envahissement des parties molles®’.

Le scanner quant a lui permet une meilleure appréciation de la taille de la tumeur, de la lyse
corticale, de la minéralisation de la matrice, et de I'’extension vers les partie molles, cette derniere
étant toutefois mieux appréciée par IRM (hypersignal en pondération T2 des tumeurs
cartilagineuses) (Figure 14B et C).

Figure 14 : Imagerie d’un chondrosarcome central de faible grade (adapté de Douis et Saifuddin)*®
(A : radiographie du genou montrant la Iésion entre les deux fléches ; B : scanner en coupe axiale permettant d’observer la
lyse endo-corticale non visible sur la radiographie (fleche) ; C : IRM en coupe axiale pondérée en T,, hypersignal de la matrice
chondroide. La calcification de la matrice apparait en hyposignal (fleche)
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Le bilan d’extension locorégional de la tumeur lors du bilan pré-thérapeutique est donc basé
sur un scanner pour |'atteinte osseuse et une IRM qui précise |'extension aux parties molles afin de
définir la stratégie opératoire. Le scanner est également utilisé pour le bilan d’extension a distance,
notamment au niveau pulmonaire, localisation habituelle des métastases du chondrosarcome et est
complétée par une scintigraphie osseuse standard avec des radiopharmaceutiques au technétium
99m (*"™Tc (t12 = 6,02 heures, E, max. = 141 keV)) tels que le méthylénediphosphonate (MDP) ou
I’hydroxyméthylénediphosphonate (HMDP).

Bien que ces diverses techniques permettent d’évoquer un diagnostic, I'analyse histologique
de la tumeur s’avere essentielle afin de mettre en place un protocole thérapeutique adapté au degré
d’agressivité de la tumeur. Il faut toutefois prendre en considération I’hétérogénéité des tumeurs : le
prélevement peut parfois ne pas étre représentatif de I'agressivité réelle de la tumeur.

A ce jour, les outils thérapeutiques disponibles pour la prise en charge des patients atteints de
chondrosarcomes sont trés limités. La chirurgie est toujours considérée comme le pilier du
traitement et est le seul recommandé pour le chondrosarcome non métastatique, et ce quel que soit
le grade ou le sous-type de chondrosarcome. Pour un chondrosarcome de grade I, un simple
curetage peut étre réalisé alors que pour les tumeurs de haut grade, une résection chirurgicale avec
des marges d’excision larges dans les tissus sains environnants est préconisée. Une chirurgie bien
conduite, c’est a dire ayant permis une exérése compléete des tissus tumoraux est associée a de
faibles taux de récidives locales avec une survie globale augmentée. Toutefois, une excision large de
la tumeur n’est pas toujours réalisable compte tenu de la localisation anatomique (colonne
vertébrale ou crane) ou serait associée a une morbidité considérable pour le patient.

Aussi, le chondrosarcome souffre encore d’une prise en charge thérapeutique insatisfaisante,
notamment dans le cas de chondrosarcomes récidivants, métastatiques ou inopérables.

En ce qui concerne la radiothérapie et la chimiothérapie conventionnelle, le chondrosarcome
est connu comme une lésion résistante, et ce en raison de plusieurs facteurs :

o La présence d’une matrice extracellulaire dense et faiblement vascularisée. Cette derniére
limite I'accés des principes actifs jusqu’aux cellules cancéreuses®?,

e La faible division cellulaire des chondrocytes. La plupart des agents cytotoxiques utilisés en
chimiothérapie cytostatiques agissant sur le cycle cellulaire, les chondrocytes tumoraux y sont
faiblement sensibles d{i & une faible capacité a ce diviser.

o La présence de la P-glycoprotéine (P-gp), codée par le géne MDR-1. La P-gp est en effet
largement exprimée par les chondrocytes tumoraux. Une étude a démontré que 90% des
biopsies de patients atteints de tumeur du cartilage bénigne ou maligne exprimaient la P-gp®.
Cette derniere joue un role majeur dans l'efflux hors de la cellule de petites molécules
hydrophobes comme celles fréquemment utilisées en chimiothérapie®.

e Un environnement hypoxique. Caractérisé par une faible teneur en oxygéne, cet
environnement entrave notamment I'efficacité de la radiothérapie. En effet, la cytotoxicité de
la radiothérapie est due pour une large part, a la formation d’espéces radicalaires (ROS) issues
de I'ionisation par les rayonnements de 'oxygéne environnant®,

Ainsi, aucune chimiothérapie classique n’a conduit a ce jour a une amélioration globale de la
survie des patients, comparativement a la chirurgiel®>®>2 et ceci malgré divers essais cliniques avec
par exemple la doxorubicine, le cisplatine, le cyclophosphamide, I'ifosfamide ou le méthotrexate,
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utilisés seuls ou parfois en association, en traitement adjuvant ou néoadjuvant. Ces essais se sont

parfois montrés contradictoires, peut-étre en raison du faible nombre de patients pouvant étre inclus
dans les études. En effet le chondrosarcome est une maladie orpheline présentant de surcroit peu de
cas non opérables ou de stade métastatique.

Récemment, et en lien avec I'amélioration des connaissances de la physiopathologie de ce

cancer, de nouvelles thérapies ciblant différentes voies de signalisation cellulaires ont été évaluées
dans le cadre d’études précliniques voire cliniques. Parmi ces nouvelles cibles thérapeutiques nous
pouvons citer :

L’isocitrate deshydrogénase (IDH) qui catalyse la décarboxylation oxydative de l'isocitrate en
alpha-cétoglutarate (aKG) dans le cycle de Krebs. Cette réaction peut étre réalisée par les trois
isoformes de I'enzyme IDH1, IDH2 et IDH3. Des mutations sur les génes codant pour
I’expression des enzymes IDH1 et IDH2 ont été retrouvées dans les chondrosarcomes centraux
ainsi que dans les chondrosarcomes dédifférenciés et du périoste®3, mais également dans les
enchondromatoses (maladie d’Ollier et syndrome de Maffucci)®**. Les enzymes mutées
acquierent la capacité de convertir I'aKG en delta-2-hydroxyglutarate, un oncométabolite. Ce
dernier perturbe les réactions enzymatiques dépendantes de I'aKG et conduit in fine la cellule,
par modification de son métabolisme et régulation épigénétique, a évoluer vers un phénotype
tumoral®®. Deux études portant sur un inhibiteur spécifique de IDH-1 muté (AGI-5198)
montrent des résultats contradictoires quant a I'effet de cet inhibiteur sur la viabilité, la
prolifération et la migration cellulaire dans le cadre du chondrosarcome® 8, Deux autres
inhibiteurs de IDH-1 muté sont actuellement en cours d’essai clinique de phase | ou I/Il pour
cette pathologie (Tableau 4).

La voie Hedgehog est une voie constitutive de la régulation de la croissance et de la
différenciation des cellules durant I'embryogenése ainsi que du maintien de '"homéostasie
tissulaire post-embryonnaire. Les glycoprotéines Hedgehog se lient a des récepteurs
transmembranaires homologues de Patched (PTCH), ce qui va entrainer la libération d’une
protéine transmembranaire SMO (smoothened) et lui permettre d’induire une cascade
d’événements moléculaires, conduisant in fine a I'expression de genes impliqués dans la
croissance et la division cellulaire. Une dérégulation de la voie Hedgehog IHH/PTHrP (Indian
Hedgehog/Parathyroid hormone-related protein) a été démontrée dans plusieurs tumeurs
bénignes ou malignes du cartilage, conduisant au maintien des chondrocytes tumoraux dans
un état de prolifération®. Des études précliniques menées chez la souris avec un inhibiteur de
cette voie de signalisation IPI-926 (saridegib) ont montré une réduction du volume tumoral
comparativement au groupe contrdle®. Une étude clinique de phase Il avec un autre inhibiteur
de la voie Hedgehog (GDC-0449 ou vismodegib) a été menée chez des patients atteints de
chondrosarcomes de stades avancés, sans toutefois permettre de montrer un réel bénéfice
clinique au bout de six mois de traitement (stabilisation de la maladie uniquement pour 25%
des patients)!®. Un autre essai clinique de phase Il chez des patients atteints de

chondrosarcome est actuellement en cours avec cet inhibiteur (Tableau 4).

m-TOR dans la voie PI3K-Akt-mTOR. Cette voie est impliquée dans de nombreux processus
cellulaires comme la prolifération, la croissance et la survie. Dans les cancers solides,
I'activation de mTOR (mammalian target of rapamycin) est liée aux propriétés invasives et

métastatiques des tumeurs solides®?. L’activation de cette voie de signalisation a été mise en
évidence dans les chondrosarcomes conventionnels et dédifférenciés®2. Une étude préclinique
sur un modele de rat porteur de chondrosarcome de grade Il a montré, aprés traitement
adjuvant avec un inhibiteur de mTOR (évérolimus), un ralentissement de la croissance
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tumorale comparativement au groupe contrdle®®. Une étude clinique de phase I/Il a été
réalisée avec le temsirolimus (prodrogue de la rapamycine) en combinaison avec de la
doxorubicine lyposomale, chez des patients atteints de sarcomes, dont deux étaient porteurs
de chondrosarcomes, afin de déterminer la dose optimale de la combinaison des deux agents
de chimiothérapie pour un traitement. Il semblerait que le temsirolimus agirait plus comme un
sensibilisant a la chimiothérapie a la doxorubicine qu’en tant qu’agent antinéoplasique®.
D’autres études de phases cliniques sont actuellement en cours en combinaison avec la
chimiothérapie ou I'immunothérapie avec des dérivés de la rapamycine chez des patients
atteints de chondrosarcomes (Tableau 4).

Les protéines kinases sont d’importants médiateurs impliqués notamment dans Ia
prolifération, I'angiogenése, la survie, ou encore la migration cellulaire, en réponse a des
stimulations intra ou extracellulaires par le biais de protéines kinases. Une surexpression de
ces dernieres telles que (1) les Src, qui sont une famille de kinases jouant un réle de régulation
de la transduction des signaux cellulaires originalement envoyés depuis la surface de la cellule,
(2) le VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) ou bien encore (3) le PDGFR
(platelet-derived growth factor receptor), tous deux impliqués dans l'angiogenese, a été
retrouvée dans le cas du chondrosarcome®®7,

L'imatinib, inhibant entre autre le PDGFR dans le cadre d’un essai de phase Il, n’a conduit a
aucun bénéfice clinique significatif, une stabilisation de la progression de la maladie a 4 mois
n’a été observé que pour 8 patients sur les 26 de I'étude®®.

Lors d’un essai clinique de phase I/Il, un autre inhibiteur de VEGFR et PDGFR, le pazopanib, a
conduit & une stabilisation de la maladie (entre 5 et 26 mois)®® pour cing des sept patients
traités dont six étaient atteints de chondrosarcome au stade métastatique.

Face a ces résultats prometteurs, d’autres inhibiteurs de kinases sont en cours d’évaluation
cliniques pour le traitement du chondrosarcome.

L'immunothérapie vise, parmi les diverses approches englobées dans ce terme, a restaurer la
réponse immunitaire notamment face aux cellules cancéreuses. Parmi la pléthore de cibles en
oncologie utilisant ce type de stratégie, on peut citer le systeme PD-1 (programmed cell death-
1) / PD-L1 (programmed cell death ligand-1). La protéine PD-L1 exprimée par les cellules
cancéreuses se lie au récepteur PD-1 des lymphocytes T inhibant la réponse immunitaire et
permettant a la cellule cancéreuse d’échapper a la mort cellulaire. Des études ont été réalisées
sur des biopsies de patients atteints de chondrosarcome (types non précisés) et ont montré
une surexpression de I'antigene PD-1 par les lymphocytes T du stroma tumoral, environ dix fois
plus importante que dans les tissus osseux sains pris comme contrdle’. ’antigéne PD-L1 a
quant a lui été retrouvé exclusivement dans les cas de chondrosarcomes dédifférenciés’. Un
anticorps monoclonal anti-PD-1, le pembrolizumab, a été utilisé dans le cadre d’un essai
clinique de phase Il sur les sarcomes des tissus mous et des os (SARC028 ou NCT02301039)"2,
Parmi les cing patients atteints de chondrosarcomes dédifférenciés, seules une réponse
partielle et une stabilisation, suite au traitement avec le pembrolizumab, ont pu étre

observées.

Une autre étude clinique de phase Il est actuellement en cours pour le traitement des
chondrosarcomes mettant en jeu une combinaison d’'immunothérapies (i.e. anti-CTLA4/anti-
PD-1) (Tableau 4).

Les histones désacétylases sont une clé du mécanisme de la régulation de I'expression des
génes. Une étude préclinique a montré que le traitement avec la romidepsine, inhibiteur des
histones désacétylases, entraine I'arrét du cycle cellulaire et/ou I'apoptose des cellules de

chondrosarcome, ainsi qu’un ralentissement significatif de la croissance tumorale sur modele
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phase Il chez des patients atteints de chondrosarcomes (Tableau 4).

Molécule utilisée

Mécanisme d’action

Essai clinique

AG-120 inhibiteur des mutants IDH1 NCTF:)hZa0;3|994
IDH
AG-221 inhibiteur des mutants IDH2 NCT02273739
phase I/I1
voie Hedgehog vismodegib inhibiteur de la voie Hedgehog NCL?}ZZ?SS
Lo . inhibiteur de mTOR + NCT02821507
sirolimus + cyclophosphamide o
mTOR chimiothérapie phase Il
. . inhibiteur de mTOR + NCT03190174
nab-rapamicyne + nivolumab . L
immunothérapie phase I/Il
azopanib NCT01330966
pazop inhibiteur mixte de protéines kinases phase Il
. . .. (VEGFR 1, 2, 3, PDGFR a, B et c-KIT) NCT02180867
pazopanib + radiothérapie
o phase I1/Ill
inhibiteurs de inhibiteur mixte de protéines kinases
i
inases regorafenib (VEGFR 1, 2, 3, TIE2, KIT, RET, RAF-1, NCT?]Z?IZM
BRAF, PDGFR et FGFR) P
. . inhibiteur puissant de BCR-ABL ainsi NCT00928525
imatinib , . .
que d’autres protéines kinases phase Il
, hlSt,C)nes romidepsine inhibiteur d’histone désacétylase NCTO0112463
désacétylases phase Il
inhibition de I'antigene (CTLA-4)
. Pt - . (activation de la réponse NCT02982486
immunothérapie ipilimumab + nivolumab . o
immunitaire) phase Il
+anti PD-1

Tableau 4 : Essais cliniques en cours ciblant différentes voies de signalisation du chondrosarcome pour la prise en charge
thérapeutique des patients

Toutes ces stratégies thérapeutiques et bien d’autres encore, cette liste n’étant pas
exhaustive, ne sont qu’a I'état d’essais cliniques ne dépassant pas la phase Il. Aucune n’a
actuellement été approuvée par les autorités de santé dans le cadre du chondrosarcome. Le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques reste donc encore un enjeu majeur pour la
prise en charge de cette pathologie.

Bien que dotés d’une meilleure spécificité que les traitements classiques en s’appuyant sur
une distinction entre tissus tumoraux et tissus sains, les thérapies ciblées ne sont toutefois pas
dépourvues d’effets indésirables pour le patient. Parallelement, le microenvironnement tumoral ou
stroma qui entourent les cellules malignes apparait depuis plusieurs années comme une cible
pertinente pour le développement de nouvelles thérapies.

Dans le cadre du chondrosarcome, I'hypoxie et la forte teneur en protéoglycanes du
microenvironnement nous apparaissent pertinentes pour développer une thérapie plus spécifique en
combinant deux stratégies :

e |es prodrogues : molécules inactives jusqu’au site tumoral puis activées in situ pour libérer une
entité cytotoxique, par le biais d'une « gachette », c’est a dire une groupement chimique qui
s’active au niveau de la tumeur par un mécanisme spécifique,

o les thérapies vectorisées « Drug Delivery » : technique utilisant un ligand spécifique d’un tissu
tumoral pour contréler la distribution d’un principe actif, en augmentant sa délivrance au
niveau du site tumoral tout en limitant sa diffusion au niveau des tissus sains.
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Il. Le concept de prodrogue

Une fois administré dans l'organisme, un médicament doit surmonter un certain nombre
d’obstacles avant d’atteindre sa cible biologique, a savoir des barrieres biopharmaceutiques
(désintégration, dissolution, stabilité), pharmacocinétiques (absorption, distribution, métabolisme et
excrétion - ADME) et pharmacodynamiques (Figure 15). Par exemple, des problémes de solubilité
et/ou de stabilité de la substance active peuvent restreindre les modes et voies d’administration, de
méme que les doses administrables. Egalement, aprés absorption, la substance active va subir des
réactions métaboliques principalement au niveau hépatique en vue de son élimination, limitant la
dose disponible au niveau de la cible biologique visée. Certaines structures voient également leur
utilisation limitée par leur toxicité pouvant étre liée a un profil pharmacocinétique inadapté (e.g.
accumulation dans un organe ou tissu non cible, surdosage apres administration réitérée en raison
d’une demi-vie plasmatique trop importante, etc...).
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Figure 15 : Ensemble des barrieres rencontrées par une substance active aprés son administration au sein d’un organisme
(adapté de Kerns et al.)””

Afin de surmonter ces différents obstacles, il s’avére judicieux de pharmacomoduler la
substance active afin de la doter des propriétés physico-chimiques associées au meilleur profil
pharmacologique, c’est ce que l'on retrouve dans la littérature sous le terme de « drug-like
properties ». C'est dans ce contexte que le concept de prodrogue prend tout son intérét. En effet, les
prodrogues sont des molécules qui, une fois transformées in vivo grace a une réaction enzymatique
et/ou chimique, permettent de libérer une substance active (Figure 16)%. Sans activité
pharmacologique propre, les prodrogues modifient temporairement les propriétés physico-
chimiques d’une substance active lui permettant ainsi de franchir certaines des barriéres
biopharmaceutiques et/ou pharmacocinétiques évoquées précédement.
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Barrieres
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clivable
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enzymatique
et/ou chimique

ité . Entité
Entite Substance active —— 3
clivable | clivable

Substance active —

Prodrogue

Figure 16 : lllustration simplifiée du concept de prodrogue’s

Le concept de prodrogue a été introduit en thérapeutique en 1899 par Schering avec la
méthénamine (ou hexamine) qui a disposé d’une autorisation de mise sur le marché (AMM) comme
antiseptique pour le traitement des troubles de I'appareil urinaire. La méthénamine seule ne
possede pas de propriétés antibactériennes. Cependant, lorsqu’elle se trouve dans les urines en
condition acide, elle réagit avec |'eau pour donner entre autres six équivalents de formaldéhyde doté
de propriétés antibactériennes (Figure 17).

N 0

+ BH0 + 4H" —>=6 H)k +4 NHg*

—N

N
LN H

méthénamaine

Figure 17 : Activation de la méthénamine dans les urines en milieu acide

Toutefois, le terme prodrogue n’est apparu qu’en 1958 lors d'une publication d'Albert”, ou il
fit état de substances qui franchissent les barrieres physiologiques, puis subissent une
biotransformation, libérant un métabolite plus efficace que la molécule administrée. Quelques
années plus tard, il s'excusera dans son livre « Selective toxicity : the physico-chemical basis of
therapy®® » en ajoutant que le terme de « pré-drogue » aurait été préférable pour décrire ce qu'il
voulait exposer. Le mot "pro-drogue" étant tombé dans le langage commun, le terme de "pré-
drogue" ne put le supplanter.

C'est a partir des années 70 que le nombre de publications sur les prodrogues augmente de
maniere significative. A ce jour, les prodrogues, en constant développement, représentent environ
10% des molécules sur le marché comme par exemple 'oméprazole, le ténofovir alafénamide, le
valaciclovir ou I'oseltamivir. En cancérologie, nous pouvons par exemple citer I'estramustine
phosphate, I'irinotecan, la mitomycine C, le cyclophosphamide ou la capécitabine.

Actuellement, la conception de prodrogues est réalisée pour répondre a trois obstacles
majeurs rencontrés lors du développement de nouvelles substances actives, a savoir des problémes
liés a:
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e |aformulation et/ou I'administration (stabilité, solubilité dans I'eau, ...),

e |'absorption, la biodistribution et le métabolisme (perméabilité membranaire, balance
hydrophilie/lipophilie, durée d’action, ...),

e |a toxicité et les effets secondaires nuisant a I'index thérapeutique de la substance active.

Dans ce cadre, la structure de base de la substance active va étre modifiée afin de tenter
d’aboutir in fine a une prodrogue « idéale », dotée des caractéristiques suivantes :

e bonne stabilité lors de la phase d’absorption,

e bonne solubilité en milieu aqueux,

e bonne perméabilité membranaire,

e bonne cinétique de libération de la substance active.

e faible voire absence d’activité pharmacologique de la prodrogue,

e absence de toxicité des fragments libérés conjointement a la substance active.

Dans ce chapitre, nous allons détailler ces différents points, en nous appuyant sur quelques
exemples de la littérature et notamment de prodrogues développées dans le cadre de la
cancérologie. Le dernier point concernant la toxicité sera plus largement développé car ayant plus
attrait a notre problématique.

Le choix de la voie d’administration d’'un médicament s’appuie sur divers paramétres
pharmacologiques comme le type de pathologie, la vitesse et/ou la durée d’action recherchée, etc,
mais est largement conditionnée par les caractéristiques physico-chimiques du composé (stabilité,
solubilité dans I'eau, lipophilie, ...).

1. Formulation et administration : importance de I’hydrosolubilité

L’hydrosolubilité d’'une substance active est un facteur déterminant de sa biodistribution,
nécessitant le développement de formulations adaptées a son utilisation par voie orale ou injectable.
Prenons comme exemple, la voie orale : apres administration d’'une forme pharmaceutique per os, la
substance active doit étre libérée puis avoir une bonne solubilité en phase aqueuse, indispensable a
sa résorption au niveau des parois du tractus gastro-intestinal. Il en va de méme lors d'une
administration par voie intraveineuse, utilisable uniquement pour des produits hydrosolubles.

Afin d’augmenter transitoirement I’hydrosolubilité d’une substance active, une entité
hydrophile peut lui étre liée par I'intermédiaire d’une liaison covalente « réversible ». Ces entités
hydrophiles peuvent étre des groupements ionisables (e.g. phosphates, amines, acides, ...), des
groupements polaires (sucres, acides aminés, ...) ou encore des polymeres comme les polyéthylénes
glycols (PEG) illustrés dans les exemples suivant (Tableau 5) avec des gains de solubilité dans I'eau
allant de 10 a 50000.
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Tableau 5 : Structures de prodrogues congues pour augmenter I’hydrosolubilité de la substance active
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2. Absorption

L'utilisation de prodrogues pour augmenter [|'absorption d’une substance active est
principalement documentée dans le cas d’une administration par voie orale, les problemes étant de
posséder une bonne stabilité a pH acide et de traverser les barriéres phospholipidiques du tractus
gastro-intestinal pour atteindre la circulation systémique. Le passage des barrieres épithéliales se fait
essentiellement par diffusion passive mais également grace a des transporteurs d’influx. Cette
absorption peut étre contrecarrée par des transporteurs d’efflux comme la P-gp, conduisant a une
baisse de I'efficacité de la substance active (Figure 18).
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Figure 18 : Principales voies de transports membranaires des substances actives

La résorption passive d’une substance active est principalement conditionnée par sa lipophilie
qui est quantifiée par le coefficient de partage ou de distribution. Si I’'hydrosolubilité est importante
pour la phase biopharmaceutique, la lipophilie est tout aussi importante pour la phase d’absorption :
I’enjeu pour une substance active est donc d’afficher un bon équilibre hydrophilie/lipophilie, c’est-a-
dire un bon compromis entre solubilité et perméabilité. Compte tenu de ces propriétés, les
substances actives peuvent étre classées en quatre grandes catégories biopharmaceutiques telles

que décrites ci-aprés dans le Tableau 6.

Solubilité

Perméabilité

Conséquence sur

I’absorption

1 Haute Haute Bien absorbé

| Basse Haute Bien absorbé

]] Haute Basse Variable

v Basse Basse Faiblement absorbé

Tableau 6 : Classification biopharmaceutique des substances actives en fonction de la solubilité et de la perméabilité
conditionnant leur absorption par voie orale (adapté de Khadka et al.)*?
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Les molécules de classes Ill et IV possédent une absorption limitée en lien avec leur faible
perméabilité. Une des solutions pour améliorer ce parametre consiste a augmenter leur lipophilie via
par exemple la diminution du caractére polaire de certaines des fonctions chimiques présentes
(Figure 19). Ainsi, une substance active possédant une ou plusieurs fonctions acide carboxyliques
peut étre mal résorbée au niveau du tractus intestinal en raison de la formation d’ions carboxylates.
Dans ce cadre, il apparait judicieux de convertir ces derniéeres, par exemple en fonctions esters afin
de réduire transitoirement leur caractére polaire, sachant que ces dernieres pourront ultérieurement
étre hydrolysées par des estérases. Les esters méthyliques sont néanmoins proscrits de cette liste car
libérant du méthanol, toxique pour I'organisme, aprés hydrolyse. Suivant une stratégie similaire, la
polarité des fonctions alcools, amines, phosphates ou phosphonates peut également étre modérée
via leur conversion par exemple en fonctions esters, pour les alcools ou dérivés phosphorés, ou
amides, pour les amines. Cette stratégie est toutefois limitée aux groupements permettant de
retrouver aprés absorption et métabolisation la fonction initialement modifiée. Cette fonction doit se
trouver dans la mesure du possible sur le pharmacophore de la molécule afin que sa
fonctionnalisation entraine une inhibition réversible d’activité. La connaissance du pharmacophore
de la substance active et ses relations structure-activité (RSA) sont donc un prérequis nécessaire pour
la conception d’une prodrogue.
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Figure 19 : Ensemble des fonctions chimiques de la substance active (vert) généralement modifiées pour concevoir une
prodrogue (jaune) (adapté de Rautio et al.)”8

De nombreux principes actifs utilisés en thérapeutique ont ainsi été commercialisés sous la
forme de prodrogues pour disposer d’une lipophilie adaptée a une administration par voie orale.
Parmi les exemples pléthoriques de la littérature, nous pouvons notamment citer le valaciclovir,
I’oseltamivir, 'olmesartan medoxomil, le dabigatran etexilate, la cefpodoxime proxétil ou encore le
ténofovir disoproxyl fumarate (Tableau 7):
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Résultats en termes de

(antiviral, virus de la
grippe)

NH

o) 2
Foie

-~ “NH

P Lieud .. I
nom de spécialité Structure I?u € biodisponibilité de la
. . clivage )
(usage thérapeutique) substance active
Valaciclovir
o)
(Zelitrex®) N
HN - S
Prodrogue de laciclovir y N)\\N | N\> " Foie Biodisponibilité de 54%
2 2 versus 15-30%%3
(antiviral, virus de LO/\/OW
’herpés) e}
C()seltafmi;i)r 0o Biodisponibilité de 75 %%*
Tamiflu

(Données non disponibles
pour la substance active
seule)

Olmesartan medoxomil
(Alteis®)

OH
N
uﬁo
=N N Tractus

Biodisponibilité de 26 %%

(Données non disponibles

(hypertension) intestinal pour la substance active
seule)
Dabigatran etexilate Biodisponibilité de 7 %57
®
(Pradaxa®) Plasma (Données non disponibles
(anticoagulant) pour la substance active
seule)
\
e
| H
N N s
Cefpodoxime proxétil HZNK/ m j;( Biodisponibilité de 50 %8!
S N~ ONg
(Orelox®) © Tractus (Données non disponibles
(antibiotique) 0~ "o intestinal pour la substance active
)\0 seule)
"3
H,N
=N
Ténofovir disoproxil 4( o 2‘ \ )
fumarate o] o N~ N Biodisponibilité de 25 %%
Viread® o=
(an(tiviral vi)rus OJF\LJOW) Plasma (Données non disponibles
’ o} pour la substance active

d’immunodéficience
humaine (VIH))

seule)

Tableau 7 : Structures de prodrogues congues pour augmenter la lipophilie et donc la résorption par voie orale de la

substance active

26




Introduction bibliographique

3. Métabolisme et distribution

Aprées son administration et son absorption, la biodisponibilité de la molécule sera encore
dépendante de l'effet de premier passage hépatique. En effet, les réactions de métabolisations
hépatiques peuvent conduire a une diminution importante de la concentration en substance active
au niveau de la circulation sanguine, voie d’acheminement principale vers les tissus cibles. L’acces du
principe actif a la cible cellulaire peut étre également entravé par d’autres barrieres telles que la
fixation aux protéines plasmatiques, la stabilité plasmatique, la perméabilité (organe, cellules) ou
encore leur profil pharmacocinétique (e.g. accumulation dans des tissus ou organes non-cibles)
(Figure 15). Ce dernier point sera plus amplement développé ultérieurement car pouvant étre a
I'origine de toxicités. Ainsi métabolisme et distribution se répercutent sur I'efficacité, la toxicité et
donc I'index thérapeutique de la substance active.

Dans la littérature, nous retrouvons la encore des exemples de prodrogues congues pour
contourner ce type de barriéres dont a titre d’exemple (Figure 20) :

e le ténofovir alafénamide fumarate (Descovy®), un antiviral inhibiteur de la transcriptase
inverse du virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH)-1 et de la polymérase du virus
de I’'hépatite B., est une prodrogue du ténofovir sous forme d’'un phosphonamide. Apres
pénétration passive dans les cellules infectées, I'ester est clivé par la cathepsine A. Aprés
cyclisation intramoléculaire et libération de phénol, I'acide phosphonamidique est hydrolysé.
Ce dernier métabolite, le ténofovir, est diphosphorylé pour devenir actif. Contrairement au
ténofovir disoproxil fumarate, le ténofovir alafénamide fumarate est plus stable au niveau
plasmatique ce qui permet d’augmenter la dose délivrée au niveau des cellules infectées donc,
son efficacité et de diminuer sa toxicité rénale®.

e Le bambuterol (Oxéol®), est une prodrogue obtenue par fonctionnalisation des groupements

phénoliques de la terbutaline. Cette molécule est un bronchodilatateur par effet agoniste
spécifique des récepteurs B,-adrénergiques, sans effet relaxant propre.
L'intérét de cette prodrogue est multiple : (1) bonne stabilité métabolique, acquise par la
présence des fonctions carbamates protégeant les fonctions phénols de I'oxydation lors du
premier passage hépatique, (2) concentration accrue au niveau pulmonaire comparativement
a d’autres organes comme le cceur, (3) conversion enzymatique in situ lente en terbutaline par
des butyrylcholinestérases, (4) molécule trés lipophile avec une absorption digestive lente.
L'ensemble de ces caractéristiques pharmacocinétiques lui assure une durée d'action
prolongée, tout en minimisant le taux de terbutaline circulante, source d'effets indésirables®,
et permet une administration orale en une dose quotidienne unique, contrairement a la
terbutaline nécessitant 3 prises par jour!®,

e L’antiagrégant plaquettaire, le clopidogrel (Plavix®), est un bioprécurseur’. Le mécanisme
d’action implique la formation d’un pont disulfure entre les récepteurs de I'adénosine
diphosphate (ADP) des plaquettes et un métabolite actif du clopidrogrel obtenu apres
oxydation hépatique par les cytochromes P450 2C19 (CYP2C19), entrainant une inhibition
irréversible de I'agrégation plaquettaire (Figure 20)!°2. Toutefois 85% de la dose absorbée de
clopidogrel est hydrolysée par des estérases pour donner un métabolite acide carboxylique

* Certaines classifications font un distinguo entre les prodrogues et les bioprécurseurs, qui sont des prodrogues
non congues de facon rationnelle et dont le mécanisme d’action a été découvert a posteriori aprés
identification d’un métabolite actif. Celui-ci n’est pas issu d’'une simple réaction d’hydrolyse mais provient
d’une réaction métabolique d’oxydation ou de réduction. La connaissance de la voie d’activation permet alors
la conception, cette fois-ci rationnelle, de nouvelles prodrogues.
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totalement inactif. Ainsi, seul 15% du clopidogrel absorbé va étre converti en métabolite
actif®, aprés oxydation par les cytochromes P450 sachant que cette derniére est sujette a
d’importante variabilité inter-individuelle (polymorphisme génétique des CYP450).

Pour pallier a ce probleme d’inactivation, deux modifications structurales majeures ont été
introduites donnant naissance au prasugrel (Efient®). La premiére a consisté a remplacer la
fonction ester méthylique du clopidogrel par une cétone ne pouvant plus étre inactivée par les
estérases. La seconde a permis, via I'introduction d’une fonction hydroxyle en position 2 du
thiophéne, d’éluder I'étape d’oxydation hépatique rendant ainsi I’efficacité du prasugrel moins
dépendante de la variabilité génétique.
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Figure 20 : Structures de prodrogues congues pour pallier a des problemes de métabolisation, de distribution et de durée
d’action de la substance activel92104,105

29



Introduction bibliographique

4, Toxicité

Pour reprendre les mots de Paracelse « Tout est poison et rien n'est sans poison; la dose seule
fait que quelque chose n'est pas un poison ». La toxicité d’'une substance active est d’abord une
qguestion de dose a laquelle elle est administrée. Est considérée comme toxique toute substance
capable de perturber le fonctionnement normal d’un organisme vivant. La toxicité liée a une
substance peut prendre plusieurs formes : la toxicité locale qui survient au point de contact; la
toxicité systémique qui survient dans un tissu ou un organe éloigné du point de contact ; la toxicité
chronique qui survient apres une exposition prolongée ; la toxicité aiglie qui intervient dans un temps
court apres I'exposition.

En médecine, la toxicité d’une substance active peut étre liée a plusieurs facteurs. On peut
citer par exemple :

e Un manque de spécificité conduisant a 'action de la substance active sur différentes cibles
autres que la cible souhaitée.

e Une transformation de la molécule en un métabolite plus toxique.

e Une accumulation dans des organes non cible.

e L’engendrement de plusieurs actions par le biais d’une seule molécule.

o Une allergie.

e Une photosensibilité de la molécule.

L'utilisation de prodrogues peut étre une solution pour remédier a ces problémes de toxicité.
La capecitabine (Xeloda®) est le témoin du succés de cette approche de prodrogues en cancérologie
(Figure 21). La capecitabine est une prodrogue du 5-fluorouracile (5-FU) (appartenant a la famille des
anti-métabolites) et est utilisée en chimiothérapie anticancéreuse dans la prise en charge des cancers
colorectaux, du sein et de 'estomac?®. La capecitabine est en fait une triple prodrogue, c’est-a-dire
gu’elle a besoin de trois activations successives par des enzymes différentes pour libérer le 5-FU. La
premiere biotransformation est réalisée dans le foie alors que la derniere impliquant la thymidine-
phosphorylase est réalisée essentiellement au sein de la tumeur, cette enzyme étant surexprimée
dans les tissus tumoraux. Ces biotransformations permettent ainsi de diminuer la toxicité du 5-FU en
augmentant sa concentration au sein de la tumeur comparativement aux organes sains'?’.

HNT 07 > NH, o}
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F F F
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carboxylestérase cytidine désaminase thymidine phosphorylase
N carboxylestérase (A, ofidine désaminase (N, thymidine phosphory \

(Foie) (foie, tumeur) (tumeur) N o)
o\ ~OH 0~ \mOH o WOH H
OH OH OH 5-FU

capecitabine

Figure 21 : La capecitabine, un exemple de prodrogue utilisée en oncologie afin de diminuer la toxicité de I'agent cytotoxique

En oncologie, la toxicité des substances actives est un des problemes majeurs limitant leur
utilisation. Pour les agents cytotoxiques par exemple, elle est inhérente a une distribution non
controlée de la substance active dans I'organisme. Une des stratégies pouvant étre utilisée afin
d’améliorer leur profil pharmacocinétique et réduire leurs effets secondaires, consiste a adresser

30



Introduction bibliographique

sélectivement I'agent anticancéreux vers les différents foyers tumoraux comme par exemple via
I'utilisation d’une libération contrélée d’un principe actif ou bien encore le développement de
thérapies vectorisées.

Dans l'arsenal thérapeutique du clinicien se trouve principalement huit grandes familles
d’agents antinéoplasiques (Figure 22) :

e Les antimétabolites (5-FU, methotréxate)

e Les agents mono ou di alkylants de 'ADN (cyclophosphamide, cis-platine, mitomycine C,
témozolomide)

e Les intercalant de I’ADN (doxorubicine, mitoxantrone)

e Les inhibiteurs de topoisomérases | et Il (irinotecan, etoposide)

e Les poisons du fuseau mitotique (vincristine, paclitaxel)

e Les thérapies ciblées qui mettent a profit une particularité de la tumeur et plus précisément
une cible effectrice (récepteur, protéine, antigéne, gene) impliquée dans le processus tumoral
comme le font les agents d’hormonothérapie (nilutamide, létrozole), les anticorps
monoclonaux (rituximab, cetuximab) ou les inhibiteurs de kinase (imatinib, sunitinib)
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Vi X ) | =] e
\ = /”

4 inhibiteurs de 9
kinase kinase

poisons du fuseau
mitotique

acide folique

* el 2ntimétabolites inhibiteurs de
— y toposiomérases

bases

alkylants de FADN

¥
™
L \ y —— ——
nucléosides
S \

)

Nucléotides phosphorylés

Py~

Figure 22 : Site d'action des principaux agents anticancéreux utilisés en clinique

Les cing premieres catégories ciblent les processus de division cellulaire. Bien que ces
phénomeénes soient plus fréquents chez les cellules cancéreuses comparativement aux cellules saines
ils n’en demeurent pas moins vitaux pour le bon fonctionnement de I'organisme. Ainsi, la distribution
ubiquitaire de ces substances actives engendre de nombreux effets indésirables chez les patients
traités (nausées, vomissements, perte de cheveux, ...). L'utilisation de prodrogues est une des
stratégies exploitées pour diminuer la toxicité de ces substances actives via un mécanisme de
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libération contrélée spécifique a la tumeur. Pour ce faire, une cible biologique tumorale (enzymes,
pH, ...) est utilisée pour cliver une entité chimique présente sur la prodrogue, communément appelée
« trigger » ou « gdchette », liée soit directement soit par le biais d’un espaceur a la substance active,
permettant ainsi la libération de cette derniere.

Afin d’augmenter encore la spécificité de certaines substances actives, il est possible d’associer
la libération controlée a des stratégies de vectorisation, ce que I'on retrouve dans la littérature sous
le terme anglophone de « targeted drug delivery » ou thérapie vectorisée. Cette derniéere consiste a
cibler une particularité de la cellule cancéreuse ou de son microenvironnement, afin d’acheminer au
plus prés de sa cible moléculaire une substance active. Elle repose donc sur |'utilisation d’un vecteur
qui cible une des caractéristiques du microenvironnement tumoral (protéine, récepteur, antigene, ...)
et permet d’améliorer le profil de distribution de la molécule en augmentant la concentration de
cette derniere au niveau du site tumoral grace au tropisme que posseéde le vecteur pour la cible. Une
fois adressée, la prodrogue est alors activée par libération controlée.

Ces vecteurs peuvent étre de nature trés variables, allant de molécules de petites tailles
(peptides, sucres, ...) a des macromolécules (anticorps, nanoparticules, ...) assurant une vectorisation
soit passive soit active. Les prodrogues vectorisées sont donc des structures hybrides composées
d’un vecteur et d’'une gdichette associées par le biais ou non d’espaceurs a une substance active.

La conception des prodrogues vectorisées combinant ces différents partenaires est un
véritable challenge en termes d’optimisations structurales mais peut conduire en cas de succés a de
réelles avancées dans la prise en charge thérapeutique des patients atteints de cancer.

1. Les différents espaceurs

La liaison du vecteur a la substance active peut se faire soit directement, soit plus
généralement par le biais d’'un espaceur. Sa structure peut étre trés variée et modulée pour
améliorer les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du conjugué, alors que celle
du vecteur et de la substance active sont figées pour répondre a un pharmacophore donné. L'intérét
d’un espaceur est multiple et sa conception est conditionnée par divers aspects. Ainsi, un espaceur
hydrophile constitué de polysaccharides, d'acides aminés hydrophiles, de PEG améliore I’hydrophilie
globale du conjugué et peut donc modifier la biodistribution (diminution des liaisons aux protéines
plasmatiques et des affinités non spécifiques, augmentation de I'excrétion rénale), de méme que la
pénétration passive dans les cellules non cibles. L'espaceur est parfois congu pour éviter une
interaction ou une géne stérique entre vecteur et substance active compromettant |'affinité du
vecteur et / ou l'efficacité de la substance active et également pour mieux contréler la cinétique de
libération de cette derniere. Il permet également une fonctionnalisation des substances actives et
des vecteurs permettant la création de conjugués plus variés.

Cet espaceur est généralement clivable et auto-immolable, car la libération de la substance
active non modifiée est souvent requise pour bon nombre de classes. De tels espaceurs clivables
doivent rester stables dans la circulation sanguine mais doivent se cliver rapidement aprés
reconnaissance et internalisation dans la cellule maligne.

De maniére générale, trois grandes catégories d’espaceurs sont retrouvées dans la littérature
qui se distinguent par le type de réarrangement impliqué aprés clivage, a savoir: soit une
délocalisation électronique, soit une cyclisation intramoléculaire, soit une combinaison des deux
(Tableau 8).
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Etape d’activation spontanée de

Type d’espaceur Substances libérées

I'espaceur
Libération par délocalisation électronique

activation HX X
= X
ECY \EjV SA Kl SA-H
SA
activation
E CX HX X
k \©Vo SA €Oz SAH
OTSA T
O O
Libération par cyclisation
activation ‘ (e} | o )OL
EC\)"\\I\/\NXSA HN\/\N)'LSA ~N" "N~ SA-H
\ | /
o o
XH SA X
SA-H
(0]
activation 0 o] )k
- Y
y H s 0
R‘S*\S\/\OXSA S\/\O)kgx SA-H
e
EC S
voie B - > /\ CO, SA-H
Libération combinant les deux approches
activation >
. x o
e b A | | Bosuic i, | X
0. N co, ~ -~ SA-H
N ~ 2 N~ N
Oj( N s 3 N (SA Kl \J
0 | o

Tableau 8 : Différents types d'espaceurs clivables
EC : entité clivable; SA : substance active ; X = N ou 0108109

a. Espaceurs basés sur une élimination par délocalisation électronique

De maniére générale, ce type d’espaceur est constitué d’un groupement benzylique substitué en
ortho ou para par une fonction oxygénée ou azotée dont les doublets électroniques libres seront a
I’origine de la délocalisation électronique, conduisant in fine a une élimination 1,4 ou 1,6 permettant
de libérer la molécule d’intérét.

Dans le cas d’un espaceur phénolique, la prodrogue présente une fonction carbonylée
(carbamate, ester, ...) ou encore acide glucuronique (fonctionalisé via le carbone anomérique). Dans
le cas des espaceurs azotés, la littérature fait état majoritairement de dérivés urées, carbamates,
amides ou nitrés, précurseurs apres clivage ou réduction de fonctions amines ou hydroxylamines.
Dans le Tableau 9 sont regroupés quelques exemples de prodrogues issues de la littérature
comportant un espaceur auto-immolable par délocalisation électronique.
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b. Espaceurs basés sur la cyclisation

Dans le cas des espaceurs conduisant a une libération de la substance active aprés cyclisation
intramoléculaire, des fonctions alcool, amine ou thiol peuvent étre par exemple masquées
respectivement sous la forme d’un phosphate, d’'un groupement nitro, ou d’un pont disulfure. Lors
de sa libération, elle ne conduit plus a une délocalisation électronique mais agit comme nucléophile
pour induire une cyclisation intramoléculaire associée a une élimination.

Pour ce faire, I'espaceur doit posséder une fonction sensible a une attaque nucléophile comme
un carbonyle qui peut étre un carbamate, un amide ou un ester. Différents espaceurs sont retrouvés
dans la littérature conduisant a des entités cycliques a 5 ou 6 chainons carbonylées par exemple des
lactones, indolinones, benzoxalidinones ou oxathiolanones (Tableau 10).

Prodrogue Entité cyclique libérée Substance active libérée

O
(@)
paclitaxel22
9/0 Lactone
HO*E’
OH
HO,C
HO 0
Hmo:(j\
OH O
>N NO, \Nko
(6] (0]
Q Moutarde azotéel??
O,N
N N-méthyl-benzoxalidinone
CII 1@
O
. o}
HN
o ;\ | HN
NO, o_ 0 N 5-FUl24

3,3-diméthylindolin-2-one

(0]
S)]\O désacétylvinblastine
\/ hydrazidel?>

1,3-oxathiolan-2-one

R = espaceur — acide folique (Vintafolide) (Figure 33)

W\~

/S\S/\ O
O\N%O )]\ Dérivé de la
O

OH S o)
H =N O _~_~_70O H \ ) pyrrolobenzodiazepine!2¢
/CN(\p[O/ \Oji:g’/N 1,3-oxathiolan-2-one
o

Tableau 10 : Structures de prodrogues d’agents de chimiothérapie possédant un espaceur clivable par cyclisation
intramoléculaire
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c. Espaceurs mixtes

Deux espaceurs clivables ayant des cinétiques de libération différentes, peuvent également
étre combinés dans le but d’obtenir un meilleur contrdle de la libération de la substance active. Cette
approche a été notamment utilisée avec des agents de chimiothérapie tels que le SN-388 ou le
paclitaxel'** (Figure 23).
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Figure 23 : Structures de prodrogues utilisant deux espaceurs clivables combinés!14118
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2. Les différentes méthodes d’activation : « les gachettes »

Les différentes gachettes mises au point pour la conception de prodrogues exploitent toutes
un différentiel physiologique entre les tissus tumoraux et les tissus sains. Chaque type et sous types
de cancers possede ses propres caractéristiques physiopathologiques, aussi seuls les différentiels les
plus couramment rencontrés au niveau tumoral seront développés dans ce manuscrit: la
surexpression de certaines enzymes, le changement de pH extra ou intracellulaire, la production plus
élevée de ROS, 'augmentation du taux de glutathion ou encore I’environnement hypoxique.

a. Une catalyse enzymatique

La transformation néoplasique des cellules s’accompagne d’une modification de leur
phénotype enzymatique, induisant la surexpression de certaines enzymes, comme les
oxydoréductases et les hydrolases ou encore les enzymes impliquées dans le métabolisme
glucidique. Cela conduit a un différentiel d’activité enzymatique entre tissus sains et tissus cancéreux
qui peut étre mis a profit pour la conception de prodrogues'?.

Parmi la multitude d’enzymes constituant des cibles potentielles, certaines sont des cibles
récurrentes en oncologie (Figure 24):

e Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) constituent une famille d’'une vingtaine de protéases
a zinc impliquées dans la dégradation de nombreuses protéines de la matrice extracellulaire
(MEC). Certaines sont surexprimées dans plusieurs étapes de la progression cancéreuse telles que
la prolifération, I'angiogenése ou la dissémination métastatique®?®®. Ainsi, cette famille
enzymatique pourrait s’avérer pertinente pour assurer le clivage contrélé de prodrogues??®. Cela a
été démontré par exemple avec une prodrogue de doxorubicine dont un peptide, utilisé comme
gachette, est clivé par les MMP 2, 9 et 14 avec des cinétiques de libération différentes pour
chacune des isoformes*°.

e Les cathepsines sont une famille d’enzymes protéolytiques. La cathepsine B est notamment
impliquée dans le processus de progression et d’invasion tumorale, et est exprimée dans de
nombreux cancers comme le cancer du sein, de la thyroide, colorectal, de I'estomac, le mélanome
et le chondrosarcome®¥1132, Cette enzyme est normalement présente dans les lysosomes mais est
également retrouvée au niveau de la surface membranaire des cellules cancéreuses. Sa spécificité
de reconnaissance de certaines séquences peptidiques’® permet d’assurer une libération
sélective de I'agent de chimiothérapie au niveau de la tumeur. Cette stratégie a été démontré in
tubo sur des dérivés de la doxorubicine en présence d’'une solution de cathepsine B. Cette
derniere reconnait et clive [I’enchainement phénylalanine-leucine permettant, apres
réarrangement de I'espaceur par délocalisation électronique, de libérer la doxorubicine®*,

e Les oxydoréductases et notamment la NAD(P)H quinone oxydoréductase 1 (NQO1), aussi appelée
DT-diaphorase, possedent un haut niveau d’expression dans les cancers du célon, du sein, du foie
et des poumons!®. Cette enzyme réduit notamment les quinones en hydroquinones réactives,
comme la mitomycine®3®, A titre d’exemple, des études avec une prodrogue quinonique de la
camptotécine ont montré que I'activité antinéoplasique était directement corrélée a I'expression
cellulaire en NQO1 validant in vitro cette approche®?’.

e Les B-glucuronidases capables de lyser une liaison glucosidique, sont surexprimées dans certains
types de cancers comme les cancers du sein, du poumon, du tractus intestinal ou le mélanome®3,
De nombreux glucuroconjugués, notamment d’anthracyclines ont été développés, toutefois leur
clairance rénale trés importante est un des principaux facteurs limitant de cette stratégie3%40,
Afin de pallier a ce probleme, Legigan et al. ont modifié la structure de la prodrogue, et ajouté
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une entité maléimide!*!. La réaction d’addition de Michaél des thiols de I'albumine plasmatique
avec le maléimide permet une bioconjugaison entre la prodrogue et la protéine, limitant ainsi
I’élimination rénale.
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Figure 24 : Structures de prodrogues substrats d’enzymes surexprimées au sein de la tumeur?30134,137,141

b. Le pH acide

Les cellules cancéreuses maintiennent une glycolyse accrue en privilégiant, contrairement au
cellules saines, la voie anaérobique, phénoméne connu sous le nom d’effet Warburg!*?. Ce
phénoméne est d’autant plus important en absence d’oxygene. De cette dérégulation de la glycolyse
découle une production importante de lactate et de protons ayant pour conséquence de créer un
gradient de pH diminuant de l'intérieur de la cellule (7,1-7,4) vers le milieu extracellulaire (6,7-
6,8)13144 |’environnement hypoxique conduit de plus par le biais du facteur HIF-1 & I'activation des
anhydrases carboniques IX et XIl. Ces enzymes catalysent la transformation du dioxyde de carbone
en acide carbonique avec libération d’un proton!®, contribuant ainsi a renforcer I'acidification du
microenvironnement tumoral. Un pH plus acide (pH ~ 5) peut également étre retrouvé dans les
endosomes/lysosomes, vésicules responsables de l'internalisation des macromolécules et de leur
libération en intracellulaire.
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Fort de ce constat, des prodrogues présentant une activation pH-dépendante ont été

développées. Différentes fonctions chimiques clivables en milieu acide par hydrolyse ou
réarrangement ont ainsi été étudiées. C'est le cas notamment des fonctions acétals et hydrazones,
ces dernieres étant les plus documentées. Elles présentent en effet des propriétés physico-chimiques
particulierement bien adaptées a une telle application a savoir une excellente stabilité a pH
physiologique associée a une acidolyse rapide des pH 5. Des conjugués hydrazones pH-sensibles ont

ainsi été développés pour la doxorubicine¥ 10, |e paclitaxel®*>?, la campthotécine

153 ou encore la

gemcitabine®™* (Figure 25) :

L’aldoxorubicine (INNO-206)'*" est un dérivé 6-maléimidocaproylhydrazone de la doxorubicine.
Cette molécule a été développée pour diminuer la cardiotoxicité de la doxorubicine et en modifier
la pharmacocinétique en assurant une liaison a I'aloumine (élimination rénale diminuée) et une
libération contrélée au niveau du tissu tumoral par hydrolyse acide de la fonction hydrazone.
Cette molécule est actuellement en essai clinique dans divers protocoles de phase I/II/I1I**°. Une
étude clinique de phase lll est notamment en cours en France pour étudier |'efficacité et la
tolérance de l'aldoxorubicine chez des patients développant un sarcome des tissus mous,
métastasé, localement avancé ou inopérable (NCT02049905). Le statut de médicament orphelin
lui a été octroyé aux Etats-Unis pour le traitement du sarcome des tissus mous, du glioblastome,
du cancer du poumon a petites cellules et de I'adénocarcinome de I'ovaire.

Le paclitaxel a été conjugué par le biais d’un espaceur et d’une liaison hydrazone a un polymére
d’acide lactique fonctionnalisé. Lors de la mise en solution, ces macromolécules s’assemblent en
micelle avec un arrangement de la chaine pégylée latérale vers I'extérieur et de paclitaxel vers
I'intérieur de la micelle. Cette prodrogue permet une meilleure solubilité en solution aqueuse et
un meilleur controle de sa libération. La validation de la prodrogue a été démontrée par (1) la
libération préférentielle du paclitaxel a pH acide (91% a pH = 5,0) comparativement au pH
physiologique (22% a 7,4) ; (2) une cytotoxicité comparable a celle du paclitaxel seul in vitro sur
cellules cancéreuses de poumon (A549) et de sein (MCF-7)>2,

Un dérivé de la 10-hydroxycamptothécine a été conjugué par le biais d’une liaison hydrazone a un
PEG 2000, ce dernier permettant entre autre d’améliorer la solubilité de la substance active. Cette
prodrogue permet elle aussi une libération contrélée de la substance active en milieu acide. Une
étude in vivo chez des souris porteuses de tumeur de cancer du sein (MCF-7) a montré un
ralentissement de la croissance tumorale significatif comparativement au groupe traité avec la 10-
hydroxycamptotécine seul®*,

Le DK049, prodrogue de la gemcitabine possede, tout comme I'aldoxorubicine, une fonction
maléimide permettant sa conjugaison in vivo avec les fonctions thiols de I'albumine. Cette
molécule est considérée comme une prodrogue a plus d’un titre avec quatre étapes de
métabolisation requises : clivage de la liaison hydrazone, hydrolyse de la liaison amide entre la
base purique et I'aromatique, transformation de I'amine libérée en cétone par la cytidine
désaminase pour libérer I'anti-métabolite qui doit étre triphosphorylé pour devenir actif. Son
efficacité a été démontrée sur des modeles précliniques de cancers des ovaires et des poumons
non a petites cellules®®*.
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Figure 25 : Structures de prodrogues possédant une liaison hydrazone clivable en milieu acide

D’autres fonctions pH-sensibles peuvent également étre utilisées, comme par exemples:

La fonction acétal, connue pour étre sensible en milieu acide et s’hydrolyser en alcool et aldéhyde
ou cétone correspondants. Des structures polymériques ont ainsi été développées pour le
paclitaxel'®®, ou encore la doxorubicine® (Figure 26). En solution aqueuse, ces macromolécules
s’arrangent en micelles qui, une fois internalisées dans la cellule, se délitent et conduisent par
hydrolyse acide dans les endosomes/lysosomes a la libération de la substance active.

Des prodrogues de I'émétine sont actuellement développées sur la position N-2’ de cet alcaloide
dotée d’une forte toxicité. Outre ses propriétés émétisantes et amoebicides, sa capacité a inhiber
la synthése protéique lui valent un regain d’intérét en oncologie®®. Ainsi, des prodrogues de
I’émétine sensibles au pH ont été synthétisées : un analogue dithiocarbamate®® ou des dérivés de
I'acide maléique ou succinique®® (Figure 26). Dans le premier cas, la protonation du
dithiocarbamate provoque sa déthiocarboxylation libérant la substance active. Dans I'autre cas,
une catalyse acide conduit a une cyclisation intramoléculaire!®! libérant la fonction amine en N-2’
de I’émétine et un anhydride?®°,
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Figure 26 : Structures de prodrogues possédant une fonction acétal, dithiocarbamate ou dérivée de I'acide maléique
clivables en milieu acide

c. Les especes réactives de I'oxygéne

Les ROS telles que I’'anion superoxyde (0,*), le peroxyde d’hydrogéne (H.0;) ou le radical
hydroxyle (HO®) résultent du métabolisme de I'oxygéne et jouent un réle clef notamment dans les
mécanismes de signalisation cellulaire. Toutefois une trop grande concentration de ces ROS conduit a
un stress oxydant pouvant entrainer des dommages irréversibles a la cellule et conduire a I'apoptose.
La balance entre production et détoxification des ROS doit donc étre tres équilibrée pour maintenir
I'intégrité cellulaire. Un stress oxydant important a été observé dans diverses tumeurs en raison de la
surproduction de ROS. Celui-ci joue un réle important dans plusieurs processus tumoraux, tels que
I'invasion, 'apoptose, la prolifération et I’angiogenése?®?,

La surproduction de peroxyde d’hydrogéne au niveau des cellules cancéreuses peut étre mise
a profit pour assurer l'activation d’'une prodrogue via notamment ['utilisation de fonctions
spécifiques telles que des acides ou esters aryles boroniques. En effet, en présence de peroxyde
d’hydrogeéne, la fonction aryle boronique est oxydée sur I'atome de bore, puis le groupement aryle
migre du bore vers I'oxygéne conduisant a la formation d’un borate qui s’hydrolyse de maniere
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spontanée en libérant un résidu phénolique ainsi que de I'acide borique. Quelques applications en
oncologie de cette stratégie sont décrites ci-apres :

Un dérivé d’'une moutarde azotée chlorée possédant une fonction acide boronique en position
para du cycle benzénique a été synthétisé (Figure 27). Ce dernier, apres oxydation et hydrolyse
spontanée, libere une fonction phénol qui renforce la densité électronique sur I'atome d’azote de
la moutarde par mésomérie et conduit a la formation d’un ion aziridinium électrophile, puissant
alkylant de I’ADN. Ce composé montre jn vitro une alkylation de ’ADN dépendante de la présence
du peroxyde d’hydrogene et une cytotoxicité sélective vis-a-vis de lymphocytes cancéreux
comparativement aux lymphocytes sains (Glso (LLC) = 5-6 uM alors que non déterminable sur les
lymphocytes sains)63.

Le dérivé SN-38 de la camptothécine a été couplé a un fluorophore possédant un ester d’acide
boronique. Ce conjugué peut étre considéré comme un véritable outil théranostique au niveau
pré-clinique (Figure 27). Lors de [l'activation de la prodrogue en présence de peroxyde
d’hydrogéne, le phénol généré déclenche par élimination, la libération simultanée du SN-38
responsable d’'un effet cytotoxique sur culture cellulaire (B16F10 et Hela) et du fluorophore
aisément détectable en microscopie confocale. Sur modéele murin de métastase pulmonaire, la
prodrogue a permis d’inhiber la croissance tumorale et d’augmenter la médiane de survie des
souris comparativement au groupe contréle!®,
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prodrogue de moutarde prodrogue de SN-38

azotée ayant une entité ayant une entité clivable

clivable activée par les activée par les ROS
ROS

Figure 27 : Structures de prodrogues possédant un ester d'acide boronique clivées par les ROS

Cette stratégie bien que séduisante est restreinte a des substances actives possédant une

fonction phénolique qui sera masquée sous forme d’acide boronique. Ainsi, d’autres études utilisant
de nouveaux motifs sensibles a I'activation par le peroxyde d’hydrogene, comme les thioazolidinone
sont en cours d’études. Le mécanisme proposé pour cette activation consiste en I'addition de l'ion

hydroperoxyde sur le carbonyle adjacent a la thiazolidinone suivi de I'élimination de cette derniere,
libérant un dérivé peracide de la substance active, ensuite hydrolysé en acide carboxylique (Figure
28)163,
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Figure 28 : Mécanisme proposé d'activation des prodrogues d'oxazolidinone par le peroxyde d'hydrogénel6>

Les études sur ce motif n’en sont qu’aux prémices mais néanmoins prometteuses, ouvrant un

acces a la fonctionnalisation de nouvelles substances actives, inaccessibles dans le cas des acides
boroniques.

d. Le glutathion

Il est possible de mettre a profit la surproduction de glutathion (GSH) par les cellules

cancéreuses pour |'activation de prodrogues, via notamment |’'atome de soufre de cette molécule qui
lui confére un fort caractére réducteur et nucléophile. Les disulfures se sont rapidement imposés
comme fonction de choix pour la conception de tels prodrogues. Dans ce cadre, trois exemples
illustrant cette stratégie sont présentés ci-apres (Figure 29) :

Pour répondre a un double objectif, le premier de sélectivité tumorale et le second de
solubilité en vue d’une administration par voie orale, un dérivé du paclitaxel comportant un
espaceur clivable lié a la thioéthanolamine via un pont disulfure a été synthétisé. La fonction
amine primaire a été introduite pour augmenter I’hydrosolubilité de la prodrogue tandis que le
pont disulfure est clivé par le GSH, libérant la fonction thiol et conduisant, aprés cyclisation
intramoléculaire, a la libération du principe actif. Une absorption augmentée ainsi qu’une
libération controlée ont été démontrées apres administration par voie orale chez la souris.
Cette molécule a également démontré une efficacité antinéoplasique similaire a celle du
paclitaxel in vitro sur cellules de cancer du rein (ACHN), du colon (HCT116), ou du poumon
(Calu1)*ee,

Afin de vectoriser puis libérer la doxorubicine au sein des cellules tumorales, cette molécule a
été conjuguée a de I'acide folique par le biais d’'un pont disulfure. Une fois internalisés grace
aux récepteurs a l'acide folique (voir paragraphe I1.B.3.b.i(1)), de tels conjugués sont réduits
par le GSH libérant la substance active. Ce mécanisme de libération a été prouvé in tubo en
présence de GSH et la preuve indirecte de la libération a été réalisée in vitro ou la prodrogue
posséde une cytotoxicité plus importante sur les lignées cellulaires exprimant les récepteurs a

I’acide folique, comparativement a une lignée ne les exprimant pas'®’.

camptothécine

Figure 29 : Structures de prodrogues possédant un pont disulfure activées par le GSH
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Les ponts disulfures ne sont pas les seules structures pouvant étre activés par réaction avec le
GSH. La molécule J-SK, possédant une fonction aryldiazénium diolate est également activée par
attaque nucléophile du GSH (Figure 30)'8, Aprés réarrangement du complexe de Mesenheimer
formé, I'ion diazénium diolate est libéré et se fragmente spontanément pour donner deux molécules
de monoxyde d’azote. La liaison de J-SK au GSH crée un déséquilibre de la balance rédox de la cellule,
augmentant le stress oxydant et conduisant in fine au déclenchement de I'apoptose’®®.

Une récente optimisation de cette molécule a été réalisée avec addition d’une chalcone
pyrazole ayant des propriétés d’inhibition de la P-gp (Figure 30). Cette molécule a notamment
montré une activité cytotoxique in vitro mais également une restauration de la sensibilité a la
doxorubicine de cellules de cancer du sein multirésistantes’.

6)
A YN NN
~N A />O /»o —/  N-O 2NO
OyN O.N
2 (e} \
GS
J-sK L NOz | /o /
O,N
complexe de
Mesenheimer

NO,

prodrogue chalcone pyrazole activée par le GSH

L

Figure 30 : Structures de prodrogues possédant un motif diazénium diolate activées par le GSH

e. L’hypoxie

L'hypoxie tumorale peut étre mise a profit pour la conception de prodrogues sensibles a la
réduction, appelées prodrogues activables en hypoxie ou HAP « Hypoxia Activated Prodrugs ». Etant
I’objet de nos travaux, ce type de prodrogues sera abordé plus en détail dans le paragraphe suivant
(paragraphe Ill).

3. Les différents vecteurs

La vectorisation vers les cellules cancéreuses peut se faire soit de maniére passive, les
propriétés physicochimiques propres du vecteur assurant un enrichissement passif du tissu tumoral,
soit de maniére active en utilisant un vecteur capable de reconnaitre une cible particuliére au niveau
des cellules cancéreuses ou de leur microenvironnement.
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a. Vectorisation passive vers les cellules cancéreuses

La vectorisation passive consiste a augmenter localement la concentration d’'un agent
chimique au niveau d’une tumeur solide en modulant sa biodistribution grace a une caractéristique
physiologique du tissu tumoral, a savoir la combinaison d'une perméabilité vasculaire faible et
anarchique associée a une insuffisance du drainage lymphatique. Cette caractéristique est connue
sous le nom d'effet EPR (« Enhanced Permeation and Retention »)!’* (Figure 31). Au niveau des tissus
sains, I'endothélium vasculaire est jointif, c’est-a-dire que les jonctions intercellulaires sont serrées,
ne permettant pas aux nano-objets (5-100 nm) de pénétrer dans le tissu. Inversement, au niveau des
tissus cancéreux, on note une augmentation de la perméabilité vasculaire, induite par un processus
inflammatoire, permettant a des objets de faible taille (< 800 nm) de pénétrer et de se concentrer
transitoirement dans le tissu cancéreux par diffusion.

vaisseaux sanguins angiogéniques

vascularisation vascularisation
de la tumeur : extravasation des normale :
cellules endothéliales ( nanoparticules circulantes cellules endothéliales avec

avec de larges pores tumeur / dans la tumeur jonctions étroites
\ - ( - /
! ; 4

y , vaisseau sanguin
J ( y

{ ( (

7

ciblage passif du tissus ( <

vaisseau lymphatique

tumeur

drainage
lymphatique réduit

Figure 31 : Principe de I’effet EPR assurant un enrichissement passif de nano-objets au niveau tumoral (adapté de Loureiro et
al.)172

Ainsi, grace a I'encapsulation ou a la séquestration de la molécule active au sein d'un nano-
objet, sa biodistribution ainsi que son métabolisme s’en trouvent totalement modifiés. La liaison
entre les deux entités étant bio-réversible, le nano-objet s’accumule par effet EPR dans le tissu
tumoral puis libére de facon passive ou contr6lée la substance active. Ces objets submicroniques
sont principalement des systémes lipidiques, comme les liposomes!’3, glucidiques, comme les
cyclodextrines’®, ou encore polymériques, comme les polyacides'’®. Deux exemples illustrant cette
stratégie avec le paclitaxel®® et la doxorubicinel’® sont décrits ci-aprés (Figure 32) :
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PEG-PAA copolyméres block

pH acide

pH acide
0 O OH O, 0. _CH,
OH

NH,

doxorubicine

O O OH 0, O._CH,

OH

doxorubicine NH,

Figure 32 : Structures de prodrogues utilisant I'effet EPR156,176

Un co-polymere block de polyéthyléne glycol (PEG) et de poly(acide acrylique) (PAA) permet de
lier le paclitaxel en position 2’ avec une fonction acide acrylique via une fonction acétal. En
solution aqueuse, ces polymeéres s’assemblent en micelles formant des nano-objets s’accumulant
par effet EPR dans I'environnement tumoral. Les micelles sont ensuite internalisées dans les
cellules par les endozomes/lysosomes ol le pH acide, permet le clivage de la liaison acétal et ainsi
la libération du paclitaxel au plus prés de la cellule cancéreuse. Des études préliminaires in vitro
ont montré une toxicité égale a celle du paclitaxel sur cellules d’adénocarcinome de I'utérus (Hela
et KB), toxicité indépendante du polymeére porteur de I'agent antinéoplasique. De plus, Gu et al.
ont démontré que la libération du paclitaxel était bien liée au pH (i.e. 20% a pH = 7,4 versus 80% a
pH = 5)156,

Pour la doxorubicine, Liao et al. ont conjugué la doxorubicine a un polymere d’acide hyaluronique
par le biais d’une liaison hydrazone'’®. En solution aqueuse, ces polyméres s’assemblent en
micelles avec la doxorubicine encapsulée dans le cceur hydrophobe. Aprés accumulation par effet
EPR dans la tumeur, le nano-objet est internalisé. Le pH de I'endosome/lysosome étant acide (pH
4-5), la liaison hydrazone est rompue permettant de libérer la doxorubicine. La preuve d’'une
libération pH-dépendante a été démontrée in tubo par incubation du nano-objet, dans différents
tampons. Une étude a montré une cytotoxicité plus importante sur cellules Hela
comparativement aux cellules saines 1L929.
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b. Vectorisation active vers les cellules cancéreuses

La vectorisation active est basée sur lutilisation d’une structure moléculaire/vecteur
possédant une affinité pour une des caractéristiques du microenvironnement tumoral ou des cellules
cancéreuses afin d’enrichir le tissu tumoral en substance active. Ces vecteurs sont classés en deux
catégories : les ligands de bas poids moléculaire et les ligands de hauts poids moléculaire comme les
anticorps. Le choix d’un vecteur s’appuie sur les caractéristiques propres des tumeurs a cibler et
notamment sur la présence de certains récepteurs spécifiques. Un récepteur pertinent pour une
stratégie de vectorisation doit répondre a divers criteres: (1) étre surexprimé sur les cellules
cancéreuses par rapport aux cellules normales (ratio au moins égal a 3), (2) posséder un niveau
d’expression et de recyclage/synthése suffisant pour assurer une concentration cytotoxique de la
substance active au niveau cellulaire, (3) étre localisé a la surface de la cellule préférentiellement au
cytoplasme ou au noyau.

Parmi les récepteurs répondant a ces criteres et présents sur de nombreuses lignées
cancéreuses, on peut notamment citer le récepteur de I'acide folique et le transporteur du glucose 1
(GLUT1), mais également de facon plus spécifique pour le cancer de la prostate, l'antigéne
membranaire spécifique de la prostate (PSMA). Pour ce dernier, son niveau d'expression peut
atteindre plus d'un million de récepteurs par cellule, notamment pour la lignée cellulaire du cancer
de la prostate LNCaP (PSMA +). Bien évidemment ces récepteurs ce ne sont pas les seuls répondant a
ces trois critéres mais sont sans doute les plus documentés dans la littérature.

i. Des ligands de bas poids moléculaire

(1) Les ligands des récepteurs a I’acide folique

Les récepteurs a 'acide folique sont surexprimés dans diverses cellules cancéreuses (ovaire,
pancréas, col de l'utérus, sein, cerveau) par rapport aux cellules saines!”’. Ainsi, de nombreux
conjugués de 'acide folique ont été engagés dans des stratégies de vectorisation'’®, vig notamment
leur conjugaison a la camptotécine'’®, la doxorubicine®® ou bien encore des poisons du fuseau
mitotique (vinblastine?®, tubulysine!®!, épothilone!®?, ...) dont quelques exemples marquants sont
donnés Figure 33 :

1

e e Vintafolide (EC145) (conjugué de la vinblastine) : il dispose d’une autorisation temporaire de
mise sur le marché (ATU) dans le traitement du cancer de I'ovaire résistant aux sels de platines et
surexprimant les récepteurs aux folates!?>.

e |'EC0225' et 'EC0489'% (conjugués de la vinblastine) : doté d’un espaceur polysaccharidique
diminuant la clairance hépatique responsable d’effets secondaires (constipation). Seules des
études de phase | pour le traitement des tumeurs solides réfractaires et métastatiques apres
épuisement des protocoles recommandés ont été réalisées sans autre évolution depuis 2012
(NCT00441870 et NCT00852189, respectivement).

e L’EC1456 (conjugué de la tubulysine B)'® : en phase | depuis 2013 et 2017 pour les tumeurs
solides et les cancers de I'ovaire respectivement (NCT01999738, NCT03011320).

e L'épofolate (BMS-753493)%82 (conjugué de I'épothilone): une étude de phase I/Il pour le
traitement des tumeurs solides réfractaires a montré un manque d’efficacité qui a conduit a
I'arrét des études (NCT00546247 et NCT00550017)

e Une prodrogue de la monométhyl auristatine E (MMAE) ayant comme gachette une entité
galactose pouvant étre activée par les B-galactosidases. Cette moléule a démontré, in vitro, un
différenciel de cytotoxicité comparé a la MMAE, et ce, méme sur lignées cellulaires ne
surrexprimant pas les récepteur a 'acide folique®. Cette méme prodrogue a été testée in vivo
sur un modeéle murin porteur de xénogreffe de cellule KB, surrexprimant les récepteurs a 'acide
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foligue. Cependant, la courbe de suivi du volume tumoral suit celle des groupes controles
démontrant que la prodrogue n’a pas d’effet anticancéreux'®’.
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Figure 33 : Structures de prodrogues conjuguées a I’acide folique ayant fait I'objet d’études cliniques ou précliniques'’8182-
184,186,188
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(2) Les ligands des transporteurs du glucose

Un grand nombre de cellules cancéreuses présente un métabolisme du glucose exacerbé. Ce
besoin en glucose se traduit par une surexpression des récepteurs GLUT-1, phénomene observé pour
de nombreux cancers tels que les cancers colorectal, du foie, du sein, du cerveau, du pancréas, de la
peau, des poumons et de l'oesophagel®. Cette particularité peut étre mise a profit pour la
vectorisation active de prodrogues via la formation de glycoconjugués®.

Outre la reconnaissance et le transport du conjugué dans le milieu intracellulaire tumoral
grace au motif saccharidique, la glycoconjugaison permet également d’améliorer I’hydrosolubilité de
la substance active. Le premier glycoconjugué développé pour cette stratégie et ayant atteint a
I’heure actuelle le stade des études cliniques est un dérivé du cyclophosphamide, le glufosfamide
(phase Il pour le traitement du cancer de la prostate métastasé (NCT01954992))'! (Figure 34).
Depuis lintroduction du glufosfamide, d’autres exemples de glycoconjugués en évaluation
préclinique sont apparus dans la littérature : des dérivés du paclitaxel'®*1%3, de la doxorubicine®,
d’agents alkylants tels que le chlorambucil*®®, le cyclophosphamide!® ou encore les dérivés du
platine!?’.
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Figure 34 : Structures de prodrogues glycoconjuguées dans une stratégie de vectorisation utilisant les transporteurs GLUT-
1191,192,194-197

L'inconvénient majeur du ciblage des GLUT-1 vient du fait que de nombreux organes
expriment également ces transporteurs ce qui de facto conduit a augmenter les risques de toxicité.

(3) Les ligands du PSMA

Certaines pathologies cancéreuses présentent une surexpression exacerbée d’antigénes
dédiés. C'est le cas notamment du cancer de la prostate, et de son antigéne membranaire spécifique
PSMA. Son ciblage faisant I'objet d’'une partie des travaux de cette thése, cette stratégie va étre
abordée ici de facon plus détaillée.
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Parmi les nombreux récepteurs extracellulaires exploitables pour la vectorisation active, le
récepteur PSMA a émergé comme une cible pertinente dans le cancer de la prostate. Le PSMA est
surexprimé dans les carcinomes prostatiques (1) et faiblement exprimé a la surface des cellules
saines de ce méme organe et dans les autres tissus sains excepté les glandes salivaires®®'*°, Son
expression est également corrélée avec le degré de malignité de la tumeur?®.

Cette glycoprotéine transmembranaire?®! est composée de 750 acides aminés. Il s’agit d’un
dimere dont chaque monomeére comporte un ion zinc. L'enzyme PSMA permet I'hydrolyse d’un
neurotransmetteur, I"acide N-acétyl-L-aspartyl-L-glutamique (NAAG)??,

Des études cristallographiques ont pu permettre de déterminer la structure du récepteur et de
modéliser les poches d’interactions (Figure 35). Deux cations zinc sont présents au niveau du site
actif de I'enzyme. Deux poches adjacentes sont présentes pour accepter d’une part un motif acide
glutamique et d’autre part une poche arginine acceptant la présence d’un acide carboxylique. Entre
le site actif et I'extérieur de la protéine, une cavité haute de 20 A est disponible ou sont présentes
des poches lipophiles pouvant accueillir des structures hydrophobes comme des cycles aromatiques.

Arene-binding
site

ENTRANCE
FUNNEL,
20A
S1 accessory
site
Glutamate
pocket
Zinc(ii)
active site

Figure 35 : Site actif du récepteur PSMA contenant un ligand de type urée?3

Ces données associées a la structure du NAAG (Figure 36) ont permis de déterminer un
pharmacophore idéal possédant une affinité optimale pour le PSMA. Ce dernier doit posséder :

e une partie acide glutamique avec les fonctions carboxylates se liant par liaison hydrogéne avec
la protéine,

e un chélatant de I'atome de zinc en alpha de la partie acide glutamique,

e une autre fonction acide carboxylique permettant I'interaction avec une poche comportant
des arginines.

carboxylate )LNH ,,,,,,,,,,,

) FEE e ' H i
interragissant |-g_c_: -JN CO, !
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Figure 36 : Structure du NAAG et identification du pharmacophore
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La capacité d’internalisation (2) de ce récepteur membranaire favorise le transfert des
molécules vectorisées vers l'intérieur de la cellule?®. Toutefois il a été démontré que 40% des
récepteurs sont toujours présent a la surface de la cellule démontrant ainsi un équilibre de recyclage
du récepteur (3) aprés internalisation?%.

Ces trois atouts font donc du PSMA une cible potentielle pour le développement de stratégies
de vectorisation active aussi bien a des fins diagnostiques que thérapeutiques. Dans ce cadre, de
nombreux ligands synthétiques ont été développés, et peuvent étre répartis en trois classes :

o Les ligands phosphorés (Figure 37). lls comportent tous une partie acide semblable a celle de
I'acide glutamique (acide pentanedioique) associé a un acide phosphinique, phosphonique ou
phosphoramidique chélatant du zinc?°>2%, Dans cette famille se trouve la molécule inhibitrice
de référence : I'acide 2-phosphonométhyl pentanedioique (PMPA).

@NH
CO2H F COLH CO.H
o
1% o}
Ho,c” > COLH HN p_H
2 OH 2 O 1 N COQH
CO,H
K= 1.9 nM Clsp = 0,68 nM

Figure 37 : Structure de ligands phosphorés du PSMA (valeurs de K; et Clso mesurées par inhibition de I'enzyme PSMA
purifiée)

o Les ligands thiolés. Ces derniers sont moins polaires que les ligands phosphorés, ce qui semble
étre un frein pour I'affinité avec le récepteur. L'atome de soufre joue le role de chélateur du
zinc. L'analogue soufré du PMPA est moins affin avec PSMA avec une Clso de 6 uM) (Figure
38A)%%7 alors que I'allongement de la chaine carbonée au niveau du thiol (Figure 38B), comme
la rigidification de la structure (Figure 38C), permet de retrouver des Clsp de l'ordre du
nanomolaire?®®, Toutefois, les structures obtenues ne respectent plus le pharmacophore
précédant. De plus, les thiols sont plus sensibles a des réactions de métabolisation que les
ligands phosphorés. Des analogues sous forme de lactones (Figure 38D) ont été synthétisés
pour pallier a ce probleme, mais ont conduit a une perte de I'activité inhibitrice d’un facteur
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Figure 38 : Structures de ligands thiolés du PSMA
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Les ligands a base d’urée. Ce sont les plus développés dans la littérature. L'urée est
synthétisée généralement a partir de I'acide glutamique et d’un autre acide aminé. Cela
respecte parfaitement le pharmacophore nécessaire a la bonne interaction avec le PSMA. Le
deuxieme acide aminé le plus fréquemment associé a I'acide glutamique est lui-méme (Figure
39A)2% |a lysine (Figure 39B,C)?!1212 oy |a cystéine (Figure 39D)%3. Outre I'obtention de Clso de
I'ordre du nanomolaire, le choix de ces derniers repose également sur la présence d’une
fonction acide carboxylique, amine ou thiol disponible aprés conjugaison et permettant la
conception de conjugués dédiés au diagnostic ou a la thérapie vectorisée.
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Figure 39 : Structures de ligands de type urée du PSMA

Suscitant un intérét grandissant du fait de leur grande efficacité et spécificité de ciblage, ces

ligands du PSMA de type urée ont été exploités pour la vectorisation de cytotoxiques sous la forme
de prodrogues. Deux exemples notoires de la littérature peuvent étre cités (Figure 40) :

Kularatne et al. ont concus une prodrogue vectorisée avec un ligand de type DUPA, un

espaceur peptidique non clivable, un espaceur clivable possédant une gachette pont disulfure,

et un poison du fuseau mitotique : la tubulysine B. L'efficacité de cette molécule a été

démontrée par une réduction du volume tumoral in vivo comparativement au groupe contrdle

et au groupe co-traité par le PMPA afin de bloquer les récepteurs du PSMA. Ces résultats et

I'absence de ciblage des cellules n’exprimant pas le PSMA valide la stratégie de

vectorisation?!*. Cette molécule (EC1169) est actuellement en cours d’essai clinique de phase |

(NCT02202447).

Kumar et al. ont décrit une molécule théranostique possédant un motif pégylé

trifonctionnalisé permettant de réunir trois entités différentes®’® :

o Un ligand du PSMA de type urée (Glu-urée-Lys) fonctionnalisé sur 'amine libre de la lysine,
afin d’assurer la vectorisation.

o Une cage chélatante de type NODAGA (acide 1,4,7-triazacyclononane-1-glutarique-4,7-
diacétique) séquestrant du gallium 68 pour I'imagerie TEP.

o Un agent cytotoxique : la mertansine, un puissant inhibiteur de la polymérisation de la
tubuline. Elle est liée par le biais d’'un espaceur a une gachette pont disulfure activée apres
endocytose.

L'efficacité thérapeutique de cette molécule a été testée in vitro sur cellules LNCaP (PSMA
positive) comparativement aux cellules PC3 (PSMA négative). La prodrogue est environ 3 fois
plus toxique sur les cellules LNCaP comparativement aux cellules PC3, sans toutefois atteindre
les valeurs de cytotoxicité de la mertansine seule. Des études ont été réalisées in vivo chez des
souris porteuses de xénogreffes de cellules PC3-PIP (PSMA+) et de cellules PC3-Flu (PSMA-).
Aprés injection de la molécule théranostique, I'imagerie nucléaire a montré une accumulation
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préférentielle dans la tumeur PC3-PIP (4,30 + 0,20% dose injectée/g) comparativement a la
tumeur PC3-Flu (1,12 + 0,42% dose injectée/g).

gachette espaceur non clivable
Pont disulfure
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Figure 40 : Structures de prodrogues vectorisées utilisant un ligand du PSMA

ii. Des ligands de haut poids moléculaire : les anticorps

La reconnaissance anticorps/antigéne posséde une trés grande spécificité. Une molécule
peut ainsi étre greffée chimiquement sur un anticorps servant de vecteur en veillant a limiter la
fonctionnalisation de la partie immunoréactive de ce dernier, qui conduirait a une perte de
reconnaissance de I'antigene. Ce type de prodrogues est communément retrouvé dans la littérature
sous le concept de « antibody drug conjugate » (ADC)?%2Y7, Une fois injecté, I’ADC atteint sa cible
membranaire, est internalisé, et la liaison anticorps-agent cytotoxique est rompue par voie
enzymatique ou en raison du changement de pH au sein des lysosomes/endosomes, libérant au plus
prés de la cible plusieurs copies de la substance active. Quatre ADC ont déja regu I'approbation de la
FDA (« food and drug administration ») et de I'EMA (« european medicines agency ») pour leur mise
sur le marché?®® (Figure 41) :
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y1-calicheamicine

mab aCD33 : Gemtuzumab ozogamicine (Mylotarg®) (2000)
mab aCD22 : Inotuzumab ozogamicine (Besponsa®) (2017)
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Figure 41 : Structures de prodrogues liées a un anticorps (ADC) commercialisées?”

Le Mylotarg® a été approuvé en 2000 par la FDA puis retiré en 2010 et réintroduit en 2017 apres
modification du dosage. En France, il fait I'objet d’'une ATU depuis 2015. Cette prodrogue est
utilisée pour le traitement de la leucémie aigiie myeloblastique?®. Aprés internalisation et
coupure de la liaison hydrazone, I'entité active dérivée de la y1-calicheamicine est libérée. Elle se
réarrange via une cyclisation de Bergman intramoléculaire conduisant a la formation de radicaux

libres entrainant des dommages a I’ADN.

Le méme espaceur et la méme entité active sont utilisés avec I’ADC Besponsa®, approuvé en 2017
par la FDA, utilisant cependant un anticorps monoclonal différent (Inotuzumab) pour le
traitement de la leucémie aigué lymphoblastique a précurseurs B, exprimant I'antigéne CD222%,
Le Kadcyla® a été approuvé en 2013 par la FDA, et est utilisé en seconde intention dans la prise en
charge du cancer du sein HER2 (« Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 ») positif. Une fois
internalisée par endocytose, la macromolécule est lysée par les lysosomes libérant la mertansine
agissant par inhibition de la polymérisation de la tubuline??'.

L'Adcetris® a été approuvé par la FDA en 2011 et

est utilisé pour le traitement des lymphomes

d’Hodgkin réfractaires CD30 positifs. Aprés avoir été reconnue et internalisée, la prodrogue est
lysée par les cathépsines, déclenchant I'autoimmolation de I'espaceur et relarguant la
monométhyl auristatine E (MMAE), qui est également un inhibiteur de la polymérisation de la

tubuline??%223,
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lll. Les prodrogues activables en situation d’hypoxie

Comme évoqué précédemment, I'hypoxie tumorale peut étre exploitée pour la conception de
prodrogues nommées HAP (« hypoxia activated prodrugs ») qui ne s’activent que dans des conditions
physiologiques ou I'oxygene se raréfie. Les HAP doivent posséder les caractéristiques propres aux
prodrogues, mais également des caractéristiques supplémentaires vis-a-vis de I'hypoxie :

e étre activables préférentiellement dans les tissus ol le taux d’oxygene est inférieur a la
normale afin d’épargner les tissus non cible,

e diffuser aisément au sein des zones hypoxiques de la tumeur,

e toucher I'ensemble des cellules présentes en hypoxie méme si ces dernieres sont
quiescentes,

o libérer leur substance active qui diffuse dans les zones normoxiques de la tumeur pour
produire un effet cytotoxique sur les cellules a prolifération rapide. Cet effet est connu sous
le nom d’effet Bystander 22,

De maniére générale, une HAP doit disposer d’'un bon ratio de cytotoxicité normoxie versus
hypoxie (en anglais « hypoxia cytotoxic ratio » (HCR)), preuve de sa sélectivité préférentielle pour les
zones tumorales en hypoxie.

Les motifs moléculaires utilisés comme entités clivables sont tous sensibles a une bioréduction,
principalement par voie enzymatique (e.g. réductases). Les plus fréquemment retrouvés dans la
littérature sont de type N-oxyde, quinone, ou nitroaromatique. L’activation enzymatique par les
réductases peut se faire par un processus mono- ou di-électronique selon I'enzyme mise en jeu
(Tableau 11)?% :

Réductases intervenant dans un mécanisme Réductases intervenant dans un mécanisme

a 1 électron a 2 électrons

cytochrome P450 oxydoréductase NADH dépendant
(P450R)

Inductible nitric oxyde synthase (iNOS) )

DT diaphorase (NQO1)

FAD-dependent oxydoreductase domain containing 2

Aldocétoréductase 1C3 (AKR1C3)
(FOXRED2)

NADPH dependent diflavine oxydoréductase 1 (NDOR1)

Tableau 11 : Principales réductases intervenant dans l'activation des HAP

e |’activation des HAP par réduction mono électronique (Figure 42) produit un radical anionique
de la prodrogue. Ce dernier peut évoluer alors suivant deux voies : i) en présence d’oxygéne,
cet intermédiaire peut étre re-oxydé en composé de départ conduisant a un cycle rédox futile.
Lors de cette réaction, I'anion superoxyde formé est détoxifié par les systemes de défense tels
qgue la superoxyde dismutase. La mauvaise détoxification de ce radical peut entrafiner une
toxicité indésirable au niveau des cellules en normoxie; ii) en absence d’oxygene,
I'intermédiaire va soit se fragmenter soit subir une seconde réduction, conduisant a la
libération de la substance active.

e L’activation par réduction di-électronique (Figure 42) est quant a elle indépendante de
I’oxygéne. Cette réaction spontanée et irréversible ne sera donc guidée que par la présence au

*Ce terme a été initialement utilisé en radiothérapie. Il fait référence a 'apparition d’un effet thérapeutique sur
des foyers tumoraux éloignés de la zone irradiée 224
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sein des tissus et organes des réductases a deux électrons, indépendamment des conditions
normoxiques ou hypoxiques.

activation enzymatique
(réductases)
: intermédiaire de

]
I réduction sensible & |
1 N N 1 prodrogue
L 'oxygéne 1

tres faible concentration forte concentration en
en oxygéne l 1 ‘ oxygéne activation enzymatique
1 (réductases)
Deuxiéme réduction ou Fragmentation | | prodrogue ot radical O,*
mono électronique de la prodrogue | | recyclée généré substance oxygene
[ I active libérée ||  indépendant
l‘ 4 1 J stress oxydant ‘
I substance active I | v
1 faible toxicité potentiels effets
‘J‘ 1 indésirables
effets désirés |
|
Activation par réduction mono électronique Activation par réduction di-électronique

Figure 42 : Mécanismes d’activation mono ou di électronique des HAP (adapté de Wardman)??”

A partir de ces deux modes de réduction, il est possible de dresser une liste des

caractéristiques « idéales » que doivent posséder les gachettes pour assurer I'activation des HAP :

N’étre substrat que des réductases a un électron pour éviter toute activation en présence
d’oxygéne.

Posséder un potentiel rédox approprié, c’est-a-dire compris entre -400 et -200 mV 2%, || ne doit
pas étre trop faible ce qui compromettrait la réduction par les nitroréductases (E = -220 ~ -310
mV) et donc I'activation de la prodrogue, ni trop élevé sous peine d’avoir une cinétique de
réduction trés rapide empéchant la ré-oxydation par I'oxygene et annihilant alors toute
spécificité pour les zones hypoxiques.

Dans la littérature, les HAP peuvent étre classées en deux catégories??® :

les HAP de classe | qui sont activées dans des conditions d’hypoxie modérée (%0, < 2%).

les HAP de classe Il qui sont activées en hypoxie sévere (%0, < 0,1%). De telles HAP permettent
d’éviter une toxicité sur des organes sains physiologiquement hypoxiques tels que la moelle
osseuse, la rétine, I'cesophage. Ces HAP disposent de potentiels rédox plutot proches de -400
mV.

Le potentiel des HAP est souvent évalué en clinique en combinaison avec un autre traitement

anticancéreux (chimiothérapie ou radiothérapie) permettant a la fois de toucher la fraction
normoxique et hypoxique de la tumeur. Depuis les deux dernieres décennies, de nombreuses HAP
ont été documentées. Parmi elles, trois familles principales ont fait I'objet d’études approfondies
allant jusqu’au stade clinique: les quinones, les N-oxydes et les nitro-aromatiques.
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Les quinones sont historiquement les premiers dérivés utilisés comme entités bio-réductibles
pour la synthese de HAP. Elles peuvent étre activées par des réductases mono ou di-électroniques. La
mono-réduction sous I'action des P450R conduit a la formation d’un radical semi-quinone qui, en
situation d’hypoxie se transforme en hydroquinone. La réduction a deux électrons peut quant-a-elle
étre réalisée par la DT-diaphorase, enzyme surexprimée dans de nombreuses tumeurs solides
hypoxiques??. La force motrice de cette réaction est I"Taromatisation de la structure conduisant a la
formation d’un motif 1,4-dihydroxybenzene (i.e. hydroquinone) (Figure 43).

(0]
R R,
R7 R3
(0]
quinone
; %‘O;_ Xe.
0,
(o} OH
R R, o R Ry
—_—
Ry Rs Ry Rs
OH OH
radical hydroquinone

semi-quinone

Figure 43: Mécanismes de bioréduction des quinones (adapté de Chen et al.)??

Le chef de file de cette famille est la mitomycine C (Amétycine®), substance alkylante d’origine
naturelle, utilisée pour le traitement de divers cancers comme les cancers colorectaux, de I'estomac,
du pancréas, du sein ou encore de la vessie?*°,

Son mécanisme d’action résulte d’'une cascade d’événements initiée par la bioréduction
(Figure 44). Une fois la quinone réduite en hydroquinone, I'hétérocycle dihydropyrrole adjacent va
s’aromatiser apres départ d’'une molécule de méthanol, pour conduire a une structure indolique.
S’en suit alors I'ouverture du cycle aziridine initiée par délocalisation électronique d’une des
fonctions phénol. L'accepteur de Michael ainsi formé devient un puissant électrophile qui va étre
attaqué par les fonctions nucléophiles des bases de I’ADN. Une seconde délocalisation par
mésomérie va alors avoir lieu grace a I'atome d’azote de l'indole, permettant le départ d’'une
molécule d’acide carbamique. Un nouvel accepteur de Michael est ainsi créé permettant une
seconde alkylation de I’ADN.
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Figure 44: Mécanisme d'alkylation de I’ADN par bioréduction des dérivés de la Mitomycine C (d’aprés Colucci et al.)?3!

La sélectivité de la mitomycine C pour les conditions hypoxiques est toutefois tres faible : en
effet cette derniere peut étre activée, comme évoqué précédemment, par voie diélectronique mais
également par catalyse acide?*2.

Un analogue N-méthylé de la mitomycine C, la porphiromycine (Figure 45), a fait I'objet de
phases cliniques Il en combinaison avec la radiothérapie chez des patients atteints de carcinome
épidermoides de la téte et du cou mais n’a pas montré d’augmentation de la médiane de survie
comparé a I'utilisation de la mitomycine C en combinaison avec la radiothérapie®®:. Aucun autre essai
clinique n’a été recensé a ce jour sur la porphiromycine.

L’apaziquone (EQ9) (Figure 45) est la HAP quinonique la plus étudiée pour ces applications en
cancérologie. Elle peut étre activée, soit par les P450R soit par les DT-diaphorases®*. Son mécanisme
d’alkylation est analogue a celui de la mitomycine C.

Q OH
Ny
Vi
VN
(o) OH
porphiromycine apaziquone (EO9)

Figure 45: Structure de la porphiromycine et de I'apaziquone (EO9)
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Du fait en partie de ses propriétés pharmacocinétiques défavorables comme une élimination
trop rapide de la circulation sanguine (temps de % vie < 10 min) et d’une mauvaise diffusion dans les
tissus avasculaires®>, les essais cliniques de phase Il ont été décevants. L’apaziquone est
actuellement en essai clinique de phase Ill pour le cancer de la vessie invasif apres administration
loco-régionale, en tant que traitement adjuvant a la chirurgie. Les premiers résultats ont montré une
diminution du taux de récidive des patients a deux ans significative comparativement au groupe
ayant recu un placébo, mais uniquement pour les patients ayant recu I'apaziquone entre 30 et 90
minutes post-chirurgie et non lors des premiéres minutes. Ce manque d’efficacité lors d’une
administration rapide de I'apaziquone suivant la chirurgie serait corrélée avec un fort apport sanguin
(apport d’oxygéne et/ou faible stabilité de la prodrogue dans le sang)?%. D’autres essais cliniques de
phases Ill sont actuellement en cours avec cette molécule pour le traitement de la vessie avec une ou
deux doses administrées en locorégionale versus un placébo (NCT02563561), ou encore chez des
patients atteints d’un cancer de la vessie non invasif sur le muscle avec une administration
locorégionale apres chirurgie (NCT03224182).

Les HAP possédant une gachette N-oxydes ont un mécanisme d’activation et un mode d’action
qui different selon le type de N-oxyde utilisé (aliphatiques ou aromatiques). Méme si leur sélectivité
est reconnue pour I’"hypoxie, seules quelques molécules ont atteint les phases cliniques.

1. Les N-oxydes aromatiques

La tirapazamine (TPZ) est la premiére molécule ayant émergé dans cette classe de N-oxydes
aromatiques. Elle est essentiellement réduite par les P450R générant la TPZ radicalaire qui va ensuite
se dégrader et former deux espéces radicalaires: un radical hydroxyle et, par fragmentation
homolytique et aprés déshydratation, un radical 1-N-oxyde benzotriazinyle (Figure 46). Ces deux
radicaux vont étre a I'origine de I'activité cytotoxique de la molécule.
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N 7~ PR A
voNR b o, N NH, radical N”NH,
o OH hydroxyle 1-N-oxyde benzotriazinyle
tirapazamine (TPZ) radical neutre

tirapazamine (TPZ")

H,0
(‘37
N, .
NS
N/I%NH
radical

1-N-oxyde benzotriazinyle

Figure 46: Mécanisme d'activation de la TPZ par réduction mono-électronique (adapté de Chen et al.)??°

Suite aux trés bons résultats in vitro (HCR entre 15 et 200)?* et in vivo obtenus, cette molécule
a fait 'objet de plusieurs études cliniques de phase I, Il et Ill en association avec des agents de
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chimiothérapie anticancéreuse tels que le cis-platine et I'étoposide, ou encore avec la radiothérapie.
Une potentialisation des effets de la radiothérapie pour le traitement des tumeurs de la téte et du
cou et des tumeurs pulmonaires a petites cellules a bien été observée?®, Cependant, aucun bénéficie
de I'association TPZ / cisplatine en termes d’amélioration de la médiane de survie des patients n’a
été obtenu dans le cadre d’un essai clinique de phase Ill pour le traitement du cancer du col de
I'utérus®®. Le méme constat a été réalisé avec un essai clinique de phase Ill chez des patients atteint
de cancers de la téte et du cou traités soit avec I’association TPZ / cisplatine / radiothérapie soit avec
la combinaison cisplatine / radiothérapie?*.

A ce jour, les études cliniques avec la tirapazamine n’ont pas montré de résultats concluant en
termes d’activité en phase clinique lll. De surcroit, de fortes toxicités hématologiques ont été
observées. Ces échecs seraient en partie liés a une mauvaise diffusion de la molécule jusqu’aux
cellules hypoxiques. Afin d’'y remédier, des études de pharmacomodulation de cette molécule ont
été réalisées. Deux molécules ont été retenues : SN-30000 et SN-29751 (Figure 47)%*1.

O

‘ o 0
crh, OO oo
ltl/)\NHz ’tl/)\/\/N\) K\N/\/\O Kl/)\/
o- o- o/ 0.
tirapazamine (TPZ) SN-30000 SN-29751

Figure 47: Structures de la TPZ et de deux de ses dérivés : SN-30000 et SN-29751241

Ces deux analogues de la TPZ ont démontré des résultats similaires en termes de cytotoxicité
in vitro et un HCR supérieur ou égal a celui de la TPZ, sur un panel de huit lignées tumorales
exception faite des cellules de carcinome colorectal (HT-29) ou la molécule SN-30000 a montré un
HCR supérieur a la molécule SN-29751 (HCR = 123 versus 67)%*1, Ce résultat a été 'un des critéres
pour abandonner la molécule SN-29751 au profit de SN-30000. Comparativement a la TPZ, le dérivé
SN-30000 affiche une meilleure perméabilité au sein de la tumeur du fait de I'ajout de motifs plus
lipophiles (cyclopentyle et alkylmorpholine) et du remplacement de la fonction amine. Cependant,
cette molécule s’est révélée étre instable photochimiquement en solution aqueuse?®?. De surcroit
elle présente un métabolisme par bioréduction non-tumoral responsable pour une large part d’une
hypothermie chez la souris (~8°C inférieur au groupe contréle)?®. Aucunes informations
supplémentaires n’ont été communiquées sur la poursuite d’essais sur cette molécule.

2. Les N-oxydes aliphatiques

La fonction N-oxyde peut également étre introduite sur une amine aliphatique. C’est le cas
de la banoxantrone également appelée AQ4N. Aprés métabolisation par des cytochromes P450 (1A,
2B6 et 3A) ou la iNOS, la réduction mono ou di-électronique de la molécule libére les deux amines
tertiaires de I’AQ4 qui est le métabolite actif de la molécule (Figure 48)%%.

60



Introduction bibliographique

| o | I

. N

oH 0 HNTNN OH O HN "~ oH o HNTNN

O‘O Réduction O‘O Réduction “O

OH O HN\/\KI\/_ OH O HN\/\K‘? OH O HN\/\N/
| O | O |

AQ4N (banoxantrone) AQ4

Figure 48: Mécanisme d'activation de AQ4N?34

AQ4, avec sa structure tricyclique est un intercalant de I'ADN et un inhibiteur de
topoisomérase de type Il. L'AQ4N serait peut retenu dans les cellules (1%), tout comme I'’AQ4 (26%)
ce qui laisse présager d’un possible effet bystander sur les cellules voisines en normoxie?**. En
combinaison avec la radiothérapie ou la chimiothérapie (thiotépa, cyclophosphamide ou cis-platine),
il potentialise leur effet en agissant sur les cellules hypoxiques qui, si elles n’étaient pas éradiquées,
repeupleraient la tumeur aprés élimination de la fraction normoxique?**. Trois essais cliniques de
phase | ont été réalisés pour différents cancers solides comme le glioblastome, le cancer du poumon
ou encore le cancer de la prostate. Ces études ont permis de définir une dose limite de toxicité
supérieure a celle des modéles animaux (768 mg/m? contre 200 mg/m?)#>2% et |es concentrations
en AQ4 retrouvées dans les tumeurs sont supérieures a celles obtenues dans les modéles
précliniques®®. Aucun autre essai clinique ne semble avoir été poursuivi 3 ce jour avec cette
molécule.

Un nouvel analogue, OCT1002 est actuellement développé (Figure 49). La présence d’atomes
de deutérium permet de limiter la métabolisation par les cytochromes P450 et une modification des
interactions non colvalantes?”’. Cette molécule a démontré, sur un modéle murin porteur d’une
xénogreffe de carcinome prostatique (LNCaP), un ralentissement de la croissance tumorale en
association avec le bicaludamide (antiandrogéne non stéroidien). Cette molécule est en cours de
développement par la société OncoTherics.

CD;,
o
OH O HN~ >3 CD,

OH O HN _~-CDs

| O
OCT1002

Figure 49 : Structure de la molécule OCT1002

L'atome d’azote d’un groupement nitro est, de maniere générale, déficitaire en électrons et
donc sensible a la réduction. Ce groupement peut donc étre un excellent motif bioréductible
utilisable pour la conception de prodrogues activables en hypoxie. Pour un dérivé nitro-aromatique,
le doublet électronique regagné par |'azote apres réduction, permet d’initier une délocalisation des
électrons a travers le cycle aromatique, déclenchant ainsi la libération de I'entité active de la
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prodrogue (Figure 50). Ce phénoméne est retrouvé dans la littérature sous le terme « Electronic
Switch ».

Réduction
02N ‘7T RHN;@—\ _— RN +  Substance active
Substance active X Substance active

0" O
R=0OHouR=H

Figure 50: Processus de déclenchement d'une prodrogue apreés réduction utilisant un groupement nitro-(hétéro)aromatique
comme activateur

La bioréduction du groupement nitro par voie mono- ou di-électronique, tout comme sa
réduction chimique classique, conduit a un intermédiaire clef de type nitroso. Concernant la voie
mono-électronique, la formation du composé nitroso est réalisée via une réaction de dismutation
entre deux radicaux anioniques nitrés?*, Cet intermédiaire est par la suite réduit en hydroxylamine
puis en amine. L'atome d’azote ayant son doublet non liant dans les trois formes réduites, celles-ci
peuvent toutes amorcer la libération de la substance active. Cependant, ce role est le plus souvent
rempli par I'intermédiaire hydroxylamine??° (Figure 51).

o} Réduction o Réduction OH Réduction
i 2¢ \ 2¢ \ 2¢
N - — _N - s - NH - s > _NH
Ar”+ 0 Ar Ar” Ar 2
nitro nitroso hydroxylamine amine
0,
Réduc_tion o
1e ’\\\‘
02 Ar”+70
nitro
9.
N_ -
Ar” O

radical anion nitro radical anion nitro

Figure 51: Intermédiaires obtenus aprés réduction a 1 ou 2 électrons de dérivés nitro-aromatiques (adapté de Patterson et
al.)?48

Deux prodrogues possédant une gachette de type nitroaromatique ont atteint a ce jour les
phases cliniques: le PR-104, qui est un polynitrophényle substitué, et le TH-302 (evofosfamide), qui
est un 2-nitroimidazole substitué.

1. PR-104

Cette molécule possede un motif dinitroaryle comme entité activable substituée en position 5
par un groupement amide. Ces trois groupements électroattracteurs sont tous placés en ortho ou
para de la moutarde azotée ce qui a pour effet de désactiver le doublet non liant de I'atome d’azote,
privant ainsi I'agent alkylant d’activité cytotoxique sous cette forme. Le PR-104 est en réalité une
« pré-prodrogue » (Figure 52). En effet la fonction hydroxyle du PR-104A sur sa chaine latérale est
masquée sous la forme d’un phosphate dichargé qui permet d’augmenter la solubilité de la molécule
dans I'eau avant action des phosphatases in vivo. La fonction nitro en para de la moutarde azotée de
PR-104A va étre réduite pour donner le métabolite majeur, I’hydroxylamine PR-104H, mais aussi
I"amine PR-104M correspondante. Il a été démontré que le clivage de cette HAP pouvait étre réalisée
par les P450R pour la réduction mono électronique et par la AKR1C3 pour la réduction di-
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électronique?3*. Le PR-104 est une moutarde dite mixte. Elle posséde deux groupements partant : un
brome et un mésyle. Cette combinaison s’est révélée plus sélective en hypoxie que la moutarde
dibromée correspondante?®.
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Figure 52: Mécanisme d'activation de PR-104 (adapté de Phillips)?3*

Cette molécule a montré une efficacité in vitro sur une dizaine de lignées cellulaires avec des
HCR allant de 10, par exemple sur des cellules de cancer du poumon non a petites cellules (H460), a
100 sur des cellules de carcinome colorectal (HCT116). Les études in vivo ont également révélé une
amélioration de la survie et une inhibition de la croissance tumorale sur animaux porteurs de
xénogreffes de tumeur du poumon, du colon, du col de I'utérus, du pancréas et de I'ovaire®®°. Il a été
aussi mis en évidence que I'activité antitumorale de PR-104 était liée a un effet bystander a hauteur
de 50 %>,

Cette molécule a atteint diverses études cliniques :

e de phase | dans le cadre de cancers solides, seule ou en association avec le docétaxel ou la
gemcitabine (NCT01358227 et NCT00459836%%, respectivement),

e de phase clinique Il sur le cancer des poumons a petites cellules, seule ou en association avec
le docétaxel (NCT00544674 et NCT00862134 respectivement),

e de phase clinique I/l sur le cancer du foie en association avec le sorafenib (NCT00862082).

Une étude de phase I/1l (NCT01037556) chez des patients atteints de leucémie myéloide aigue
ou de leucémie lymphoblastique aigue a permis de démontrer une diminution des niches tumorales
hypoxiques dans la moelle osseuse chez les patients atteints de ces pathologies?3. Mais des résultats
non significatifs en termes de survie et une faible tolérance (myélosuppression importante) semblent
avoir pour le moment conduit a I'arrét de ces études.
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2. TH-302

Appelé également evofosfamide, le TH-302 a été découvert par la société Threshold
Pharmaceutical et constitue actuellement la HAP de référence dans la littérature. Il est composé d’un
2-nitroimidazole comme entité clivable et d’'une moutarde isophosphorodiamidate bromée. La
réduction du nitroaromatique est réalisée par les cytochromes P450 réductases. En absence
d’oxygene, le radical anionique généré subit une fragmentation permettant la libération de I'agent
alkylant en dehors de tout apport électronique supplémentaire (Figure 53)%°*. De plus, s’agissant
d’une HAP de classe Il seule une hypoxie sévere permet son déclenchement rendant cette molécule
tres sélective.
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Figure 53: Mécanisme d'activation de TH-3022%%

In vitro, le TH-302 a montré une activité cytotoxique sur un panel de 32 lignées tumorales
avec un HCR variant de 11 sur des cellules de glioblastomes (U87-MG) a 600 sur des cellules de
mélanomes (SK-MEL-5). Sa capacité a agir par effet Bystander a également été mise en avant mais
semble étre remise en cause d’aprés de récents travaux de la littérature®®*?*>, Des études
précliniques ont montré que les zones d’hypoxies tumorales sont bien ciblées par cette molécule. En
effet, une co-localisation du marquage immunohistochimique au pimonidazole, de la radioactivité
issue de I'injection de [*®F]-fluoromisonidazole ([*®F]-FMISO) (*®F (t1> = 1,83 heures, Eg. max. = 634
keV)), radiotraceur de I’hypoxie tumorale, et du TH-302 marqué au carbone 14 (*C (t12 = 5730 ans,
Eg- max. = 157 keV)) a pu étre observée (Figure 54)%°.
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Figure 54 : Colocalisation de la radioactivité issu du [**C]-TH-302 et des traceurs de I’hypoxie
A: Structure du pimonidazole, du [*8F]-FMISO et du [*4C]-TH-302 marqué au carbone 14 au niveau de la gdchette sur le
carbone 2 de I'imidazole ;

Coupes de tumeur du pancréas (cellules BxPC3 implantées en orthotopique chez la souris) 2 heures post-injection de
pimonidazole, [*8F]-FMISO et [14C]-TH-302, B : image de fluorescence suite au marquage immunohistochimique au
pimonidazole ; images d’autoradiographie : C : détection du [18F]-FMISO 2 heures aprés sacrifice, D : détection du [**C]-TH-
302 24 heures aprés sacrifice (adapté de Grkovski et al.)?*¢ ; N : normoxie
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Avec 27 études cliniques de phase | a lll, en cours ou terminées, il s’agit de la HAP la plus
étudiée a ce jour.

En association avec la gemcitabine, le TH-302 a atteint le stade Il des phases cliniques pour
le traitement des cancers du pancréas non résécable métastatique ou localement avancé (étude
MAESTRO, NCT01746979)%7%8, Toutefois, les résultats de cette étude n’ont pas permis de
démontrer une amélioration significative de la survie comparativement au traitement de référence
(i.e. gemcitabine)®”%>°, Les résultats de la phase Il (NCT01144455) semblaient prometteurs en
démontrant une amélioration de la médiane de survie chez des patients atteints d’un cancer du
pancréas de stade avancé ou métastatique traité par cette méme association (gemcitabine/TH-302),
comparativement a un traitement a la gemcitabine seule?®. Un nouvel essai de phase Il sur des
tumeurs du pancréas en combinaison avec le sunitinib, un inhibiteur de protéine kinase est
actuellement en cours (NCT02402062).

Un essai de phase Il (NCT01440088) a également été réalisé en association avec la
doxorubicine, chez des patients atteint de sarcomes des tissus mous, mais n’a montré aucune
amélioration de la médiane de survie comparativement au traitement avec la doxorubicine seule?®,
Une hypothése avancée pour expliquer I'échec de cette combinaison serait un mécanisme de
transfert électronique entre la fonction quinone de la doxorubicine et I'anion radical nitré du TH-302,
stoppant ainsi le mécanisme de déclenchement du TH-3022¢1,

En dehors des essais réalisés sur cancers solides, une étude clinique de phase | en
monothérapie chez des patients atteints de leucémies avancées est actuellement en cours mais
semble indiquer une faible efficacité du TH-302, toutefois les marqueurs d’hypoxie tels que HIF-1
voient leur expression diminuée aprés traitement?®2,

Méme si le résultat des premiers essais cliniques de phases lll nont pas montré une
amélioration significative de la médiane de survie des patients, de nombreux autres sont en cours,
démontrant I'intérét que cette molécule continue de susciter en tant que HAP. De plus, sa méthode
d’activation par fragmentation et sa sensibilité corrélée aux faibles taux d’oxygene font du motif 2-
nitroimidazole une gachette pertinente pour la libération controlée et spécifique en condition
hypoxique.

Bien que la plupart des HAP développées jusqu’ici comportent un agent alkylant comme
substance active, de nouveaux agents anticancéreux tels que des inhibiteurs de protéine kinase, des
intercalant de I’ADN ou des antimétabolites sont maintenant utilisés pour la conception de HAP.
Quelques exemples sont donnés ci-apres.

1. HAP basées sur des chimiothérapies classiques autres gu’alkylantes

Basé sur la méme stratégie de libération que le TH-302, Jin et al. a décrit une prodrogue de
SN-38 avec un espaceur clivable contenant une gachette 2-nitroimidazole (Figure 55)8. Aprés
incubation in tubo avec des microsomes hépatiques de souris a 37 °C, environs 90% de la prodrogue
a été consommeée. Cependant, le SN-38 n’a été détecté qu’a hauteur de 25% dans le milieu parmi les
multiples autres sous-produits. Les tests de cytotoxicité avec cette molécule ont révélé un HCR
proche de 1 démontrant une faible sélectivité de cette HAP pour les conditions hypoxiques.
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Figure 55 : Structure de HAP de SN-38 utilisant le 2-nitroimidazole comme gdchette

Le 2-nitroimidazole peut étre également utilisé comme gachette pour réaliser une cyclisation
intramoléculaire entre I'amine, issue de la bioréduction du groupement nitro, et un carbamate ou
carbonate judicieusement positionné (Figure 56).
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Figure 56 : Utilisation de la gdchette 2-nitroimidazole pour une libération contrélée via un mécanisme de cyclisation
intramoléculaire

Cette stratégie a été utilisée pour la conception de HAP de la doxorubicine ou de la
gemcitabine (Figure 56) qui ont montré in vitro un différentiel de cytotoxicité hypoxie/normoxie sur
cellules de carcinome pancréatique (MIA PaCa-2). Une évaluation in vivo chez la souris de la
prodrogue de la doxorubicine indique un ralentissement significatif du volume tumoral
comparativement au groupe contréle mais non amélioré versus la doxorubicine seule. Une
diminution des effets indésirables en termes de perte de poids est toutefois observée. La prodrogue
augmente également la médiane de survie des souris par rapport au groupe traité par la
doxorubicine seule et au groupe controle. Enfin, une colocalisation de la doxorubicine et des zones
hypoxiques dans les tumeurs a été démontrée uniquement chez les souris traitées avec la prodrogue
comparativement a celles ayant recu la doxorubicine 23,
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Figure 57 : Structures de HAP de la gemcitabine et de la doxorubicine utilisant le 2-nitroimidazole comme gdchette via un
mécanisme de cyclisation intramoléculaire?63

Cette méme stratégie d’utilisation du 2-nitroimidazole comme gachette par cyclisation
intramoléculaire, a été utilisée par Jin et al. pour la conception de prodrogues de paclitaxel et de SN-
38%4, La longueur de la chaine carbonée entre I'imidazole et la substance active a été modulée entre
2 et 3 atomes de carbone.
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Figure 58 : Structures de prodrogues du paclitaxel ou du SN-38 utilisant le 2-nitroimidazole comme gdchette par cyclisation
intramoléculaire??

Toutes les prodrogues étudiées sont réduites a plus de 90% par les nitroréductases apres 20
minutes d’incubation, exception faite de la prodrogue de SN-38 possédant une chaine a deux
carbones qui n’est activée qu’a 50% pour ce méme temps. Malgré cette excellente cinétique de
bioréduction, la substance active n’est jamais libérée en totalité (entre 20 et 80%). Egalement, les
études in vitro de ces molécules sur des lignées de cancer colorectal (HT-29) ou de cancer du poumon
non a petites cellules (H460) ont montré un HCR tres proche de 1 (maximum 3), preuve de leur trés
faible sélectivité vis-a-vis de I'"hypoxie.

2. HAP basées sur des inhibiteurs de kinases

Le TH-4000 (tarloxotinib) est une prodrogue qui apres réduction et élimination, libére un
inhibiteur d’'EGFR (« Epidermal Growth Factor Receptor ») intervenant dans la croissance cellulaire
(Figure 59)%4,
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Figure 59: Mécanisme d'activation de la prodrogue TH-4000%34

Tres peu d’informations précliniques sont disponibles sur cette molécule. Des résultats sous
forme d’abstract ont été communiqués, dévoilant que la molécule est plus efficace que I'erlotinib sur
un modele de xénogreffe de cellules de cancer du poumon non a petite cellules mutantes au niveau
du géne codant pour 'EGFR?®, Des études cliniques de phase Il ont été réalisées pour le traitement
du cancer du poumon non a petites cellules (NCT02454842), des carcinomes épidermoides
métastatiques de la téte et du cou, ou de la peau (NCT02449681) mais ont été stoppées en 2017

suite a un manque d’efficacité?®%2’.

D’autres HAP inhibiteurs mixtes de kinases sont présents dans la littérature. On peut citer la
molécule CH-01 qui est une prodrogue d’un inhibiteur des kinases « checkpoint 1 » (Chk1) et Aurora
A impliquées toutes deux dans la progression et la régulation du cycle cellulaire (Figure 60). La
preuve de concept a été réalisée en mettant en évidence une perte de viabilité des cellules
cancéreuses en hypoxie, comme celle des cellules de cancer colorectal RKO, exposées a la molécule
CH-01%%®, Egalement la molécule BCCA621C (Figure 60) qui contient une entité 2-nitroimidazole
comme gachette et un inhibiteur d’'une protéine kinase ADN dépendante (DNA-pk) impliquée

67



Introduction bibliographique

notamment dans la réparation des cassures doubles brins de ’ADN. Ce conjugué a montré une
activation sélective en condition d’hypoxie libérant I'inhibiteur et permettant, dans ces conditions,
de radiosensibiliser les cellules de cancer du poumon non a petites cellules (NCI-H460)%%. On peut
citer également la HAP du sunitinib qui est un inhibiteur du VEGF contenant également une gachette
de type 2-nitroimidazole. Alors que le clivage de la prodrogue in tubo par une nitroréductase a été
validé, les essais in vitro de cytotoxicité sur plusieurs lignées cellulaires telles que HCT116 (cancer
colorectal) ou H1703 (cancer du poumon non a petites cellules) ce sont révélés décevants (HCR
proche de 1 et activité cytotoxique équivalente a celle de I'inhibiteur seul?”°).
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Figure 60 : HAP d'inhibiteurs de protéine kinases

3. HAP vectorisée

A notre connaissance, seule une HAP vectorisée a été décrite dans la littérature par Kumar et
al.?™*. Cette molécule dispose d’un espaceur tripartie clivable sur lequel sont présents : une gachette
de type nitrobenzyle, un inhibiteur de topoisomérase (SN-38), et une molécule de biotine (vitamine
B8) permettant le ciblage des cellules surexprimant les protéines transmembranaires impliquées
dans son transport (Figure 61)¥2,
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Figure 61 : Structure d’une HAP vectorisée

Une telle prodrogue est donc doublement spécifique des foyers tumoraux en combinant sa
sélectivité pour les cellules surexprimant les transporteurs de la vitamine B8 a une libération
controlée dans un environnement hypoxique. Sur cellules exprimant les récepteurs a la biotine (A549
et Hela), elle présente une HCR d’environs 2,5 alors qu’elle ne semble avoir aucun effet sur les
cellules n’exprimant pas ce récepteur (WI-38 et BJ). Une étude in vivo a permis de montrer une
diminution du volume tumoral comparativement au groupe contrble associée a une augmentation
de la concentration en SN-38 dans les tumeurs comparativement aux organes sains, phénomene
observé par imagerie optique grace a la fluorescence du composé SN-38%71,
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A I’heure actuelle, le pilier de la prise en charge thérapeutique du chondrosarcome, tumeur
maligne du cartilage, demeure |'exérese chirurgicale, pratiquée avec des marges importantes, allant
parfois jusqu’a I'amputation, afin d’éviter toute récidive. Cette chirurgie peut se révéler
particulierement invalidante pour les patients et n’est pas toujours praticable, car fonction de la
localisation de la tumeur et de la morbidité associée. Pour les chondrosarcomes de bas grades, une
chirurgie bien menée offre une chance de guérisson aux patients avec des taux de survie a 10 ans de
I'ordre de 90% ; par contre pour les cas de chondrosarcomes de hauts grades de malignité, qui sont
souvent au stade métastatique, I’acte chirurgical n’est réalisé qu’au cas par cas en tenant compte du
rapport bénéfice/risque. Pour ces stades avancés, des traitements de chimiothérapie palliatifs
peuvent étre proposés.

Concernant les traitements par radiothérapie, chimiothérapies conventionnelles ou thérapies
ciblées, les chercheurs sont confrontés, pour cette pathologie, a des phénomeénes de radio et
chimiorésistances dus notamment a sa matrice tumorale chondrogénique tres dense et faiblement
vascularisée limitant de fait la pénétration et I'efficacité des principes actifs mais également
I"approvisionnement des cellules en oxygéne, qui survivent en condition d’hypoxie. Cette faible
teneur en oxygene limite de maniére considérable les effets de la radiothérapie et conduit a un
phénotype plus agressif et résistant aux principales chimiothérapies actuelles.

Dans un tel contexte, le développement de nouveaux traitements adjuvants, néo-adjuvants
voire de premiére ligne serait une réelle avancée pour la prise en charge de ce cancer et plus
particulierement pour ceux possédant un haut grade de malignité.

Revenons sur l'une des caractéristiques du tissu tumoral cartilagineux, fondement de notre
stratégie: la forte densité de charges négatives de la matrice extracellulaire. En effet, la richesse en
PGs de cette abondante matrice chondrogénique, et notamment en aggrécane (macromolécule
polysaccharidique contenant de nombreuses fonctions carboxylates et/ou sulfates), confére a cette
matrice une forte densité de charges négatives. A partir de ce constat, une stratégie de vectorisation
basée sur l'interaction entre ces charges négatives et une entité chargée positivement a pu étre
élaborée. Une fonction ammonium quaternaire peut remplir parfaitement ce réle de vecteur : sa
charge positive posséderait, par le biais d’interaction électrostatique, une affinité pour les PGs.

Afin de valider la preuve de concept, quant a la capacité d'une fonction ammonium
guaternaire d’agir comme vecteur vers la matrice extracellulaire, des études de biodistribution ont
été réalisées sur modele animal porteur d’un chondrosarcome avec une molécule développée pour
I'approche diagnostique : la NTP 15-5. Cette molécule possede une cage chélatante de type
1,4,10,13-pentaazacyclopentadécane (15-5) fonctionnalisée sur un atome d’azote avec une entité 3-
propyl-N,N,N-triéthyl-1-ammonium (NTP 15-5) (Figure 62A). Des radioisotopes comme le technétium
99m?” ou le cuivre 64?7 (%*Cu (t12 = 12,7 heures, Eg: max. = 578 keV)) peuvent y étre complexés,
pour la tomographie d’émission monophotonique (TEMP) ou la tomographie d’émission de positons
(TEP). Dans un modeéle syngénique de chondrosarcome (SWARM) chez le rat, I'injection par voie
intraveineuse de **™Tc-NTP 15-5 conduit & une accumulation préférentielle de la radioactivité dans
les cartilages articulaires et dans la tumeur, significativement supérieure a celle retrouvée avec
I’analogue non vectorisé *™Tc-15-5.
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Figure 62 : Suivi par imagerie nucléaire de rats porteurs de chondrosarcome (SWARM) aprés injection par voie intraveineuse
de la molécule °mTc-15-5 ou °™Tc-NTP 15-5 (adapté de Peyrode et al.)?”>

A : Structures des molécules °"Tc-NTP 15-5 et 9°™Tc-15-5; B : Rapport d’activité tumeur versus muscle en fonction du
temps ; C : Scintigraphie in vivo réalisée 1 heure post-injection de 25 MBgq de *°"Tc-NTP 15-5 (C1) ou de [#*"Tc-15-5 (C2), CF :
condyle fémorale, PT : plateau tibial, T : tumeur

Cette expérience permet de conclure sur le fait que 'ammonium quaternaire possede une
forte affinité pour la matrice extracellulaire du cartilage sain comme tumoral. L'intérét de la molécule
9mTc-NTP 15-5 comme radiotraceur a été validé sur différents modéles animaux pour I'imagerie du
cartilage sain et pathologique?’®=2"° (arthrose, polyarthrite rhumatoide, chondrosarcomes primitifs de
grade Il). Les potentialités de fixation de cette molécule au cartilage humain ont été évaluées et
validées ex vivo par imagerie TEMP couplée a de I'imagerie tomodensimétrique aprés incubation de
piéces chirurgicales de I'articulation tibio-fémorale avec la molécule ®°™Tc-NTP 15-5%°, De part ces
résultats, cette molécule est actuellement en cours de transfert clinique chez ’'Homme en tant que
traceur compagnon des pathologies du cartilage.

La preuve de concept de I'intérét d’une fonction ammonium quaternaire comme vecteur pour
adresser sélectivement des composés aux matrices extracellulaires chondroides, ayant été réalisée
dans une approche diagnostique, elle a été étendue a une utilisation en thérapeutique.

Le melphalan (Alkéran®), un agent de chimiothérapie utilisé en clinique de la famille des
agents alkylants, a été conjugué avec un vecteur ammonium quaternaire (Figure 63A). Une étude
d’efficacité antitumorale a été réalisée chez le rat porteur d’'un chondrosarcome SWARM en
orthotopique, afin de comparer les effets du melphalan ammonium quaternaire versus le melphalan.
Les deux molécules entrainent une réduction du volume tumoral comparativement au groupe
contrdle, mais le dérivé ammonium quaternaire affiche une efficacité moindre (Figure 63B). Son intérét
est cependant visible en termes de toxicité, les rats traités par le melphalan ammonium quaternaire
supportant mieux le traitement que ceux traités au melphalan (état clinique général, pas perte de
poids, toxicité hématologique moindre, ...) (Figure 63C-D). L’ajout d’'un ammonium quaternaire a donc
conduit a une diminution non significative de I’activité antitumorale, accompagnée d’une baisse
significative de la toxicité menant a une amélioration de I'index thérapeutique, comparativement au
melphalan.
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Figure 63 : A : Structure du melphalan et du melphalan ammonium quaternaire ; Analyse de I'étude de thérapie apreés traitement avec le
melphalan ou le melphalan ammonium quaternaire de rats porteurs d'un chondrosarcome SWARM
B : Variation du volume tumoral moyen au stade J-30 ; C : Variation du poids de rats ; D : Taux de globules blancs dans la formule sanguine
(adapté de Peyrode et al.)?”®

Afin de pouvoir valider le réle de vecteur de la fonction ammonium quaternaire, une étude de
biodistribution a été réalisée sur le méme modele animal avec les molécules marquées au tritium (3H
(ti2 = 12,3 ans, Eg- max. = 19 keV)). Le marquage a été réalisé sur la partie responsable de I'activité
alkylante de la molécule (rigure 64A). Cing minutes post-injection, un ratio tumeur/muscle de 5,77 *
1,11 a été observé pour le conjugué melphalan-ammonium quaternaire, soit 2,5 fois supérieures a
I’analogue non vectorisé (2,22 + 1,20) (Figure 64B), puis diminue rapidement. Cette étude confirme
I’efficacité du ciblage de la matrice extracellulaire tumorale par le vecteur ammonium quaternaire.

A Cl Cl
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N ‘ ! , cl
Cl NH; H cl, Cl NH
I N N OH
o o

[*H}-melphalan

B
Distribution de la radioactivité, 5 min post injection du [*H]-melphalan Distribution de la radioactivité, 5 min post injection du [*H]-
ammonium quaternaire melphalan
coupe sagitale de 40 uM d'épaisseur coupe sagitale de 40 pM d'épaisseur
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Figure 64 : Résultats de I'étude de biodistribution des dérivés melphalan et melphalan ammonium quaternaire marqués au tritium
A : Structure du [H]-melphalan ammonium quaternaire et du [*H]-melphalan ; B : Autoradiographie (coupes sagittales) montrant la
distribution de la radioactivité sur modéle de rats porteurs de chondrosarcome SWARM, 5 minutes post injection intraveineuse de 2,5 MBq
de [?H]-melphalan ammonium quaternaire (a gauche) ou de [H]-melphalan (a droite) ; C : Coupes sagittales anatomiques correspondantes
(adapté de Peyrode et al.)?”> AC : cartilage articulaire, T : tumeur
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Fort de ces résultats validant le concept de vectorisation vers les structures cartilagineuses, il a
été envisagé d’améliorer la spécificité des principes actifs pour la tumeur en limitant leur action sur
le cartilage sain. En effet, lors de cette étude de biodistribution, la présence de radioactivité a été
détectée dans les cartilages sains tels que les cartilages intercostaux (Figure 64C), ce qui pourrait
indiquer I'acheminement d’un agent alkylant au niveau de ces structures. Cette accumulation
pourrait conduire a des phénomenes de toxicité, notamment lors d’'une exposition répétée. Aussi les
travaux se sont orientés vers une approche de double sélectivité pour la tumeur, associant la
vectorisation par un ammonium quaternaire avec le concept de prodrogue. Nous avons opté pour
une prodrogue activable en hypoxie, seconde caractéristique majeure du tissu tumoral cartilagineux.

L’hypoxie tumorale se caractérise par 'activation du facteur HIF-1, suivie de celle d’'un grand
nombre de genes impliqués dans la tumorogenese, I'angiogenese, la glycolyse, la survie cellulaire, la
croissance tumorale, I'invasion, la dissémination, les mécanismes de réparation de I’ADN et la
résistance aux thérapies?81-28,

Cette stratégie de prodrogues activables en hypoxie (HAP) semble particulierement adaptée a
la prise en charge du chondrosarcome caractérisé par une surexpression du facteur HIF-1 observée
au niveau des tumeurs malignes du cartilage, comparativement aux tumeurs bénignes de ce
tissut*4>284 ainsi qu’au cartilage sain. Cette activation par I’hypoxie a déja été validée avec diverses
structures dans la littérature®®>%6 et notamment avec le composé TH-302 actuellement en études
préclinique et clinique pour de nombreuses pathologies cancéreuses en association avec: i) la
chimiothérapie anticancéreuse (gemcitabine, doxorubicine, ...) ou ii) la radiothérapie. Quant au choix
de la structure sensible a I’hypoxie, pouvant étre de nature quinonique, N-oxyde ou nitroaromatique,
il s’est porté sur le cycle 2-nitroimidazole apparaissant comme particulierement pertinent pour
assurer une spécificité dans les zones d’hypoxie sévéres (HAP de classe 11)%7.

Ne disposant d’aucun traitement de chimiothérapie anticancéreuse de référence pour la prise
en charge du chondrosarcome, I'intérét s’est porté sur les molécules utilisées contre I'ostéosarcome
et le sarcome d’Ewing, avec notamment les phosphorodiamidates. Parmi celles-ci, I'ifosfamide
(Schéma 1) peut étre utilisé pour le traitement des patients atteints de cette pathologie en tant que
thérapie adjuvante a la chirurgie ou dans les cas de récidives?®. Le cyclophosphamide (Schéma 1)
peut également étre employé, plus particulierement pour le traitement des patients atteints du
sarcome d’Ewing.

Cl Cl

00/~ 00
/P*NH P—N

N NH —

Cl

Cl cyclphosphamide

ifosfamide

Schéma 1 : Structures de I'ifosfamide et du cyclophosphamide

Tenant compte de I'ensemble de ces considérations, une premiere prodrogue vectorisée vers
les PGs du cartilage et activable en hypoxie, a été développée par 'lUMR 1240. Nommée ICF05016,
elle est constituée de trois entités : (1) un vecteur triméthylammonium (ciblages des PGs) ; (2) une
entité alkylante de type cyclophosphamide (activité cytotoxique) ; (3) une gachette de type 2-
nitroimidazole (activation en condition hypoxique) (Schéma 2).
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Afin de valider la double spécificité de cette molécule, deux analogues ont été synthétisés :
une molécule vectorisée et non clivable qui possede un groupement benzyle en lieu et place de la
gachette : ICF05014 ; une molécule non vectorisée dépourvue d’entité ammonium quaternaire et
clivable, possédant la gachette 2-nitroimidazole : ICF05017.
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Schéma 2 : Structures des molécules ICF05016, clivable en hypoxie et vectorisée vers les protéoglycanes, ICF05017, clivable
non vectorisée et ICF05014, non clivable vectorisée

(1) Des études in vitro de cytotoxicité en normoxie et en hypoxie ont été effectuées sur
cultures cellulaires en monocouche de cellules de chondrosarcome humain myxoide extra-
squelettique H-EMC-SS, en conditions de normoxie et d’hypoxie (Figure 65). Les deux molécules
possédant la gachette 2-nitroimidazole sont cytotoxiques et ont démontré un HCR de 6,8 et 7,5
respectivement pour les composés ICF05016 et ICF05017. La molécule non clivable ICF05014 ne
possede pas d’activité cytotoxique méme a une concentration de 200 pM. Ces expériences ont
permis de démontrer I'inactivation de la moutarde par un ester de type benzylique en condition de
normoxie et une activation en hypoxie de la gachette 2-nitroimidazole, validant le concept de HAP
dans le modele cellulaire H-EMC-SS.
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Figure 65 : Clso des molécules ICFO5016, ICF05017 et ICF05014 réalisées sur cultures 2D de cellules H-EMC-SS en condition de
normoxie et d'hypoxie

(2) L’affinité de ces molécules vis-a-vis de I'aggrécane a ensuite été évaluée par résonance
plasmonique de surface (SPR). Seules les molécules ICF05014 et ICF05016, possédant une fonction
ammonium quaternaire sont affines pour 'aggrécane, avec des constantes de dissociation de 'ordre
du mM.

(3) Les trois molécules ont alors été évaluées in vivo en termes d’efficacité antitumorale sur
modele murin de xénogreffes de cellules H-EMC-SS implantées en sous cutané. Chaque molécule a
été injectée a dose équimolaire (47 umol/kg) a raison de six injections espacées de quatre jours. La
molécule ICF05016 produit un ralentissement de la croissance tumorale comparativement au groupe
controle et aux groupes traités avec la molécule non vectorisée ICF05017 ou la molécule non clivable
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ICF05014, ces deux derniers composés ne possédant pas d’effet antitumoral sur ce modéle. Du point
de vue de la toxicité hématologique liée au traitement (Figure 66), la molécule ICF05016 entraine
une baisse non significative du nombre de leucocytes (10 a 20%) alors que I'analogue non vectorisé
ICF05017 conduit a une leucopénie significative (de I'ordre de 50%). Ce dernier résultat s’avere
prometteur en termes d’index thérapeutique.
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Figure 66 : Résultats de I’étude in vivo des molécules ICF05016, ICF05017 et ICF05014 sur modéle murin de xénogreffe de
cellule H-EMC-SS

A : Suivi de I'efficacité antitumorale des molécules ICF05016 et ICF05017 ; B : Suivi de I’efficacité antitumorale de la molécule
ICF05014 ; C : Evaluation du nombre de leucocytes dans la formule sanguine des souris apreés traitement avec les molécules
ICF05016, ICF05017 ou ICF05014.

(4) Des études mécanistiques sur les tumeurs traitées par la molécule ICF05016 ont permis de
montrer une diminution de I'index mitotique, associée a une baisse de la prolifération cellulaire
(diminution du marqueur PCNA « proliferating cell nuclear antigen » et augmentation significative de
p53 phosphorylée (S15), suppresseur de tumeur impliqué dans I'apoptose). Le traitement avec
ICF05016 induit également une augmentation des dommages a I'ADN, visualisé en
immunohistochimie par le marquage de yH2AX, principalement dans les zones hypoxiques positives
au pimonidazole, confirmant la libération de I’agent alkylant dans les zones hypoxiques de la tumeur.
Une analyse anatomopathologique du cartilage des pattes des souris traitées avec ICF05016, par
coloration au bleu de toluidine (fixation aux PGs) et au trichrome Masson (fixation au collagéne), ne
montre aucune dégradation des cartilages sains (bords lisses) (Figure 67).
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controle ICF05016
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Figure 67 : Analyse anatomopathologique du cartilage sain de I'articulation du genou chez la souris, 24 heures apreés la
derniére dose de ICF05016

Coloration au bleu de toluidine (coloration des PGs du cartilage) et au trichrome de Masson (coloration du collagéne) (barre
d’échelle 100 um)

Pour conclure, I'ensemble de ces résultats a permis de valider I'approche de prodrogues
bispécifiques sur un modele préclinique de chondrosarcome. La molécule ICF05016 a des lors, été
considérée comme la molécule hit. Toutefois on peut noter un échappement tumoral apres arrét du
traitement, et une certaine toxicité hématologique. Aussi afin d’aboutir a un meilleur index
thérapeutique, le laboratoire a initié une étude de pharmacomodulation visant a déterminer I'impact
des modifications structurales sur I'efficacité de la molécule. Ainsi plusieurs axes sont en cours
d’étude :

o Axe 1: modification de la nature de la fonction ammonium quaternaire et de I'espaceur alkyle,
jusqu’ici de nature triméthylpropylammonium.

o Axe 2 : modification de la position du bras vecteur ; pour la molécule ICF05016, celui-ci était
porté par la fonction alkylante.

e Axe 3 : modification de la moutarde N, N-bis(2-chloroéthyl)phosphorodiamidique.

Ces travaux de thése s’inscrivent dans cette étude de pharmacomodulation et plus
précisément dans les axes 2 et 3 (Figure 68). Concernant I’axe 2, deux familles de molécules ont été
envisagées, la premiere fonctionnalisée par un bras vecteur en position N-1 du cycle imidazole et la
seconde en position C-4. L'introduction du bras vecteur sur la gachette devrait avoir notamment un
impact sur l'efficacité et la pénétration cellulaire de I'agent alkylant libéré, identique a celui du
cyclophosphamide, la fonction ammonium quaternaire étant perdue lors du clivage de la gachette.
Elle pourrait toutefois nuire a la bioréduction du 2-nitroimidazole et ainsi influer sur la spécificité du
clivage en hypoxie.

Concernant I’axe 3, les phosphorodiamidates utilisés en cliniques varient par la position des
chaines chloroéthyles présentent au niveau de la fonction phosphorodiamidate. Trois moutardes
phosphorodiamidiques de type cyclophosphamide, ifosfamide ou tétrakis-N,N,N’,N’-(2-
chloroéthyl)phosphorodiamidate ont été envisagées dans le cadre de ces travaux.
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Figure 68 : Projet de pharmacomodulation de la molécule hit ICFO5016 et positionnement des objectifs de théese dans ce
contexte

Les objectifs de ces travaux de these sont la synthese de six prodrogues vectorisées, leurs évaluations
en termes d’affinité pour I'aggrécane, de stabilité, de clivage en milieu réducteur et de cytotoxicité
en normoxie versus hypoxie afin de pouvoir établir des RSA et d’identifier un candidat pour une
évaluation pré-clinique plus approfondie sur modele animal. Ce travail vise, a terme, a répondre a un
écueil thérapeutique dans les cas de chondrosarcomes non opérables ou aux stades métastasés, en
proposant une nouvelle chimiothérapie anticancéreuse efficace pour permettre une meilleure prise
en charge des patients atteints de cette pathologie orpheline.
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Résultats et discussion

|. Approche rétrosynthétique pour |'‘obtention des prodrogues
activables en hypoxie et ciblant les protéoglycanes

Dans le but de fonctionnaliser les prodrogues par un bras vecteur sur la partie clivable, quatre
positions sont disponibles sur le motif 1N-alkyl-2-nitro-5-hydroxyméthylimidazole a savoir les
positions 1, 3 et 4 de I'imidazole ainsi que le carbone du méthyléne portant le phosphorodiamidate.
La position N-1 doit toujours étre alkylée pour assurer la délocalisation électronique entre les
fonctions en position 2 et 5 et permettre le bon fonctionnement de la gachette. La fonctionnalisation
sur la position 3 n’est pas envisageable du fait de I'apparition d’'une charge positive sur I'atome
d’azote qui perturberait la délocalisation électronique lors de la libération de la prodrogue. La
fonctionnalisation du méthylene conduirait quant a elle a I'introduction d’un centre asymétrique. Il
serait alors nécessaire de synthétiser et tester I'efficacité des deux énantioméres séparément. Les
positions imidazoliques 1 et 4 peuvent étre fonctionnalisées sans changer I'enchainement des
substituants (position 2 et 5) ni, théoriquement, perturber la délocalisation électronique pour le
déclanchement de la prodrogue. Ce sont donc ces deux derniéres positions N-1 (molécules 33, 34 et
35) et C-4 (molécules 46, 48 et 50) qui ont été retenues pour la fonctionnalisation de la gachette
(Figure 69). ammonium quaternaire sera quant a lui introduit en derniére étape par quaternisation
contre-ion durant les différentes étapes de synthése, et de limiter un maximum les étapes de
purification en phase inverse. Les amines tertiaires seront obtenues par diverses réactions de
phosphorylation mettant en jeu un précurseur alcool (composé 22 ou 42), possédant comme
squelette commun un cycle 2-nitro-5-hydroxyméthylimidazole substitué, et un précurseur
organophosphoré correspondant aux moutardes azotées envisagées (composés 1; 2; 3). Ceux-ci
seront eux-mémes synthétisées a partir de I'oxychlorure de phosphore. L'introduction de I'amine
tertiaire sur la position C-4 de I'imidazole sera réalisée par couplage de Stille entre I'organostannane
synthétique 37 et le dérivé bromé 36. Ce dernier peut étre obtenu a partir de I'alcool clé 12, lui-
méme synthétisé a partir de la sarcosine commerciale d’aprés une séquence réactionnelle en 7
étapes, basée sur une synthese de Marckwald. Cette méme voie de synthése sera adaptée pour
I'obtention de I’alcool fonctionnalisé en N-1, au départ d’'un précurseur amine secondaire (composé
16) lui-méme obtenu a partir de la 3-(N,N-diméthylamino)propylamine et du bromoacétate d’éthyle
commerciaux.

Plusieurs voies d’accés existent dans la littérature pour la synthese de phosphorodiamidates a
partir d’arylméthanols et peuvent étre appliquées pour I'obtention des phosphorodiamidates chlorés

utilisant des 2-nitroimidazoles comme précurseurs.
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Pour la synthése de N,N-(2-chloroéthyl)phosphorodiamidate d’alkyle, applicable pour les
composés 26 et 45, une seule voie d’accés est décrite dans la littérature. Elle consiste en I’addition a
basse température du composé 1 sur l'alcoolate lithié choisi, suivie dans un deuxieme temps, par
|’addition d’un excés ammoniac. Cette réaction de phosphorylation est décrite avec I'imidazole 12 a -
78 °C puis -20 °C%°, avec I'alcool benzylique a -29 °C?** et avec I'alcool 4-nitrobenzylique & -78 °C°1:292
avec des rendements respectivement de 28%, 55% et 53% (Tableau 12).

O R
. G R @ R Ry @ R
Méthode 1 base . & R 0-P-N NHg 0-P-N
R N ] it
Auteurs Précurseur alcool Conditions Rendement
1) LIHMDS, THF, -78 °C, 5 min
2) THF, -78 °C, 30 min ‘
Méthode 1.A \ Cl o.N__N cl
o) 2 \( (@] —
i OoN N / \ I
Matteucci et N~ ) oH CI—P—N NJ—\ofng 28%
al.zsg N é| NH,
Cl (1,1éq.) “
3) NHs, -20 °C, 5 min
1) THF, -29 °C, 45 min
Cl cl
o, o -/ —/
Méthode 1.B o L b @ o, | .
Springer et al.2% ! : O-P-N 5%
’ a ) NH,
Cl (1,0 éq.) Cl
2) NHs, -29°C, 5 min
1) Buli, -78 °C, 10 min
2) THF, -78°C, 2 h Cl
Cl O,N o
Méthode 1.C @AOH 0 0PN c39,
Hu et al.291.2%2 O.N Cl—P-N NH, 0
2 |
Cl Cl
Cl(1,1éq.)
3) NHs, -78 °C, 30 min

Tableau 12 : Méthodes de synthése décrites dans la littérature pour I'obtention de dérivés de type cyclophosphamide a
partir du dichlorure de I'acide N,N-bis(2-chloroéthyl)phosphoramidique
*Synthese du phosphorodiamidate benzylé marqué au phosphore 33 (3P (t/, = 25,6 jours, Eg. max. = 249 keV) et au tritium

Les voies de synthéses différent principalement par les températures appliquées (entre -29 °C
et -78 °C) et la nature de la base lithiée utilisée pour former l'alcoolate (butylithium versus
bis(triméthylsilyl)amidure de lithium (LiIHMDS)). De maniére générale, I'utilisation de noyaux
aromatiques de type benzyles semblent conduire aux phosphorodiamidates correspondants avec de
meilleurs rendements comparativement au 2-nitroimidazole. La méthode 1.A, utilisant un imidazole,
est celle qui a été retenue pour la synthése des composés 26 et 45.
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Pour I'obtention de phosphorodiamidates possédant quatre chaines 2-chloroéthyles, plusieurs
voies d’acces pourraient étre envisagées d’aprées les données de la littérature (Tableau 13). L'une des
méthodes (méthode 2) consiste en I'addition de deux équivalents d’amine sur le trichlorure de
phosphore en présence de triéthylamine (TEA) suivie par l'addition d’un équivalent d’alcool
également en présence de base. L'intermédiaire phosphorodiamidite obtenu est ensuite oxydé en
phosphorodiamidate par I'acide méta-chloroperbenzoique (mCPBA) ou par I’hydroperoxyde de tert-
butyle avec des rendements allant de 7% a 67%2%72%, ['autre méthode (méthode 3), proche de celle
utilisée pour les moutardes de type cyclophosphamide, consiste a traiter un alcoolate lithié par un
chlorure d’acide phosphorodiamidate, lui-méme synthétisé par réaction entre I'oxychlorure de
phosphore et deux équivalents d’amine secondaire?®*,

H R R
N ‘ R'—OH ‘ peroxyde R, Q@ R
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2 \(
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NJ/\ mj ICI
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Cl
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Cl Cl
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Br
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Cl” H,N

Méthode 2.D 2) TEA,DCM, t.a., 1 h

Zhang et al.?3 \ —
O,N-N ( I
\
\EJ/\OH ll Br
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1) LIHMDS, THF, -78°C, 5 min
2) THF, -78°C -> t.a. on | al
Cl 2 (0] —
Méthode 3.A rll o \(&J—\ofﬁfN
296 OZN\(j/\ CI*I‘:"*N I\ 47%
Duan et al. N / OH TN _N
N 1
1 .
Cl

Tableau 13 : Méthodes de synthése décrites dans la littérature pour I'obtention de dérivés N,N,N’,N’-tétrakis(2-
chloroéthyl)phosphorodiamidate a partir du trichlorure de phosphore ou de chlorure d’acide
bis(dialkylamino)phosphorodiamidique

Si I'on considére la nature de I'arylméthanol engagé, la méthode 3.A semble plus efficiente en
termes de rendements lorsque des dérivés 2-nitroimidazoles sont utilisés (i.e. 47% versus 7%, 20%).
C’est donc cette derniere qui a été retenue pour la synthése des composés 47 et 29.

Les composés 29 et 49 possédent le motif moutarde phosphorodiamidique présent dans la
structure du TH-302. Plusieurs voies de synthéses permettant I'accés a ce type d’organophosphorés
sont décrites dans la littérature (Tableau 14).

Cl<__ClI
F\’ B R, O R
. - dant \ )
Méthode 4 —_— Cl R'/O‘E/Cl R—=NH, R,/O\E’,NH oxydan O*I%*NH
Cl HN. HN.
R R
Auteur Conditions Rendement
1) LIHMDS, THF, -78 °C
2)
‘ Cl<_.Cl |
Duan et al.2% OzN\(N P” OzN\(N Non donné
. |
{_J ou cl ,1,4/7/\ cl
3) H,NCH,CH,CI . HCI
4) mCPBA
(e} O R R, O R
_ — \
Méthode 5 ci—P—Cl i e | 20 T
Conditions Rendement
\
1) HoNCH,CH,Br . HBr N Br
O,N 0 /_/
-15° \
0 TEA, DCM, -15 °C i YNJ—\CH%?NH
Zhang et al.?*3 Cl—P-Cl 2) TEA, DCM, -10°C, 2 HN 12%
i 1

\
OZN\(N
\ Br
NJ/\OH
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Méthode 6 c—p-ct " 7 o-P-Cl| —=» O*E*N/H

Auteur Produit de départ Conditions Rendement

1) TEA, CHCl3,-29°C, 1 h cl
. 0 o @ B
Méthode 6.A i+ O-P—NH o
Sori t al.2%0 CI=R-Cl N HN 37%
pringer et al. & 2) [3H]-H2NCH,CH,CI . HCI
TEA, CHCI3, -15 °C ]\ I
5 min puist.a., 2 h c
1) TEA, CHCls, -20 °C, 30 min Cl
OH OzNO—\ 8
Méthode 6.8 2 o
Mi — : 257 C|7‘F“’—C| OoN HN 45%
isiura et al. & 2) HNCH,CH,Cl . HC 1
TEA, CHCl3, -20 °C puis t.a., 1 h cl
O R
HO~P-NH
Méthode 7 HN. o Ry § R

Auteur Produit de départ Rendement
Méthode 7.A
Matteucci et o 2h | 47%"
al.s° o \ Br
. O,N
Méthode 7.A HO—-P—NH A R an N V 28%
Duan et al.2% HN N o;szH ’
Méthode 7.A IB I
1) r 0
O'Connoret PPhs, DIAD, THF, 0°C | 3" Br 62%
al. ,L puis t.a. TH-302
Méthode 7.A OzN\(

SENOee L2 \ OH 9
Jin et al.218 Nj/\ 18 h 52%
cl

2 | cl

HO-P—NH OZN\(N o /

|
Méthode 7.8 HN h Q,J—\OJF‘LNH e
Duan et al.?% \L HN °

cl 1
PPhs, DIAD, THF, 0 °C -
puis t.a.

Tableau 14 : Méthodes de synthése décrites dans la littérature pour I'obtention de dérivés de type ifosfamide a partir du
trichlorure de phosphore, de I'oxychlorure de phosphore ou de I'acide N,N’-bis(2-halogénoéthyl)phosphorodiamique
*synthese du phosphorodiamidate benzylé marqué au phosphore 33 et au tritium
fchaines carbonées de la moutarde phosphorodiamidique per-deutérées

Pour la préparation des composés de type N,N’-bis(2-chloroéthyl)phosphorodiamidate, la
méthode de Duan et al. (Méthode 4) conduit principalement a la chloration de I’alcool 5-hydroxy-1-
N-méthyl-2-nitro-1H-imidazole a partir du trichlorure de phosphore.

Contrairement aux méthodes précédemment choisies pour les composés 26, 45 et 47, 29,
passant par les dérivés stables 1 et 2, la méthode de Zhang et al. (Méthode 5) pour les
phosphorodiamidates de type N,N’-bis(2-halogénoéthyle) consiste a préparer extemporanément le
chlorure d’acide phosphorodiamidique a partir d’oxychlorure de phosphore et de 2-
bromoéthylamine, qui doit étre utilisé sans purification pour I'étape suivante de substitution par
I'alcool correspondant en milieu basique. C’est cette stratégie qui a été mise en ceuvre pour
I’obtention du TH-302 avec un rendement de 12%.
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Une synthése alternative a partir de I'oxychlorure de phosphore peut également étre
envisagée en modulant I'ordre d’addition des réactifs. Ainsi, I'addition de I’alcool est réalisée dans un
premier temps suivi par deux équivalents de 2-halogénoéthylamine. Cette synthése n’a toutefois été
décrite que pour I'alcool benzylique ou 4-nitrobenzylique avec des rendements respectifs de 37% et
45% (Méthode 6).

Une quatrieme méthode décrite dans la littérature pour la synthése du TH-302 ou de son
analogue chloré, consiste en une réaction de Mitsunobu entre le composé (1-N-méthyl-2-nitro-1H-
imidazo-5-yl)méthanol et I'acide phosphorodiamidique correspondant (Méthode 7). Cette voie de
synthése conduit a des rendements de I'ordre de 50-60% pour les analogues bromés et chlorés.

Cette derniere méthode basée sur une réaction de Mitsunobu, qui conduit aux meilleurs
rendements (i.e. 47-63%), et qui apparait utilisable avec les précurseurs imidazoles 22 et 42, a donc
été retenue pour la synthése des phosphorodiamidates 29 et 49.

Cette étude bibliographique nous a permis de retenir les voies de synthése résumées Schéma

prodrogues envisagées.
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1) LIHMDS, THF, -78°C

2)
cl
9 R
CI—P—N o cl
cl T\ O2N o
cl . THF, -78°C ) _h
1 N O-P-N
Ry NH, \
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, - cl
3) NHj
Ry = “Ll'l_/\/\N/ R,=H 26

Méthode 1 |

Ry =CHj; R, 2 N a5

1) LIHMDS, THF, -78°C

2) Cl
9 ~

N ) )
O5N 2 Cl
2 \('1‘ / oH 2 j

””””””””””””””””””””””””” > cl cl
Méthode 3
= Ri= % > N7 ;R,=H

(M

| = R1=CH3;R2§"—|_/\/\"‘1/ 47

Ry =CHy: R, !LL/\/\I\‘I/ 42

Cl

HO—P—NH

cl O,N \( .
3 <Z—\ NH
R,

PPhs, DIAD, THF, 0°C puis t.a. I

Méthode 7 Cl

R1=\-|_LL/\/\’\‘I/ ‘Rp=H 29

Ry=CHyi Ry 2 N7 a9

Schéma 3 : Voies d'acces envisagées pour I'obtention des phosphorodiamidates 26, 27, 29, 45, 47 et 49

Il. Synthese des moutardes organophosphorées

Toutes les moutardes organophosphorées ont comme précurseur commun, I'oxychlorure de
phosphore, qui est fonctionnalisé par réaction avec la bis(2-chloroéthyl)amine ou la 2-
chloroéthylamine.
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cl cl
cl X Q
0 Cl—P-N HO~P~NH
1}
—p- No HN
CI—P—N .
c
Cl cl cl cl
1 2 3
cl
Q % Cl
Cl—P—Cl  + HN c—p-cr
cl — & H,N
cl

Figure 70 : Rétrosynthése générale des moutardes organophosphorées 1, 2 et 3

La moutarde azotée 1 est obtenue par addition de bis(2-chloroéthyl)amine sur I'oxychlorure
de phosphore en condition équimolaire ou en exces. Plusieurs protocoles pour synthétiser ce produit
sont décrits dans la littérature, variant par la nature des bases utilisées et par les températures de
réaction (Tableau 15).

cl
% HN(CH,CH,Cl), %
cI—P—cCl — . Cl—P-N
cl cl

Solvant Temps de réaction Rendement
1 aucune POCl; 14-24 h reflux 78%299,300
2 pyridine DCM une nuit 5 °C puis t.a. 27%2°%0
3 TEA DCM une nuit -5 °C puis t.a. non précisé30t

Tableau 15 : Conditions décrites dans la littérature pour la formation du composé 1

L'utilisation d’oxychlorure de phosphore a reflux (Condition 1) a déja été mise en ceuvre au
laboratoire et conduit a des rendements de l'ordre de 55%% inférieurs a ceux décrits dans la
littérature (i.e. 78%)*°°3%°, Compte tenu de la toxicité de ce réactif, nous avons décidé de nous
orienter vers d’autres voies utilisant un seul équivalent de ce dernier. Dans ce but, nous nous
sommes tournés dans un premier temps vers la méthode décrite par Springer et al.. Cette derniere
consistait a faire réagir en conditions équimolaires, dans du DCM a 5 °C et en présence de pyridine,
I'oxychlorure de phosphore et I'amine, sous forme de chlorhydrate (Condition 2). La réaction a
ensuite été poursuivie une nuit a température ambiante. Cette méthode permet d’obtenir le
dichlorure d’acide phosphoramidique 1 avec des rendements apres purification de 37, 52 et 83% (n =
3), supérieurs donc aux 27% décrits dans la littérature®° (Schéma 4). Cependant, il semble que la
montée en échelle soit une cause possible de la chute de rendement.

cl
0 HN(CH,CH,Cl), . HCI, pyridine %
cl—P—Cl CI—P—N
Cl DCM, 0°C puis t.a., 18 h cl
cl
37% 52% 83% 1

Schéma 4 : Synthése du dichlorure de I'acide phosphoramidique 1 en présence de pyridine
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Le composé 1 devant étre obtenu en quantité importante, 'emploi de la TEA a été préféré a
celui de la pyridine (Tableau 15, Conditions 4) qui est plus difficile a éliminer en fin de réaction et qui
peut géner la séparation du produit lors de I'étape de purification par chromatographie sur colonne.
Cette méthode permet d’obtenir le composé 1 avec un rendement de 67% (n = 1) sur une échelle de
50 grammes.

cl
0 HN(CH,CH,CI), . HCI, Et;N %
cl—P—cl CI—P-N
Cl DCM, 0°C puis t.a., 22 h Cl
ol

67%

Schéma 5 : Synthese du dichlorure de I'acide phosphoramidique 1 en présence de TEA

La synthése de la moutarde phosphorodiamidique 2 comportant deux motif bis(2-
chloroéthylamine) est décrite dans la littérature selon deux voies : soit a partir du dérivé précédent 1
avec un rendement de 55%3%, soit & partir de I'oxychlorure de phosphore comme décrit par Herr et
al.3% avec un rendement de 98% (Schéma 6). Aussi cette derniére a été initialement utilisée au
laboratoire.

Cl Cl
0O 9 /_/
CI*E‘*N HN(CH,CH,CI), . HCI, EtzN Cl—P—N
| |
cl o PhMe, t.a. puis reflux, 16 h J/N %
1 55% Cl ¢]]
2
Cl
0 e
i HN(CH,CH,Cl); . HCI, Et;N Cl—P-N
CI*I"*CI
Cl PhMe, t.a. puis reflux, 20 h

98%

i
AL

Schéma 6 : Conditions décrites dans la littérature pour la synthése du composé 2 a partir du composé 1 ou de I'oxychlorure
de phosphore

Alors que l'addition du premier équivalent de I'amine secondaire a été réalisée a
température ambiante comme pour l'obtention du dérivé 1, I'addition du deuxieme équivalent
nécessitait un apport d’énergie thermique, aussi un chauffage a reflux a été réalisé. La CCM montrait
la formation du produit intermédiaire 1 puis sa disparition totale 44 heures aprés le début du
chauffage a reflux. La cinétique de réaction semblait plus lente que ce qui est décrit dans la
littérature. Le produit 2 a été isolé apres purification par chromatographie avec un rendement de
seulement 54%, contre 98% selon Herr et al.. Face a ce rendement bien inférieur a celui escompté,
nous avons décidé d’utiliser la méthode de Borch et Valente a partir du composé 1 pour comparer
ces deux voies d’accés au composé 2.

Le composé 1 a été engagé en réaction comme décrit dans la littérature, et la cinétique de la
réaction a été suivie par RMN 3P (Figure 71). Aprés un chauffage a reflux durant 19 heures 30, la
conversion du produit de départ n’était pas totale, alors qu’un temps de réaction de 16 heures était
donné par Borch et al.. Aprés 36 heures de reflux, la quasi-totalité du produit de départ a été
converti (87%). Le chauffage a été cependant poursuivi jusqu’a 72 heures puis la réaction a été
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traitée et purifiée pour obtenir le composé 2 avec un rendement de 78%, supérieur de 20%
comparativement a celui de la littérature.

23,80 ppm 15,02 ppm
i p—
(o] o :
cl—P-N Cl—P-N
N ¢
t=0 ‘ cl cli |
cl cl i 1 : ‘
2 H i
I AT e S PR st b

t =19 heures 30

|
PP A A Mt L AL AT J A s o SBHA ST i o A vy e 1 o PN 5 e A A S A A 1o 4 A M o(..-' NN g At

t =36 heures

21 20 19 18 17 16 15 14 13
f1 (ppm)

Figure 71 : Suivi cinétique par RMN 31P de la formation du dérivé phosphorodiamidique 2
(Spectres réalisés a partir d’un prélévement du milieu réactionnel dilué dans le toluéne)

Si I'on compare les deux méthodes de synthese, i.e. « one pot » ou en deux étapes distinctes
avec purification de I'intermédiaire 1, les rendements sont sensiblement identiques (de I'ordre de

50%), I'approche « one pot » permet toutefois de s’affranchir de I'étape de purification sur colonne
(Figure 72).

1) HN(CH,CH,Cl), . HCI, EtsN

9 PhMe, 0°C puis t.a., 25 h
Cl—P—-ClI
& 2) HN(CH,CH,CI), . HCI, Et;N \ al
PhMe, reflux, 44 h o)
1]
549% Cl—P-N
N
j o
Cl Cl cl
% HN(CH,CH,CI), . HCI, Et;N % /—/ HN(CH,CH,Cl), . HCI, Et;N / )
CI*I"*CI CI*I‘D*N £
cl DCM, 0°C puis t.a., 22 h cl PhMe, reflux, 72 h
Cl
67% 1 78%
Figure 72

: Conditions réalisées au laboratoire pour la synthése du composé 2 a partir du composé 1 ou de I'oxychlorure de
phosphore
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L'acide phosphorodiamidique 3 peut étre obtenu a partir de deux voies différentes (Schéma
7), a savoir : soit par hydrolyse d’un intermédiaire chlorure d’acide 4 instable?*#?%® (Méthode 8) soit
par hydrogénation de I'ester benzylique 5?° ou phénylique 6 correspondant3®> (Méthode 9).

cl
Q_\ 9
O-P—NH

HN
ol Cl \L
cl
o 5
n H,O 2 H, =
Cl—P—NH 2 HO-P-NH
HNI HNI
cl cl Cl
?
4 3 0—P—NH
HNI
cl

6

Schéma 7 : Voies d'acces a I'acide phosphorodiamidique 3 décrites dans la littérature

1. Hydrolyse d’un chlorure d’acide phosphorodiamidigue (méthode 8)

Plusieurs auteurs décrivent suivant des protocoles similaires, |'obtention des acides
phosphorodiamidiques chlorés ou bromés via I’hydrolyse du chlorure d’acide correspondant
(Tableau 16). Ce dernier est formé a basse température, en milieu basique, a partir de la 2-
chloroéthylamine ou 2-bromoéthylamine en présence d’oxychlorure de phosphore. Apres filtration
et évaporation, le brut est engagé dans la réaction d’hydrolyse dans un mélange eau / THF pour
donner l'acide phosphorodiamidique. Apres évaporation du THF, le produit est obtenu par
cristallisation lente a froid durant 1 nuit puis récupéré par filtration.

X X
XCH,CH,NH, . HX o o)
c&g—m Et;N c|JF‘LNH H,O/THF HO—;%—NH N=Cl:3
cl DCM, -10°C HNI HN\L
X X
Temps pour la 1% L,

X P é’t)ape Temps pour la 2¢™e étape ‘ Rendement
Br non donné non donné 27%3289
Br non donné 2h non précisé?%®
Br 2h 2h 40%294

Cl 2h 2h 46%294

Tableau 16 : Conditions et rendements décrits dans la littérature pour la synthese du composé 3 ou de son analogue bromé
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Ces conditions décrites dans la littérature ont été testées au laboratoire pour obtenir
I’analogue chloré 3. La cinétique de cette réaction a été suivie par RMN 3P (Figure 73). Aprés une
heure d’agitation, 'analyse du spectre RMN 3P indique : i) I'absence d’un signal & 4 ppm preuve que
I’oxychlorure de phosphore a été totalement consommé et ii) la présence de trois nouveaux signaux
a 19 ppm, 13 ppm et 9 ppm qui pourraient correspondre respectivement au produit attendu 4, au
produit de mono addition de I'amine sur I'oxychlorure de phosphore et a un composé de type
bisphosphoramidique 7, issu de la double addition de I'oxychlorure de phosphore sur la 2-
chloroéthylamine comme évoqué dans la littérature (9,44 ppm)%:.

Le mélange réactionnel a alors été filtré pour retirer les sels de TEA et concentré a
|’évaporateur rotatif sous pression réduite. Lors de cette étape, la température du bain-marie a été
maintenue a une température inférieure a 25 °C, sous peine de dégradation du produit qui se
traduisait par un brunissement de la solution. Un précipité correspondant a des sels de TEA a été une
nouvelle fois éliminé par filtration. Le filtrat a alors été évaporé a sec et contr6lé par analyse RMN
31p : |e signal du produit & 19 ppm restait majoritaire. Le brut a alors été dissout dans un mélange
THF/eau et agité pendant 2 heures afin d’hydrolyser le chlorure de phosphorodiamidyle 4 en acide
phosphorodiamidique 3. L’analyse du milieu par RMN 3P (Figure 73) a révélé la présence de divers
produits phosphorés dont un signal a 14 ppm pouvant, selon la littérature (14,17 ppm dans le DMSO-
ds)*®*, correspondre au dérivé désiré 3. Toutefois ce dernier ne représentait que 20% de I'ensemble
des especes phosphorées présentes.

OT o HE—
| | E le,
cl |.‘3 N P. cl : ererence
. ] clj cl : H;PO,
ci—p-ci t =0 minute [
cl Cl :
7 I
STV ARRNRE SN NI ST P e 3 ‘W
t=1 heure
I | "
---------- ‘#-------'
o .~ t=0minutes
Cl B N'/H aprés
HN N 7 .
évaporation
Cl I
4 A s o, A 15 51 A A bt N A e A e
t = 30 minutes
" - s ,..'\._r"/l.‘s«.. AW “"”".“\'\'q ovpisns
Cl
Q t =2 heures
HO-P-NH
HN.
i ) ) M’\ " LA il - PRSP - )W hb/‘w
Cl
3
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
29 27 25 23 21 17 15 13 11 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

19
f1 (ppm)

Figure 73 : Suivi cinétique par RMN 3P de la formation de I'intermédiaire chloré et de son hydrolyse pour donner le composé 3
(Spectres réalisés a partir d’un prélevement du milieu réactionnel dilué dans le solvant de réaction)
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Apres évaporation du THF, le milieu a été placé une nuit a 4 °C en chambre froide dans le but
de cristalliser le produit. Malheureusement, méme apres plusieurs tentatives, ces conditions
opératoires ne nous ont pas permis d’isoler I'acide phosphorodiamidique 3 et nous ont conduits a
envisager une nouvelle voie de synthese.

2. Hydrogénation d’un ester phosphorodiamidate (méthode 9)

La deuxieme méthode, dont les principales conditions décrites dans la littérature sont
résumées dans le Tableau 17, consiste a synthétiser I'ester phénylique ou benzylique de I'acide
phosphorodiamidique 3 et a déprotéger ce dernier par hydrogénation. La stratégie basée sur
I"utilisation d’un I'ester phénylique 6 met en jeu le dichlorophosphate de phényle commercial
comme produit de départ. Ce dernier est traité par la chloroéthylamine en présence de TEA a basse
température pour conduire a l'ester correspondant avec des rendements de 82% ou 75%. Ce
composé est ensuite hydrogéné en présence d’oxyde de platine comme catalyseur permettant
d’accéder a I'acide 3 avec des rendements de 44% pour la méthode de Gale3® et de 70% pour la
méthode de Lorenz et al’®. La seconde méthode nécessite de synthétiser extemporanément le
dichlorophosphate de benzyle intermédiaire en raison de son instabilité. Ce dernier, obtenu en
traitant I'oxychlorure de phosphore par de I'alcool benzylique, réagit avec deux équivalents d’amines
pour conduire a la formation de I'ester benzylique 5 avec un rendement de 37%%%°. L’ester est
ensuite hydrogéné sur colonne de palladium sur charbon, en présence de cyclohexadiene comme
source d’hydrogene, pour conduire a la moutarde chlorée 3 avec un rendement de 77%. Waligora et
Amedio quant a eux, ne purifient pas I'ester intermédiaire obtenu, ce dernier étant engagé apres
filtration du milieu réactionnel, directement dans I'étape d’hydrogénation en présence de palladium
sur charbon pour donner I'acide 3 avec un rendement de 74%.

Cl Cl
Méthode 9 2 0 lg NH [Ha] HO ﬁ NH
s I —p— —pP—
utilisant un 0-P-Cl — | _— |
- | HN HN
groupement Cl 1 \L
phényle ol ol

Méthode

Syntheése du précurseur

Rendement

Conditions

Rendement

d’hydrogénation

‘ Rendement

global

H,NCH,CH,Cl . HCI PtO,, Hy, 50 PSI

19 0, 4 4 4 0, 0,

Gale TEA, DCM, 0 °C, 18 h 82% EtOH a4% 36%
Lorenz et H,NCH,CH,CI . HCI o . o o

Weissler®% | TEA, PhMe, DCM, 0 °C puis t.a., 18 h 5% P10, Hz, -PrOH 70% 3%
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Méthode

Synthése du précurseur

‘ Rendement

Conditions
d’hydrogénation

‘ Rendement

Q. :

Méthode 9 0 797 " 797
utilisant un 0-P—Cl —_— O=P=NIR HO-P—NH

group : HN HN
roupement Cl \L 1
phényle

Rendement
global

H,NCH,CH,CI . HCI PtO,, H,, 50 PSI
19 [¢) 4 ’ ’ 0, 0,
Gale TEA, DCM, 0 °C, 18 h 82% EtOH a4% 36%
Lorenz et H,NCH,CH,CI . HCI o . 5 o
Weissler3® | TEA, PhMe, DCM, 0 °C puis t.a., 18 h 5% PtO2, Hy, I-PrOH 70% 3%
cl cl
Méthode 9 o Q—\ o [Hy] o
utilisant un c—p-ci  ———= OQNF"*NH -z, HongNH
groupement Cl \L 1
benzyle &
2 4
. \ . iti R
Méthode Synthése du précurseur Rendement , Condut’uons. Rendement et
d’hydrogénation global
Springer et 1) BnOH, TEA, CHCl5, -29°C, 1 h cyclohexadiéne
al.29 2) HaNCH,CH,CI . HCI 37% Pd/C, EtOH ! 77% 28%
TEA, CHCl3, -29 °C puis t.a., 2 h !
. 1) BnOH, TEA, ACN, -30°C, 1 h
VX:':;';;" 2) H,NCH,CH,CI . HCl Non purifié 5de/;' 't"; AlcsNh 74% 74%
TEA, ACN, -30 °C puist.a., 1 h e

Tableau 17 : Conditions de synthése décrites dans la littérature pour accéder a l'acide 3 par la méthode 2

Le meilleur rendement global obtenu est relatif a la séquence sans purification intermédiaire
au départ de l'alcool benzylique, décrite par Waligora et Amedio. Nous avons donc choisi cette
méthode pour la synthése du composé 3: I'ester intermédiaire 5 a été obtenu par réaction de
I"alcool benzylique avec I'oxychlorure de phosphore en présence de TEA dans le DCM a -78 °C suivi de
I’addition de chlorhydrate de 2-chloroéthylamine et de 4,5 équivalents de TEA. Aprés retour lent a 5
°C durant 15 heures, le composé 5 est isolé apres chromatographie avec un trés bon rendement de
85%. Cet ester 5 est ensuite hydrogéné dans le méthanol pour donner I'acide phosphorodiamidique
3 correspondant, de fagon quasi-quantitative (94%), aprés filtration et évaporation du milieu
réactionnel. Le produit est obtenu sous la forme d’un solide blanc extrémement hygroscopique.
L'hydrogénation réalisée extemporanément, avant chaque utilisation de 'acide 3 afin de pallier a
d’éventuels soucis de dégradation lors de sa conservation.

La formation de I'acide phosphorodiamidique a été confirmée par analyse de spectrométrie de
masse (ESI) avec la présence des signaux correspondant a lI'ion [M+H]*, m/z = 220,96 (valeur
théorique = 221,00) et a I'adduit sodé [M+Na]* m/z = 242,91 (valeur théorique = 242,98). Concernant
les analyses RMN et du fait de la faible solubilité de I'acide 3 dans les solvants deutérés usuels, le
spectre RMN du sel de TEA a été réalisé DMSO-ds et indique la présence d’un signal a 11,16 ppm,
attribuable au composé 3 selon les données issues de la littérature (11,9 ppm pour I'analogue
bromé)?%8,
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IIl. Voies d’acces envisagées pour I'obtention de dérivés de type 1-
alkyl-5-hydroxyméthyl-2-nitroimidazoles : synthese des composés 12
et 22

Pour obtenir les prodrogues fonctionnalisées en position N-1 et C-4, il était nécessaire au
préalable d’accéder aux précurseurs (imidazol-5-yl)méthanol correspondants 22 et 42 (Schéma 8).
Pour ce dernier, I'introduction de la chaine amine tertiaire pouvait étre réalisée par couplage de Stille
au départ du synthon 12. Il était donc nécessaire de concevoir une séquence réactionnelle
permettant de fonctionnaliser le cycle imidazole par un groupement nitro en position 2, une fonction
5-hydroxyméthyle en position 5 et un groupement alkyle en position 1.

|
N N
Kf A ozNT(/ OH
N \
p— OQN\(N
\
{_J ou
—N
\

O,N-N
\(’EIJ/\OH

22

12
42

Schéma 8 : Structure des trois précurseurs (imidazol-5-yl)méthanol, nécessaires pour I'obtention
des phosphorodiamidates 26, 45, 27, 47, 29 et 49

Les deux dérivés imidazoliques 22 et 12 possedent des substituants de nature et de position
identiques. Quatre voies de rétrosynthéses sont possibles pour obtenir ce type de composé a partir
d’un imidazole fonctionnalisé (Schéma 8):

e Lavoie A : requiere une fonctionnalisation en C-5.

e Lavoie B: nécessite d’'introduire une fonction nitrée en C-2.

e Lavoie C: met en ceuvre une alkylation régiosélective en N-1.

e Lavoie D : aucune fonctionnalisation requise apres création du cycle imidazolique.

groupement alkyle

groupement nitro H groupement précurseur
~ < ) - d'alcool primaire
N
; ; § :

O,N R' O,N R' OoNs N~ R’

2\(J «J/ 2\(] 2 « /7_

N N N N-~
Voie A Voie B Voie C Voie D
fonctionnalisation fonctionnalisation fonctionnalisation synthése de novo

en position 5 en position 2 en position N-1 de I'nérocycle

Schéma 9 : Rétrosynthéses pour accéder a imidazole substitué en positions N-1, 2 et 5
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1. Fonctionnalisation en position 5 d’un imidazole disubstitué en 1,2 (voie A)

Les seuls exemples de la littérature de fonctionnalisation d’un imidazole en position 5 sont
réalisés avec des 1-N-alkylimidazoles ou 5-halogéno-1-N-alkylimidazoles grace a un couplage
palladié3®®3%, Le groupement introduit est toujours éthylénique ou aromatique et n’est en aucun cas
un précurseur d’alcool primaire. De plus, aucune réaction dans la littérature ne permet l'introduction
régiosélective d’'un groupement en position C-5 sur un 1-N-alkyl-2-nitroimidazole. La voie A a donc
été écartée.

2. Fonctionnalisation en position 2 d’un imidazole disubstitué en 1,5 (voie B)

Lorsque I'atome d’azote de I'imidazole est substitué en position 1, la nitration par un mélange
sulfonitrique conduit a la formation de divers produits mono, di et tri-nitrés, principalement en
positions 4 et/ou 5 imidazoliqgue (Schéma 10)*°, L’utilisation du tétrafluoroborate de nitronium
comme agent de nitration permet d’une part de limiter le nombre de produits formés et d’autre part
d’accéder au 2-nitroimidazole désiré. Toutefois, le rendement obtenu (6%) est insuffisant pour que
cette méthode soit choisie comme voie de synthése préférentielle.

\ \ \ \ \ \
OZN\(NJ (N (N NO, (N NO, OZN\(N OZN\(N NO,
) v L) W \

N NJNOZ N N—Z/ NJ NI

\ NO, NO, NO,
N HNO3, H,S0,
W 0% 25% 13% 5% 2% 1%
N 110-120°C, 2 h
\
N NO,BF,
W 6% 0% 0% 37% 0% 13%
N 115°C, 2 h

Schéma 10 : Produits de nitration obtenus en utilisant un mélange sulfonitrique ou le tétrafluoroborate de nitronium sur le
1-N-méthylimidazole310

Une autre méthode est décrite dans la littérature par Davis et al. permettant I'introduction
d’un groupement nitro sur un imidazole substitué en position 1 ou disubstitué en position 1-4 avec
un motif trés proche de celui des deux alcools désirés 22 et 12 (Schéma 11)3%. Cette réaction
consiste a déprotoner le cycle en position 2 au moyen d’une base forte (e.g. n-butyllithium) puis de
faire réagir le carbanion formé avec le nitrate de propyle pour donner le 2-nitroimidazole
correspondant. Les structures contiennent en position 1 un groupement trityle qui sert de protection
de I'atome d’azote et peut aisément étre retiré en milieu acide. Davis et al. ont démontré que la
réaction fonctionne, méme en présence d’une fonction alcool non protégée, ol un équivalent
supplémentaire de n-butyllithium est additionné pour compenser sa basicité. Le 4(5)-hydroxyméthyl-
2-nitro-1H-imidazole a été obtenu avec un rendement de 29%3!!. Toutefois, méme si cette méthode
est efficiente dans ce cas ou I'imidazole est 1-4 di-substitué, elle ne semble pas utilisable lorsqu’il est
substitué en position 1-5. Cela a été démontré par Jin et al. oU, aprés essai des conditions de Davis et
al., aucune réactivité de nitration n’a été observée avec ce type de composé (Schéma 11)8,

93



Résultats et discussion

Tr 1) n-BulLi Tr
N THF, 0°C puis ta., 2 h N HCI/EtOH M
< OzN\«J OzN\(N
N 2) n-PrONO, N ta., 18 h IEIJ
THF, ta, 1h L 25.50°

Tr 1) n-BuLi
N THF, 0°C puis t.a., 2 h HCI/EtOH

Tr
. g
OoN OoN
« \( 2
N—Z» 2) n-PrONO, N—Z» ta., 18 h \,(11 /
OH THF, ta.,1h OH OH

29%

Jin et al.

1) n-BuLi
THF, -78°C

\ \
N N
d OTBS N 02N~
NJ/\ 2) i-PrONO, N \EJ/\OTBS

-78°C puis -40°C

Schéma 11 : Introduction du groupement nitro par voie électrophile en position C-2 sur l'imidazole protégé en position N-
1118311

Il semble donc que I'introduction d’un groupement nitro en position 2 ne soit pas possible avec
un imidazole substitué en position N-1 et C-5. La voie B a donc également été écartée.

3. Fonctionnalisation en position 1 d’un imidazole disubstitué en 2 et 5 (voie C)

Comme I'a démontré Davis et al., l'obtention d'un synthon 2-nitro-1H-imidazo-4(5)-
yl)méthanol est réalisable. Ce composé pourrait ensuite étre alkylé en position N-1 pour donner les
composés 22 et 12.

La principale difficulté de cette stratégie d’alkylation réside dans la régiosélectivité d’une telle
réaction. En effet les imidazoles monosubstitués en C-4 sont connus pour s’isomériser en dérivés
substitués en C-5 et vice versa (Schéma 12). Cet équilibre est régit par la tautomérie annulaire
prototropique entre les deux atomes d’azote du cycle imidazole.

H H
N N N_ s
G~
R R

Schéma 12 : Isomérisation par tautomeérie d’un imidazole substitué en position C-4 ou C-5

Par exemple, I'alkylation du 2-nitro-4(5)-méthyl-1H-imidazole avec un bromure d’allyle

2

substitué conduit a la formation d’'un mélange d’isoméres méthylés en positions C-4 et C-5
(respectivement de 60% et 15%) (Schéma 13)3*2,

\ \
N >JBr ;/ N
O:zN O,N O,N
2 \« / 2 \( / . 2 \(J/
N acétone, t.a., 15 h N N

60% 15%

Schéma 13 : N-alkylation du 2-nitro-4(5)-méthyl-1H-imidazole donnant les deux isoméres substitués en position
C-4 et en C-53%2
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Il est toutefois possible d’orienter la régiosélectivité de la réaction en chauffant le mélange
d’isomeres en présence du méme agent alkylant. Pour une question d’encombrement stérique, le
plus stable des deux isomeres est obtenu, c’est-a-dire I'imidazole substitué en position 4 comme cela
a été démontré pour I'alkylation du 4-iodoimidazole (Schéma 14)313,

RX
R R R
5-10% mol |
( NaH 0°C, DMF N - N ( o mol) N
i RX 0° puis t.a. ,EIJ/ \_/ DMF, 75°C \_J
86-96% ' 80-95% |

RX = BnBr, SEMCI, MOMCI

Schéma 14 : Conversion d’un mélange d’iodoimidazoles substitués en C-4 ou C-5 en isomere substitué en position 4 par
chauffage en présence de I'agent alkylant313

Une autre stratégie a été décrite par Chen et al. a partir de bases fortes
organomagnésiennes®4. Ainsi le 5-cyano-1-méthylimidazole a été obtenu aprés alkylation du 4-
cyanoimidazole par l'iodure de méthyle, en présence de chlorure de 2,2,6,6-
tétraméthylpipéridine(TMP)amidure de magnésium, avec un rendement de 74% (Schéma 15). Cette
alkylation régiosélective semble cependant plus difficile avec d’autres agents alkylants comme le
bromure d’allyle (35%) sur le 4(5)-phénylimidazole en présence de chlorure de méthylmagnésium,
qui nécessite de surcroit un chauffage aux micro-ondes.

«N% 1) TMPMgCI (1,1 éq.), THF, ta., 30 min ,\‘, N
va
2) CHyl (1,5 6q.), 70°C, 20 h N
4%

Schéma 15 : N-alkylation du 4-cyanoimidazole donnant I'isomere substitué en position C-5314

En résumé, pour obtenir les synthons 22 et 12 polyfonctionnalisés en N-1, C-2 et C-5, aucune
des trois voies A, B et C précédentes n’est exploitable. Il est donc nécessaire d’élaborer une voie de
synthése de novo du cycle imidazole, directement fonctionnalisé en N-1, C-2 et C-5 par les
groupements désirés ou leurs précurseurs.

4. Syntheése de novo du cycle imidazole (voie D)

Les principales méthodes de synthése permettant d’accéder au cycle imidazole sont décrites
dans le Schéma 16.
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Debus-Radziszewski
H Oy R" Weidenhagen
Marckwald
R—Q H  HO__R"
R' = SH, NH, 3 e} 07 R R'—<\
HN__R™ .
R o 07 R
\\\ R-NH, + NH,OAc
NooT R R-NH; + NH4OAc
\ H / catalyse au cuivre
tilisati g . NH X R"
utilisation - - . N voie
d'isonitriles \\\N+ c — R \( ) R — H—<\ j/:
et N o o) " Bredereck
d'une catalyse R" R" _ R=R'=H
au cuivre X =0, Br, OH, OAc
R'=R"=H / M \
N R"™ R”NVR'”
R._Cl R ‘ . pTs
\ NH, -
N= 0 0
: R" R'A{ R™ van Leusen
catalyse au palladium R"
utilisation

d'alpha-amido cétone
Schéma 16 : Principales voies d’accés au cycle imidazole polyfonctionnalisé315-323
Concernant I'acces direct a un motif 2-nitroimidazole :

- Lesvoies D et G ne permettent pas d’accéder a une fonctionnalisation en position 2.

- Les voies A, B, C, E et F mettraient en jeu des dérivés nitrés du formaldéhyde, du
chloroformiate ou d’un formamide qui ne sont pas référencés dans la littérature car surement
trop instables.

- la voie H impliquerait l'utilisation de nitrocyanure, composé décrit comme extrémement
réactif par Rahm et al. et dont la synthése est réalisée a -196 °C3%.

En conclusion, aucune de ces voies ne permet d’introduire directement en position 2 le
groupement nitro lors de la création du motif imidazole. Il doit donc impérativement étre introduit
par le biais d’'une autre fonction comme la fonction amine. La cyclisation de Marckwald, voie H,
permet ce type d’approche conduisant aux (2-amino-1-N-alkyl-1H-imidazo-5-yl)méthanols.

Deux syntheses utilisant une cyclisation de Marckwald sont retrouvées dans la littérature. Dans
les deux cas, le groupement nitro est introduit par diazotation d’'un groupement amine en position
2:

1118 la diazotation est réalisée dans les

e Pour la premiere synthése, décrite par lJin et a
conditions de Sandmeyer a partir de I'amine aromatique, elle-méme provenant d’un
groupement azoture introduit sur I'imidazole par voie électrophile (Figure 74). Cette synthese
a été réalisée au départ du 5-{[(tert-butyldiméthylsilyl)oxy]méthyl}-1-N-méthyl-1H-imidazole.
Mais ce dernier composé n’est pas commercial et doit étre synthétisé selon une séquence en
trois étapes décrite par de Figueiredo et al.3?>, et basée notamment sur une cyclisation de

Marckwald a partir du dimere de la 1,3-dihydroxyacétone, de méthylamine et de thiocyanate
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de potassium. Cette séquence réactionnelle en 7 étapes permet d’accéder au composé 12 avec
un rendement global de 18% (Figure 74).

OH OH

(0}
jJ KSCN, CH3NH, . HCI, AcOH HS [L
o , X oH
HO OH n-BuOH, ta,, 3j N

62%

. NaNO,, HNO; (2,4 M)
5% ta., 6h

TBDMSCI, imidazole

q ,L { 'L
\ \J/\OH
N~/7/\OTBDNIS DMF, ta.2h N J

91%

1) n-BulLi
2% THF, -78°C, 1 h
2) TsNj

THF, -78°C, 1 h

jco

\
N HCI (1N), MeOH

\
Ng\( N N
\J/\OTBDMS 3 J/\
N ta,4h \il // ©OH

H,, PdiC
96% MeOH, ta., 1h

1) NaNO,, HBF, (40%)

\
N \
ON~(¢ H,0, -15°C, 30 min N
\ OH e ’ HoN
NJ/\ 2 \ilj/\OH

2) Cu, NaNO,
12 H,O,ta., 1h
Rendement global 61%

18%

Figure 74 : Conditions de la littérature permettant I'accés au composé 12 (d’aprés de Figueiredo et al. et Jin et al.)118325

e La seconde voie, décrite notamment par Matteucci et al.?®° et O’Connor et al.?%%32, est la
plus documentée dans la littérature pour accéder au composé 12, obtenu avec des
rendements de 10% a 54% a partir de I'ester éthylique ou méthylique de la sarcosine en 7
étapes (Schéma 17). Elle a notamment été développée pour la synthése du TH-3022% par la
société Threshold Pharmaceuticals. Cette méthode est la plus utilisée dans la littérature pour
accéder a des prodrogues possédant ce type de gachette?6%270:289,298,322326327 ot ogt |3 seule 3
notre connaissance qui, grace a la cyclisation de Marckwald, permet de fonctionnaliser
I’'hétérocycle en positions N-1, C-2 et C-5 avec les substituants envisagés. C'est cette
séquence réactionnelle plus avantageuse en termes d’étapes et de rendements, qui a donc
été choisie pour la synthése du composé 12 et ensuite adaptée a celle du composé 22. Elle va
étre développée plus en détail dans le paragraphe suivant.
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IV. Synthese du précurseur 12

La synthése du composé 12 est décrite dans la littérature en 7 ou 8 étapes a partir du dérivé N-
méthylé de la glycine (appelé sarcosine) via la formation de I'intermédiaire clé 2-aminoimidazole 9.
La maitrise de cette voie d’acces est primordiale puisqu’elle devra étre transposée a la synthése du
composé 22.

2 étapes

o] 5 étapes

| e |
H N N
—_ HyN O,N
N 2
- \)kOH \(k‘f(OEt 3 étapes ’ \(’LJ/\OH
9

sarcosine
= 12

Schéma 17 : Voie de synthése utilisée pour accéder au composé 12

A. Estérification de la sarcosine

La sarcosine a été estérifiée par la méthode de Fisher utilisant une catalyse acide3?® (Schéma
18).

o SOCI, EtOH
H 2,
/N\)kOH
-10°C puis 55°C, 2 h

sarcosine quantitatif

b O
N .
N - e

8-HCI

Schéma 18 : Estérification de la sarcosine

L'acide qui a été utilisé est le chlorure d’hydrogene généré in situ par addition a froid de
chlorure de thionyle dans I'éthanol absolu. Ainsi le sarcosinate d’éthyle 8-HClI a été obtenu sous
forme de chlorhydrate analytiquement pur avec un rendement quantitatif (n = 4).

B. N-Formylation, C-formylation, N-déformylation et cyclisation de Marckwald a
partir du composé 8-HCl

La synthese de I'aminoimidazole 9 a été décrite en quatre étapes par Matteucci et al.
(Schéma 19)%° : (1) une réaction de N-formylation réalisée a partir du chlorhydrate de sarcosinate de
méthyle, (2) une C-formylation sur le carbone en alpha de I'ester, (3) une N-déformylation en milieu
acide, (4) une réaction de cyclisation de Marckwald au départ de I'a-aminoénol obtenu et de
cyanamide pour donner in fine le 2-aminoimidazole 9. Ces trois derniéres étapes sont réalisées sans
isoler les différents composés intermédiaires. Concernant la premiéere étape de N-formylation, elle
peut étre réalisée indépendamment en utilisant une base faible (carbonate de potassium) avec un
rendement de 81 %% ou 54%%”°, ou alors de facon concomitante avec I'étape de C-formylation en
utilisant une base forte (comme I’hydrure de sodium). Concernant les rendements totaux, seul celui
relatif a la seconde alternative est donné par Matteucci et al. a savoir 48%.
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HCO,Et, NaH (60 %)

~N-_COMe 0°C puis t.a., 1 nuit

HCO,Et, K,CO4

0,
EtOH, t.a., 1 nuit Bl

H\fo
_N.__CO,Me
H HCO,Et, NaH (60 %) ]/
_N._COMe « Hc Na'~0
0°C puis t.a., 14 h
HCI (37 %)
48% EtOH, reflux, 1 h-1h 30

| (0]
H
N
H.N NH,CN, AcOH/AcONa N_ _CO,Et
2 \iﬂoa e ]/ 2

H,0, 95°C, 1 h
2 HO

9

Schéma 19 : Conditions d'acces au composé 9 décrites par Matteucci et al.??

Peu apres le début de ces travaux de these, deux articles ont été publiés par O’Connor et al.
sur I'optimisation de cette synthése en raison des difficultés de mise en ceuvre et du manque de
reproductibilité observées?®®322 ;

e La premiére optimisation concerne le type d’ester utilisé : il semble préférable d’utiliser un
ester éthylique plutét que méthylique, plus soluble dans le milieu lors des étapes de
formylation ; ce qui est d’autant plus marqué lors de I'ajout de THF anhydre comme co-
solvant. Le THF permet également de mieux contrdler la température de la réaction qui est
exothermique.

e La deuxiéme optimisation concerne |'étape de cyclisation. Afin de limiter une hydrolyse

potentielle de la fonction ester, le pH de la solution est ajusté a 3 par ajout d’une solution
aqueuse d’hydroxyde de sodium.

Ces optisations sont résumées dans le Schéma 20 et les conditions opératoires détaillées sont
décrites Tableau 18.
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Méthode de Matteucci et al.

e DY
H.__O
H HCO,Et, NaH (60 %) _N__CO,Me
_N._COMe o Hci c i ]/
0°C puis t.a., 16 h Na* "o
HCI (37 %)
EtOH, 90°C, 2 h
10-25Y9
r\‘J 7 H CO,Et
HoN NH,CN, AcOH/AcONa ~ 2
? \(’L /I OEt 2 ]/
H20 HO
100°C, 1 h 30
9
Méthode d'O'Connor et al.
H__O
H HCO,Et, NaH (60 %) _N__CO,Et
_N__COzEt « HCI ]/
THF, 0°C puis t.a.,, 3 h -
8-HCI Na“ o
HCI (37 %)
48-54% EtOH, 90°C, 2 h
0o H
W ,L NH,CN, pH = 3,0 _N___CO,Et
C T okt ]/
N EtOH/H,O (70/30)
100°C, 1 h 30 HO
9

Schéma 20 : Conditions optimisées par O’Connor et al. pour I'obtention du composé 9 a partir du composé 8-HCI?93322

Conditions 1 Conditions 2 Conditions 2 utilisées au

de Matteucci et al. d’0’Connor et al. laboratoire

H
. . H N CO,Et * HCI

. NN 2
produit de départ _N._CO,Me * HCI 8HC]

1ére étape : N et C-formylation

nombre d’équivalents

d’hydrure de sodium 23 10 4>
HCO,Et/THF (v/v) 100/0 50/50 50/50
temps 16 h 3h 4h
température ambiante ambiante ambiante

2¢re étape : N-déformylation

nombre d’équivalent
d’acide chlorhydrique 1,0 7,5 6,0
concentré (37%)

solvant éthanol éthanol éthanol
temps 2h 2h 3h
température reflux reflux reflux
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3&me étape : cyclisation de Marckwald

nombre d equlyalents de 18 ) )
cyanamide
tampon acide
PH acétique/acétate de sodium 3 3
solvant tambon éthanol/eau éthanol/eau
P (70/30, v/v) (70/30, v/v)
temps 1h30 1h30 2h15
température reflux reflux reflux
rendements moyen 10-25% (n =5) 48-54% (n = 5) 67 +£11% (n=4)

Tableau 18 : Conditions opératoires issues de la littérature ou réalisées au laboratoire pour I'obtention de I'aminoimidazole
9269,298,322

Concernant I'étape de diformylation du composé 8-HCI, elle a été réalisée en présence de
formiate d’éthyle comme agent de formylation et d’hydrure de sodium et s’est avérée capricieuse,
comme rapporté par O’Connor et al. 2%8. Lors de cette réaction nous avons pu observer que :

e ['utilisation du chlorhydrate 8-HCl qui restait en suspension et sédimentait au fond du ballon
empéchait I'obtention d’un milieu homogéne. Ce probléme ne se posait plus des I'addition du
premier équivalent de base qui consommait le chlorhydrate, et conduisait au passage de
|'amine en phase organique ;

e une absence de changement de couleur et de dégagement gazeux persistant au premier ajout
d’hydrure, était caractéristique de I'absence d’initiation de la réaction, la réaction nécessitait
alors d’étre initiée par voie thermique ;

e une addition trop rapide de I'hydrure pouvait conduire a un risque d’emballement de la
réaction difficilement maitrisable (augmentation de la température et du volume de
dihydrogene libéré).

En fin de réaction, aprés évaporation, une gomme visqueuse marron a été obtenue. Cette
synthése peut étre conduite sur une échelle de 30 a 40 grammes si la phase d’initiation de la réaction
est correctement maitrisée.

L'étape de N-déformylation a été réalisée par hydrolyse acide en présence d’acide
chlorhydrique concentré. Le chlorure de sodium formé durant la réaction a été éliminé par filtration
a chaud du brut réactionnel. Apres évaporation, I'a-aminoénol a été obtenu sous la forme d’'un
liquide vert.

La derniere étape consistait en la cyclisation de Marckwald proprement dite entre I'a-
aminoaldéhyde et le cyanamide, en milieu acide hydroalcoolique. La premiére phase de ce
mécanisme (Schéma 21) est I'attaque de I'amine secondaire sur le carbone du cyanamide déficitaire
en électrons formant, aprés protonation, une guanidine. Cette derniére attaque I’aldéhyde pour
conduire, aprés déshydratation, a la fermeture du cycle. Une prototropie intramoléculaire permet
alors de transférer le proton en alpha de I'ester sur I'atome d’azote exocyclique pour conduire au
cycle imidazole souhaité.
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Schéma 21 : Mécanisme proposé pour 'obtention du composé 9 par cyclisation de Marckwald3??

En fin de réaction, le milieu a été concentré sous vide et refroidi dans un bain d’eau glacée
avant alcalinisation, pour précipiter le composé 9 qui a été récupéré par filtration. Il a ensuite été
séché sous vide et le filtrat extrait a I'acétate d’éthyle. Le brut obtenu a été purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice permettant d’obtenir une seconde fraction de produit
mais qui ne représentait que 1% du rendement final. Lors des essais suivants, seule I'étape de
précipitation a été conservée.

Les caractéristiques spectrales sont en accord avec la structure de I'imidazole 9 :

e L’analyse du spectre RMN 'H montre la présence d’un singulet & 7,27 ppm intégrant pour un
proton caractéristique du proton H-4 imidazolique ainsi qu’un singulet élargi a 6,14 intégrant
pour deux protons correspondant a ceux de I'amine.

e |’analyse du spectre RMN C montre la présence de 3 signaux caractéristiques a 154,27,
136,02 et 116,88 ppm attribuables respectivement aux carbones C-2, C-5 et C-4 aromatiques.

e |’analyse du spectre IR montre des bandes de vibration a 3390 et 3119 cm™ correspondant aux
élongations des liaisons N-H respectivement antisymétrique et symétrique d’une amine
primaire.

Cette synthése menée au départ du composé 8-HCl a permis d’accéder au composé 9 avec un
rendement de 67 + 11% (n =4), comparable a celui donné dans la littérature (i.e. 50%)>%%322,

En raison du caractére parfois hasardeux de cette étape de diformylation utilisant une grande
quantité d’hydrure de sodium, la méthode consistant a isoler le produit intermédiaire de N-
formylation 10 a également été évaluée. La synthese du composé 10 a partir du composé 8-HCl a été
réalisée par la méthode de Matteucci et al.?®. Les rendements obtenus de 82-83 % (n =2) sont
comparables a ceux de la littérature (i.e. 81%). Le composé 9 a ensuite été obtenu avec un
rendement de 60 + 7% (n =5) a partir du composé 10 selon la méthode optimisée par O’Connor et al..
Cette séquence en deux étapes distinctes apparaissait donc comme moins intéressante en termes de
rendements.

102



Résultats et discussion

1) HCO,Et, NaH (60 %)

HCO,Et, K,CO3 H\fo 2) L%?(é?%?,haow reflux, 2 h
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Schéma 22 : Voies de synthese réalisées au laboratoire pour |'obtention du 2-aminoimidazole 9 a partir du composé 8-HCl

Deux voies d’acces au dérivé nitré 11 par réaction de diazotation de I'amine 9 sont décrites
dans la littérature :

e Voie 1, directement en traitant I'amine par un excés de nitrite de sodium dans I’acide acétique
avec des rendements oscillant 58-75%?289:298:302,322,330,

e Voie 2, indirectement en isolant le sel de tétrafluoroborate de diazonium, obtenu par
diazotation de I'amine dans I'acide tétrafluoroborique, puis en traitant ce dernier par une
solution de nitrite de sodium en présence de cuivre (0) avec des rendements de 27 & 53%3263%7
(conditions de Sandmeyer).

La voie 1 étant la plus largement décrite dans la littérature et offrant les meilleurs rendements,
elle est celle que nous avons retenue pour la synthese du composé 11. Avec cette méme voie
d’acces, deux conditions opératoires sont retrouvées dans la littérature et sont regroupées dans le
Tableau 19.

L2 NaNO, AcOH h‘; ?
N aNOy AC
HyN g O,N
2 \(JAOEt 2 \(ﬂOEt
N H,O N
9 11

Température % acide acétique dans I’eau (en Rendement de la
P volume) littérature
-, . . . 58%27°, 62%289,
Conditions 1 0°C puis t.a. 1 nuit 40 7504302,330
Conditions 2 t.a. 4h 66 729298322

Tableau 19 : Conditions opératoires décrites dans la littérature pour réaliser la diazotation du composé 9

Les conditions 1 appliquées au précurseur 9 ont conduit au dérivé 11 avec un rendement
moyen de 35 + 12% (n = 6). Face a ce faible rendement, les conditions 2 ont alors été évaluées avec
une légére modification consistant a additionner I'amine 9 a 0 °C avant retour a température
ambiante. Egalement et sans explication particuliere, un rendement modéré de 40 + 6% (n = 11)
(Schéma 23) a été observé.
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Schéma 23 : Conditions 2 retenues pour la diazotation du composé 9

L'introduction du groupement nitro est notamment visible aprés analyse du spectre RMN *H
par un glissement du signal du proton aromatique vers les champs faibles de 0,5 ppm
comparativement au précurseur aminé 9 (i.e. 7,78 ppm versus 7,27 ppm). L'inverse est observé apres
analyse du spectre RMN 3C pour le signal relatif au carbone C-2 (i.e. 154,27 versus 147,61 ppm).
L’analyse du spectre infrarouge indique également la présence de bandes a 1486 et 1364 cm™
relatives aux vibrations d’élongation antisymétriques et symétriques du groupement nitro.

D. Réduction de I'ester 11 en alcool 12

Afin d’obtenir I'alcool 12, trois méthodes de synthese sont décrite dans la littérature a partir
de l'ester nitré 11 (Schéma 24) :

e Réduire la fonction ester avec le borohydrure de sodium (voie A)**®3?% : méme si la réduction
des esters n’est généralement pas permise avec ce réducteur, elle peut se faire lorsqu’un
groupement électroattracteur est présent soit sur le carbone en alpha (série aliphatique) soit
en ortho ou para (série aromatique) de la fonction a réduire 33133,

e Réduire la fonction ester avec le borohydrure de lithium (voie B) 325327 : ce réducteur plus
puissant que son analogue sodé permet de réduire les esters en épargnant les groupements
nitrés.

e Saponifier la fonction ester et convertir I'acide en anhydride mixte avant réduction par le
borohydrure de sodium (voie C)*"°%° : |’alcool peut étre obtenu en deux étapes, via I'acide
carboxylique correspondant, activé sous forme d’anhydride mixte avant réduction.
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Schéma 24 : Voies d'acceés a I'alcool 12 décrites dans la littérature a partir de I'ester 11270.289,298,322,326,327

La voie C semble la plus optimale en terme de rendement global (84%) pour obtenir le
composé 12, précurseur de l'alcool 42. En revanche l'utilisation de cette voie pour accéder au
composé 22, qui comporte une fonction amine tertiaire, conduirait a la formation d’'un aminoacide,
plus difficile a isoler du milieu réactionnel. Aussi les voies de réduction de I'ester en une étape (voie A
ou voie B) ont été privilégiées pour ce composé.

1. Réduction avec le borohydrure de sodium (voie A)

Aprés essai de ces conditions au laboratoire a partir de I’ester 11, une impureté non identifiée
était visible en CCM, proche en termes de rapport frontal de I'alcool 12. Malgré plusieurs essais de
purification par chromatographie sur colonne nous n’avons pu isoler une fraction pure de I'alcool.
Cette méthode a donc été abandonnée.

2. Réduction avec le borohydrure de lithium (voie B)

Les protocoles faisant état de cette méthode de réduction utilisent le borohydrure de lithium
en suspension dans de THF anhydre et permettent d’obtenir I'alcool 12 avec 33%%?’ et 57%3%° de
rendement.

Cette méthode a été adaptée au laboratoire. Tout d’abord, le borohydrure de lithium a été
généré in situ dans le THF en traitant le borohydrure de sodium par le bromure de lithium. De I'eau a
ensuite été ajoutée au milieu, pour rendre la solution homogéne, suivi de méthanol afin d’augmenter
I'efficacité du borohydrure de lithium?333 et améliorer la miscibilité du mélange THF/eau.

Les essais réalisés au laboratoire ont permis de déterminer les conditions suivantes pour
I’obtention du dérivé 12 a savoir : 3 équivalents d’hydrures associés a 3 équivalents de sels de lithium
en utilisant une proportion THF/eau 95/5 (v/v) + 5% du volume de solvant en méthanol. La réaction
doit impérativement étre conduite a froid dans un bain d’eau glacée et la température maintenue
en-dessous de 10 °C durant I'ajout de la solution réductrice. A la fin de I'ajout, le retour a
température ambiante doit étre progressif pour éviter une surchauffe du milieu (réaction
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exothermique). Dans le cas contraire, la réaction conduit a de nombreux sous-produits, dont certains
ont pu étre identifiés comme étant les esters méthyliques et éthyliques du produit dénitré, obtenus

en mélange. Leurs structures ont été confirmées tant par I’analyse des spectres RMN H (Figure 75),
13C que par HRMS (spectrométrie de masse haute résolution).
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Figure 75 : Spectre RMN H d’un mélange d’esters méthylique et éthylique dénitrés, sous-produits de la réduction du
composé 11

La purification du produit 12 a été réalisée par chromatographie sur colonne de gel de silice,
surmontée d’'une couche de Célite 545® afin de piéger les sels de bore présents dans le brut
réactionnel. Cette méthode de réduction conduit a un rendement de 67 + 6% (n = 4) (Schéma 25),
supérieur donc a ceux décrits dans la littérature (33% et 57%)32%3?’. Toutefois, il est nécessaire de

réaliser un contréle strict de la température du milieu réactionnel sous peine de voir chuter le
rendement (<30%).

En RMN !H, la disparition du quadruplet a 4,35 ppm et du triplet & 1,32 ppm initialement
présents sur le spectre du précurseur 11, au profit de I'apparition d’'un doublet a 4,55 ppm et d’un

triplet a 5,46 ppm, intégrant respectivement pour deux et un proton, signe la réduction de I'ester en
alcool primaire.

THF/MeOH/H,0
0°C puis t.a.,, 19 h

\ o) \
N NaBH,, LiBr N
O,N 4 O,N
2 \(ﬂOEt \(J/\OH
N N
1

67% 12

Schéma 25 : Conditions utilisées au laboratoire pour la réduction de I'ester 11 par le borohydrure de lithium
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3. Réduction via le passage par I'acide carboxylique (voie C)

Le nitro-ester 11 a été saponifié en nitro-acide carboxylique 13 puis réduit en alcool 12
(Schéma 26). La saponification du composé 11 a été réalisée en milieu aqueux avec de I'"hydroxyde de
sodium. Aprés acidification du milieu réactionnel, le produit a précipité et a été récupéré par
filtration. Il a ensuite été lavé avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique a 1 M pour retirer les
traces d'impuretés minérales. Cette étape a permis d’isoler une fraction du produit pur de I'ordre de
70%. Le filtrat a été extrait pour récupérer une seconde fraction du produit (environ 20%). Les deux
fractions ont été séchées sous vide pour éliminer toute trace d’eau dont la présence est proscrite
pour la réaction suivante. Ainsi, I'acide 13 a été obtenu apres saponification avec un rendement
excellent de 93 + 7% (n = 4) en accord avec ceux de la littérature (89%-95%)270.289.2%8,

Ce dernier a été mis en réaction avec du chloroformiate d’isobutyle en milieu basique a basse
température (-40 °C). L’anhydride mixte obtenu a été ensuite réduit par addition de borohydrure de
sodium et d’eau libérant I'aldéhyde correspondant et du carbonate d’isobutyle. Ce dernier, instable,
se décompose en dioxyde de carbone et en isobutanol. L’aldéhyde va ensuite étre facilement réduit
par le borohydrure en excés. L'addition d’eau dans le milieu réactionnel doit se faire tres
progressivement sur 1 heure en veillant a ne pas dépasser -10 °C. Apres traitement, le milieu
réactionnel a été purifié sur un lit de silice. Aprés évaporation, le produit a été précipité dans I'éther
diéthylique puis récupéré par filtration pour conduire a alcool 12 avec un rendement reproductible
de 76 £ 2% (n =5).

1) i-BUOC(O)CI, EtsN

\ 0 \ 0 \
N NaOH (1 M) N THF, -40°C, 1 h 30 N
ON ON ON
\ﬁﬂoa \(ﬁf(OH - \ilJ/\OH
n 13

H20, ta., 15 h 2) NaBH, H,0
93% -15°C puis t.a., 1h 30

76% 12

Schéma 26 : Conditions utilisées au laboratoire pour la synthése et la réduction de I'acide 13

Ainsi le rendement global sur les deux étapes de synthése (saponification + réduction) est de
69%. Ce rendement est similaire a celui obtenu avec la voie B utilisant le borohydrure de lithium (i.e.
67%, Schéma 25). Bien que le passage par I'acide 13 ajoute une étape de synthese, cette méthode
est simple a mettre en ceuvre et plus robuste. Ainsi, cette séquence réactionnelle a été considérée
comme la voie d’acces privilégiée pour I'obtention de I'alcool 12.

En résumé, le rendement global de la synthése du composé 12 a partir de la sarcosine est de
19% sur 7 étapes (Schéma 27). L'optimisation des différentes étapes nous a permis d’accéder au
synthon clé 12 en quantité suffisante pour produire le composé « hit » ICF05016 a I’échelle du
gramme, conditions indispensables pour les études pharmacologiques sur modele animal. Ces
travaux ont fait 'objet d’une publication a laquelle j'ai été associé, dans le journal Oncotarget en
20163%%,
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Schéma 27 : Séquence réactionnelle globale mise en ceuvre pour I'obtention du composé 12 depuis la sarcosine

L'optimisation de cette séquence réactionnelle a mis en lumiére les points critiques de chaque
étape. Ce recul s’est avéré tres utile lors de la synthese du composé 22, obtenu selon une voie
similaire, a partir de la 3-(N,N-diméthylamino)propylamine.

V. Synthese de "alcool 22

L'alcool 22 a été synthétisé en 7 étapes a partir de la 3-(N,N-diméthylamino)propylamine.
Cette voie d’accés comprend une étape de cyclisation de Marckwald pour donner I’aminoimidazole
20 qui a été converti en 1-N-méthyl-2-nitro-imidazoylméthanol N-1 substitué 22 (Schéma 28).

\ \
K( . :
‘ 5 étapes N % 2 étapes N((
—_— H2N —_— O-N
N _~_NH, _ \(&f(OEt —_— 2 \(J/\OH
N
3-(N,N-diméthylamino)propylamine 20

22

Schéma 28 : Voie d'accés envisagée pour le composé 22

A. Synthése du précurseur N-[3-(N,N’-diméthylamino)propyl]glycinate d’éthyle 16

L'ester éthylique de la N-[3-(N,N-diméthylamino)propyllglycine 16 a été obtenu par
substitution nucléophile de I'atome de brome du bromoacétate d’éthyle par la 3-(N,N-
diméthylamino)proylamine (Schéma 29).

| BrCH,CO,Et, K,COj

\ H
_N._~_NHz - : /N\/\/N\)LOEt
PhMe, 0°C puis t.a., 22 h

55%

Schéma 29 : Synthese du composé 16
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Afin d’éviter la double addition du bromoester sur 'amine primaire, celui-ci a été additionné
en solution diluée, a 0 °C, trés progressivement dans la solution contenant I'amine en exces (2
équivalents). Aprés traitement du milieu et purification par chromatographie, le glycinate 16 a été
obtenu avec un rendement de 55 + 4% (n = 6) légérement plus faible que celui décrit dans la
littérature (68%)***, la principale différence résidant dans la méthode de purification utilisée (i.e.
distillation versus chromatographie).

Afin de maitriser au mieux la synthése de ce nouveau composé et notamment I'étape de
cyclisation de Marckwald qui devrait s’avérer étre I'étape critique de cette séquence réactionnelle,
nous avons choisi de séparer I'étape de N-formylation afin d’isoler et purifier le produit intermédiaire
N-formylé 17. Cette derniere a été réalisée selon les conditions réactionnelles décrites dans la

littérature?’%2% et précédemment utilisées au laboratoire pour accéder au composé 10 (Schéma 30).
| H\)(i HCO,Et, K,CO3 | H. 20
N~ N
- OFEt EtOH, ta., 25 h AN N COE

16 iz

86%

Schéma 30 : N-formylation du composé 16

Bien que l'extraction du composé 17 de la phase aqueuse se soit avérée difficile, les
rendements finaux obtenus sont du méme ordre de grandeur que ceux décrits dans la littérature
pour I'analogue N-méthyle (i.e. 86 + 8% (n = 6) pour 17 versus 82-83% (n = 2) pour 10).

Les trois réactions suivantes ont été conduites comme précédemment sans aucune
purification (Schéma 31) a savoir : C-formylation, N-déformylation et cyclisation de Marckwald en
utilisant la méthode développée par O’Connor (Tableau 18, Conditions 2)?%322, De légéres
modifications ont toutefois été apportées: lors de I'étape de N-déformylation, un équivalent
supplémentaire d’acide chlorhydrique est additionné pour compenser la basicité de I'amine tertiaire.
Egalement, et contrairement a son analogue méthylé 9, le composé 20 ne précipite pas en fin de
réaction et doit étre extrait du milieu réactionnel.
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Schéma 31 : Syntheése du composé 20 a partir du glycinate 17

Apres purification sur colonne, le dérivé imidazolique N-fonctionnalisé 20 a été obtenu avec
un rendement de 21 + 9% (n = 5) sur 3 étapes. Cette chute de rendement d’environ 50% par rapport
a I'analogue N-méthyle 9 (67%) montre que I'amine tertiaire a une influence négative sur le déroulé
de cette réaction.

La méthode de diazotation utilisée est celle mise au point par O’Connor et al. (Tableau 19,
Conditions 2)**®3%2 dans une solution aqueuse a 66% en volume d’acide acétique(Schéma 32).

\ \
N N

~N N
Kf 0 NaNO,, AcOH Kf o)
N N
HoN O,N
z \ﬁﬂoa H,0, 0°C puis t.a., 2 h 2 \ﬁﬂoa
21

/
66%
20

Schéma 32 : Réaction de diazotation du composé 20

Contrairement aux synthéses réalisées avec le dérivé N-méthyle 9, les rendements obtenus a
partir de I'amine 20 lors de la diazotation sont meilleurs (66 + 7%, n = 8 versus 40 + 7%) et plus
proches de ceux annoncés dans la littérature pour I'obtention du composé 11 (62-72%)?892%8322 Bjen
que le composé 21 ait été obtenu avec un rendement satisfaisant, son instabilité, nécessite qu’il soit
engagé en réaction directement apres purification.

Comme précédemment évoqué, si la séquence en deux étapes via I'acide a été identifiée
comme la plus pertinente pour I'obtention du composé 12, elle n’apparait pas ici comme judicieuse
car elle conduirait a la formation d’'un aminoacide qu’il serait alors difficile d’extraire de la phase
aqueuse. Il est donc préférable, pour accéder au composé 22, d'utiliser la voie de réduction avec le
borohydrure de lithium précédemment optimisée pour I'alcool 12 (Schéma 33).
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Schéma 33 : Réaction de réduction envisagée pour accéder au composé 21

Aprés purification sur colonne de silice, trois produits sont isolés : deux plus apolaires et I'autre
plus polaire que I'ester de départ.

L'un des deux produits apolaires a été identifié comme répondant a la structure
tetrahydroimidazo[1,2-a]pyrimidine donnée Figure 76 et confirmée par I'analyse des spectres RMN
1H et 13C, appuyées par des expériences de type *H-'H COSY (« correlation spectroscopy ») et *H-3C
HSQC (« heteronuclear single quantum coherence ») (Figure 77), HRMS et infrarouge. Les principales
caractéristiques spectrales sont les suivantes :

e En IR : absence des bandes de vibration caractéristiques d’un groupement nitro vers 1450 cm™

et 1350 cm™).

e En RMN *H: le singulet intégrant pour six protons, initialement & 2,14 ppm correspondant aux
deux groupements méthyles de I'amine tertiaire, disparait au profit d’un singulet a 3,08 ppm
intégrant pour trois protons.

e En spectrométrie de masse : la présence de I'ion chargé [M+H]* m/z 210,1234 est en accord
avec la masse théorique de la structure proposée ([M+H]* m/z 210,1237).

o
N
/N\'(i‘fko/\

Figure 76 : Structure du composé 23 issu de la dégradation spontanée du dérivé 21 dans le milieu de réduction
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Figure 77 : Spectre 1H-13C HSQC du composé 23

Compte tenu de la structure obtenue, le composé 23 résulte probablement d’une substitution
nucléophile aromatique intramoléculaire du groupement nitro par la fonction amine tertiaire, suivie
d’une désalkylation. Une autre hypothése peut également étre envisagée : la présence de bromure
dans le milieu pourrait conduire, de fagon intermédiaire, a une substitution du groupement nitro par
le brome. L'amine tertiaire réaliserait alors une substitution nucléophile aromatique de la méme
maniere que décrit précédemment. Quoi qu’il en soit, ces réactions sont favorisées par la présence
en position 5 de I'imidazole d’un groupement électroattracteur (i.e. la fonction ester) et par la
création d’'un cycle a 6 chainons de type tétrahydropyrimidine thermodynamiquement stable.
L’'ammonium quaternaire formé serait ensuite déméthylé par un nucléophile présent dans le milieu,
mécanisme précédemment décrit dans la littérature pour des 2,4-dichloropyrimidines possédant un
électroattracteur en position 53%,

Cet ester n’étant plus activé par la fonction nitrée ne peut plus étre réduit par le borohydrure
de lithium contrairement au composé 21.

Les spectres RMN !H des deux autres composés obtenus aprés |'étape de purification
semblaient pouvoir correspondre a la structure du produit attendu 22 (Figure 78). La réduction du
groupement ester éthylique est visible par la présence d’un singulet intégrant pour deux protons a
4,76 ppm pour le composé apolaire et 4,58 ppm pour le composé polaire associés a I’absence du
quadruplet et du triplet respectivement a 4,35 et 1,32 ppm précédemment observés pour le
précurseur 21. M@me si en termes de multiplicité et d’intégrale, I'analyse des spectres RMN *H des
deux fractions sont en accord avec la structure de I'alcool 22, une différence majeure est visible au
niveau du déplacement chimique des signaux des protons de la diméthylamine. Dans la fraction plus
apolaire, ce signal est déblindé (2,60 ppm), comparativement a ceux de la fraction plus polaire (2,19
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ppm) et de I'ester de départ (2,14 ppm). Il en va de méme pour les signaux relatifs aux protons
méthyléniques H-3 et H-4, proches de I'amine tertiaire.
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Figure 78 : Spectres RMN H de I'ester 21 et des deux autres produits isolés apres réduction

Alors que I'analyse des spectres IR des deux fractions peut étre en accord avec la structure du
composé 22, des bandes vibrationnelles supplémentaires entre 2386 et 2271 cm™ apparaissent pour
la fraction la plus apolaire. Habituellement peu de fonctions absorbent dans cette zone en dehors
des triples liaisons de type alcyne ou nitrile ou bien encore des fonctions azotures. Or, aucune de ces
fonctions ne pouvaient étre formées lors de la réaction.

L’analyse HRMS de cette fraction confirme bien la structure de I'alcool 22 attendue avec la
présence de l'ion [M+H]* m/z 229,1288 (valeur théorique [M+H]* m/z 229,1295) de trés faible
intensité mais également d’un autre signal majoritaire ayant un rapport m/z de 265,1234 (Figure 79)
soit un écart de 36 unités de masse par rapport au produit attendu. Ce dernier posséde un massif
isotopique pouvant laisser présager la présence d’un atome de bore sur la molécule, caractérisé par
des rapports isotopiques 20/80 entre le 1°B (19,9 %) et le 1'B (80,1%) (Figure 79). Compte tenu de ces
éléments, nous avons pu en déduire que la fraction plus apolaire correspondait bien a I'alcool 22
souhaité mais isolé sous la forme d’un complexe de bore formé entre un borane et la fonction amine
tertiaire. En effet, sur le spectre de spectrométrie de masse de ce composé sont présents :

e L’ion [M+H]* m/z 243,1616 (valeur théorique [M+H]* m/z 243,1623) et I'adduit sodé [M+Na]*
m/z 265,1434 (valeur théorique [M+Na]* m/z 265,1434) preuve de la présence d’'un complexe
I'alcool 22 / borane.
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e L’ion [M+H]* m/z 229,1288 (valeur théorique [M+H]* m/z 229,1295) et I'adduit sodé [M+Na]*
m/z 251,1107 (valeur théorique [M+Na]* = 251,1115) qui correspondent a l'alcool 22
probablement libéré apres dissociation du complexe lors de I'ionisation.
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Figure 79 : Spectre de masse de la fraction apolaire

La présence de ce complexe explique le glissement vers les champs faibles en RMN 'H des
signaux relatifs aux chaines alkyles portées par I'amine tertiaire (Figure 78). Egalement, les bandes de
vibrations observées sur le spectre IR entre 2386 et 2271 cm® cadrent avec les vibrations de valence
des liaisons B-H. Enfin, la fonction amine étant complexée, la polarité du composé est réduite
comparativement a la molécule non complexée, expliquant les grandes différences de rapports
frontaux observées. A noter enfin que ce type de structures a déja été décrit dans la littérature par
exemple pour réaliser I'a-métallation puis alkylation de benzylamine3*® ou encore comme source
stable de borane pour la synthése d’acide boriniques3?’.

La structure du complexe 22-BH; a été finalement confirmée de facon indiscutable par
diffraction aux rayons X réalisée apres cristallisation dans le DCM par diffusion lente par tension de
vapeur d’éther diéthylique (Figure 80).
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Figure 80 : Structure cristallographique du composé 22-BH3
Les ellipsoides sont représentés au seuil de probabilité de 50%

Pour conclure, la réduction de l'ester 21 par le borohydrure de lithium conduit
majoritairement au complexe de bore 22-BH; comparativement a |'alcool non complexé 22
(rendements respectifs de 45 et 7%) et au produit de dégradation 23 (12%) (Schéma 34). Les
rendements de réductions sont meilleurs lorsque le composé 21, instable, est engagé directement
apres sa purification.

\ | “BH \
N NS N

~N ~ ~N
K(o NaBH,, LiBr (( (( o
OZN\(W THF/MeOH/H,0 OzN\(N . o N Lo
N/ OEt oG puista., 3h ,LJ/\OH TE,J/\OH N—
21

22-BH 22 23

45% % 12%

Schéma 34 : Produits obtenus lors de la réaction de réduction de I'ester 21

A ce stade, deux options s’offraient a nous : soit trouver une méthode alternative de réduction
ne mettant pas en jeu le borohydrure, soit tenter de libérer I'amine tertiaire par échange de ligands
ou dégradation du complexe. Dans la littérature, diverses conditions acides®*34, basiques34*3% ou
neutres®36:3443%5 sont décrites pour rompre de tels complexes de bore. Certaines d’entre elles ont été
évaluées sur 22-BH;s. Le résultat de ces études est résumé dans le Tableau 20 suivant:
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+ | -BHs ‘

Conditions Observation

Solution aqueuse saturée de . . . o
NH.Cl/THF (50/50, v/v) Aucune formation de produit de dissociation
1t . 24 h t.a. du complexe en CCM : complexe de bore
(adapté de Brenneman et -
al. )6 stable dans ces conditions
AcOH (2M dans I'eau)/EtOH Aucune formation de produit de dissociation
2t (50/50, v/v) 18 h t.a. du complexe en CCM : complexe de bore
(adapté de Choi S. et al.)3*! stable dans ces conditions
L’analyse du spectre RMN H montre une
HCl (1M)/THF (1/5, v/v) proportion de 50/50 entre la forme
3" (adapté de Brown et al. et de 18 h t.a. chlorhydrate et le complexe. La réaction ne
Donello et al.)340:347 semble plus évoluer d’apres le contréle par
CCM.
Le mélange noircit apres 30 min de
4 K2COs, ELOH® 15h reflux chauffage. Rendement de 40%
Produit obtenu sous la forme d’une huile
5% EtOH336:342 4h reflux orange.
Rendement de 49%

Tableau 20 : Conditions testées pour dissocier le complexe 22-BH3
tessai réalisé sur le produit pur ; ¥ essai réalisé sur le brut réactionnel aprés extraction

e |'utilisation d’acides faibles tels que le chlorure d’ammonium ou l'acide acétique ne permet
pas de dissocier le complexe. Toutefois en présence d’un acide fort, I'acide chlorhydrique, une
déprotection partielle de I'alcool 22 a hauteur de 50% a été observée d’aprés I'analyse du
spectre RMN H.

e |'utilisation de carbonate de potassium dans I’éthanol a conduit, aprés chauffage a reflux du
brut réactionnel obtenu apres réduction, a la formation du produit 22, isolé apreés purification
avec un rendement de 40%. En |'absence de base, le rendement est légerement amélioré (soit
49%).

Pour conclure, les conditions optimales retenues pour la dissociation du complexe amine-
borane de I'alcool 22-BH3 sont les conditions 5 a savoir 'utilisation d’éthanol a reflux durant 4
heures. Aprés purification par chromatographie sur colonne, ces conditions ont permis I'obtention de
I'alcool 22 avec un rendement de 49% sur deux étapes (réduction et dissociation du complexe).

En résumé, le synthon clé 22 a été obtenu selon une séquence réactionnelle en huit étapes a
partir de la 3-(N,N-diméthylamino)propylamine avec un rendement global de 3%. Ce rendement est
plus faible que celui obtenu pour son analogue N-méthylé 12 en utilisant la méme voie de synthése
(i.e. 13%) en raison notamment des difficultés rencontrées lors de la cyclisation de Marckwald puis
de la réduction de la fonction ester.
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‘ BrCH,CO,Et, K,CO5

N NH;
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55%

1) HCO,Et, NaH (60 %)
THF, ta., 3 h
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reflux, 2 h
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Schéma 35 : Séquence réactionnelle globale mise e
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VI. Synthese des prodrogues avec le vecteur en position N-1 de
I'imidazole

La syntheése des phosphorodiamidates 26, 27 et 29 a partir de I'alcool 22 et des moutardes
phosphorodiamidiques 1, 2 et 3 selon les méthodes choisies précédemment au terme de I'étude
bibliographique (voir paragraphe 0) et qui sont rappelées Schéma 3, p84 vont maintenant étre
présentées.

Pour la synthése du phosphorodiamidate 26, possédant une moutarde de type
cyclophosphamide, la méthode de phosphorylation mise en ceuvre s’appuie sur les travaux de
Matteucci et al*® et correspond & celle utilisée pour la synthése du hit ICF05016 au départ du
dichlorure d’acide phosphoroamidique 1. Elle consiste a additionner de facon séquentielle a I'alcool,
déprotoné au préalable par action d’une base lithiée, un équivalent de dichlorure d’acide
phosphoramidique 1, suivi par I'addition de deux équivalents de I'amine correspondante (Schéma
36).

1) LIHMDS, THF, -78°C, 5 min

2) cl
CI*IC‘D‘)*N
‘ él O.N l\‘l cl
N Cl THF, -78°C,45min-1h 2 Q
O,N ) s s min \ I
o 1 taN¥o
3) R-NH, , THF, -78°C, 15 min - 1 h 30 HN.

cl
12

ICF05017 21%
24 43%

Schéma 36 : Réaction de phosphorylation de I'alcool 12 pour obtenir les phosphorodiamidates ICFO5017 et 24 (précurseur du
hit ICF05016)

Des conditions réactionnelles identiques ont été mise en ceuvre avec l'alcool 22 en vue de
I’'obtention du phosphorodiamidate 26 (Schéma 37).

1) LIHMDS, THF, -78°C, 5 min
2) ¢]]
o _ _

\ —p- \
N ClI—P-N \ N

(( ~ & N K( ~
cl
1
oN_N THF, -78°C, 1 h 15 NK( cl 3)$:|§ 78°C, 15 min__ O,N—_-N /_/CI
2 , -78°C, 0N o , -78°C, 2 0
o XM, 8 RN
22

Cl \ NH,
cl Cl

25 26

Schéma 37 : Réaction de phosphorylation de I'alcool 22 pour obtenir le phosphorodiamidate 26

La cinétique de cette réaction de couplage a été suivie par RMN 3P afin d’optimiser
notamment le temps de réaction entre chaque addition. Lors du premier essai de couplage de
I'alcool 22 et du dichlorure d’acide phosphorodiamidique 1, aucune consommation de ce dernier n’a
été constatée soit par analyse des spectres RMN 3!P (Figure 81) soit sur plaque CCM aprés 4 heures
30 de réaction a -78 °C.
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Figure 81 : Suivi cinétique par RMN 31P de la réaction de couplage pour I'obtention du phosphorodiamidate 26
(Spectres réalisés a partir d’un prélevement du milieu réactionnel dilué dans le THF anhydre)

La cinétique de cette réaction est bien connue au laboratoire au départ de I'alcool 12 ou les
temps de réaction étaient généralement inférieurs a 1 heure. La présence de la fonction amine
tertiaire, et plus particulierement du doublet non liant de I'azote, semble donc compromettre la
formation et/ou la réactivité de I'alcoolate lithié. Dans le but de vérifier cette hypothése, la réaction
de couplage a été testée avec le complexe 22-BH; sachant, d’apres la littérature, que ce type de
complexe semble stable en présence de bases fortes telles que le n-butyllithium?33¢ (Schéma 38).

1) LIHMDS
THF, -78°C, 5 min
_ 2) cl
BHj3 o)

22-B

\ 1
0,N
2 \(lil 7 om THF,-78°C,1h
H

OZN\(N o /_/C| 3) NH3 i )
;LJ—\O—HfN THF, -78°C, 15 min
|
& \_\CI 38% 67% 93%
25-BH,

cl
O,N-_N o
R ey

NH,
cl
26-BH,

Schéma 38 : Synthése du phosphorodiamidate 26-BHs a partir du complexe de bore 22-BH3

Le suivi de la réaction par RMN 3P (Figure 82) a clairement indiqué une rapide consommation
du réactif dichloré 1 (signal a 15,71 ppm) au profit de la formation d’un nouveau composé phosphoré
(signal a 15,90 ppm) qui pouvait correspondre a lintermédiaire 25-BH;. Aprés une heure et
traitement du milieu réactionnel par un courant d’ammoniac, ce composé a été lui-méme
entierement consommeé au profit d’un second produit phosphoré (signal a 18,40 ppm).
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Figure 82 : Suivi cinétique par RMN 3P de la réaction de couplage pour I'obtention du phosphorodiamidate 26-BH3
(Spectres réalisés a partir d’un prélevement du milieu réactionnel dilué dans le THF anhydre)

Le produit 26-BH; a été obtenu aprés chromatographie sur colonne avec des rendements

oscillants entre 38 et 93% (n = 3). A noter que le rendement moyen (66%) est supérieur a celui

obtenu pour la synthése du précurseur de la molécule hit ICF05016 (48%)3°.

Dans le but de valider le fait que la présence d’une amine tertiaire limite les réactions de
phosphorylation, un essai de synthése du composé 27 a été réalisé avec l'alcool 22 et le dérivé 2
selon la méthode décrite par Duan et al.?®* (voir Tableau 13, méthode 3.A, p81) (Schéma 39).

1) LIHMDS, THF, -78°C, 5 min

2) Cl
| CI*F%*N ‘
" e "
Kf [¢]] Cl , THF, -78°C Kf
2 Cl

N £ N
OZN\TLJ/\OH X OzN\(k‘J_\OJCé)iN/_/
2 INIHO
Cl Cl
27

Schéma 39 : Réaction de phosphorylation de I'alcool 22 en phosphorodiamidate 27

120



Résultats et discussion

Le temps de réaction n’étant pas précisé dans la publication, le suivi cinétique a été réalisé par
RMN 3P (Figure 83). Un signal a 17 ppm apparaissait dés 30 minutes dans la zone de déplacement
chimique attendue au détriment de celui du dérivé phosphoré de départ 2 (signal a 25 ppm). Pour
activer la réaction, le milieu réactionnel a subi une remontée progressive en température et des
contrdles RMN 3P réguliers ont été réalisés. Aprés 4 heures de réaction, le composé de départ 2 a
été quasiment consommé. Ne constatant plus aucune évolution de la réaction aprés 6 heures
d’agitation, cette derniére a été stoppée.

Cl
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Cl—B-N Produit de Référence H3PO,
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C‘ ---------------
Cl Cl
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Figure 83 : Suivi cinétique par RMN 31P de la réaction de phosphorylation donnant acces au phosphorodiamidate 27
(Spectres réalisés a partir d’un prélevement du milieu réactionnel dilué dans le THF anhydre)

L'analyse de la CCM du brut réactionnel indiquait la formation d’'un produit majoritaire
révélant a 'UV et a la 4-(4"-nitrobenzyl)pyridine (NBP)" et susceptible de correspondre au produit 27
comportant une partie imidazole, visible a I'UV, et des chaines chlorées alkylantes, révélées par la
NBP. Toutefois aprés filtration du milieu réactionnel, évaporation du filtrat, et purification sur
colonne, seul un produit trés polaire révélant uniquement a la NBP a été recueilli. L'analyse du
spectre RMN H montre I'absence totale de la partie imidazole. Seuls des sighaux entre 4,41-3,11
ppm sont présents qui pourraient correspondre aux protons de chaines chloroéthyles. L’analyse du

* La NBP est un indicateur coloré des agents alkylants. Ces derniers aprés révélation par la potasse apparaitront
en bleu-violet profond en raison de la formation d’un complexe de résonance :

+ H,0 + KCI

2

X
R ~_Cl A O/\Q\ KOH
h ¥ r@/\@ > Ry ~NF NO >
Ry NO, "? cr
2

NBP cation chromogénique complexe de raisonance
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spectre RMN 3P montre un déplacement chimique a 26,14 ppm qui ne concorde pas avec le signal 3
16,92 ppm pourtant majoritaire avant arrét de la réaction. Ces données signent une dégradation
probable du produit lors du traitement et/ou de la purification. Une analyse par spectrométrie de
masse du produit obtenu indique la présence d’un ion chargé [M+Na]* m/z 330,97 qui pourrait étre
en accord avec une structure de type diazaphospholidine 28 (valeur théorique [M+H]* m/z 333,99)
(Figure 84).

~0_ g Na*
332,91 Lo
¢ ]
330,97 Lo
28

CgHmChNQNaOgPI
masse exacte : 330,99
m/z: 330,99 (100,0%) ; 332,99
(95,9%) ; 334,98 (30,6%) ; 331,99
(8,7%) ; 333,99 (8,3%) ; 336,98
(3,3%) ; 335,99 (2,7%)

334,87

400 U8 450 miz

Figure 84 : Extrait du spectre de masse du produit obtenu aprés purification du composé 27

L'utilisation du dérivé complexé du composé 22-BH; s’est donc imposée pour former ce
phosphorodiamidate 27. La réaction est donc réalisée dans les mémes conditions que décrites
précédemment mais a partir du complexe 22-BHs (Schéma 40) avec un suivi par RMN 3!P (Figure 85).
La cinétique semblait trés lente a -78 °C comme observé apres analyse du spectre RMN réalisé a 30
minutes, donnant un ratio produit/réactif de 88/12. Le milieu a été porté a température ambiante et
laissé sous agitation. Apres 3 heures 30, la conversion en produit atteint 75%. Le mélange a été laissé
sous agitation a température ambiante durant 24 heures aux termes desquelles la conversion
semblait totale (I'excés de 0,1 équivalent de composé 2 étant toujours présent).
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Schéma 40 : Réaction de phosphorylation de I'alcool 22-BH3 en phosphorodiamidate 27-BH3
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Figure 85 : Suivi cinétique par RMN 31P de la réaction de phosphorylation du complexe 22-BH3 a partir du composé 2
(Spectres réalisés a partir d’un prélevement du milieu réactionnel dilué dans le THF anhydre)

Apres purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, le produit 27-BH; a été
obtenu avec un rendement de 75 + 6% (n = 3) largement supérieur a ceux décrits dans la littérature a
partir du (1-N-méthyl-2-nitroimidazol-5-yl)méthanol 12 (Tableau 13, p81, méthode 2.A 20%%*, 2.D
7%%%% ; méthode 3.A 47%%%%).
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D’apres I'étude bibliographique nous avons choisi de réaliser la synthése du
phosphorodiamidate 29 selon la réaction de Mitsunobu entre I'alcool 22 et I'acide 3 (Schéma 41).
Cette réaction mettant en jeu un acide phosphorodiamidique, I'amine tertiaire sera protonée, ce qui
devrait limiter son role lors de la réaction de Mitsunobu. De plus, de telles syntheses ont été
réalisées dans la littérature avec succeés en présence d’amines tertiaires3#34,

\ N
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N o H/
1] /
H/ HO-P—NH ( N
0 _PPOmOTHE o N o
ON— N 1 - o-P-nH
N Cl HN
22 3 1

2 O

Schéma 41 : Réaction de Mitsunobu envisagée entre I'alcool 22 et I’acide 3 pour I'obtention du phosphorodiamidate 29

La réaction de Mitsunobu permet de former, dans la majorité des cas, une liaison simple
carbone-hétéroatome (oxygéne, azote ou soufre)®°. Elle met toujours en jeu un alcool, une
phosphine, un azodicarboxylate d’alkyle et un nucléophile relativement acide (pKa < 11-12), tel qu’un
acide carboxylique ou thiocarboxylique, un phénol ou thiophénol, un amide ou encore des oximes,
des sulfonamides ou des acides phosphorodiamidiques.

Le mécanisme de cette réaction (Schéma 42) est initié par I'attaque de la phosphine sur le
composé diazoique formant un adduit zwitterionique. La bétaine ayant un pK, de 13, se protone en
présence du pronucléophile, libérant ensuite sa base conjuguée et l'intermédiaire phosphonium.
Pour mener a bien cette étape, la bétaine doit donc étre plus basique que le pronucléophile qui doit
avoir un pK, inférieur ou égal a 11%°, Le phosphonium étant particulierement oxophile, I'alcool va
attaquer sa lacune électronique conduisant a son activation sous la forme d'un sel
d’oxyphosphonium et a la libération concomitante d’une hydrazine issue de la réduction du composé
diazoique de départ. L'intermédiaire oxyphosphonium formé est un excellent groupe partant qui va
conduire, aprés attaque par SN, du nucléophile, a la libération du produit substitué et a la formation
d’oxyde de trialkylphosphine. La double liaison oxygene phosphore étant une des plus fortes que le
phosphore peut créer vis-a-vis d’'un autre élément (540 kJ.mol?)**!, |la formation de cet oxyde est
donc la force motrice de cette réaction.
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Schéma 42 : Mécanisme de la réaction de Mitsunobu
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Afin d’appréhender cette réaction de Mitsunobu, nous avons choisi de réaliser un essai
préliminaire au départ de l'alcool 12 en présence de triphénylphosphine et d’azodicarboxylate
d’isopropyle (DIAD), pour former le phosphorodiamidate 30 déja décrit dans la littérature?®*. L’acide
3 a été produit et engagé directement en réaction dans les conditions de la littérature décrites
précédemment Tableau 14 (méthode 7.B) en diminuant toutefois de 2 a 1,2 le nombre d’équivalents
des réactifs par rapport a I'acide 3. Apres une heure d’agitation a température ambiante, I'analyse de
la CCM montrait que la triphénylphosphine (TPP) semblait avoir été entierement consommée, bien
que de l'alcool de départ 12 était toujours présent. Le brut a été évaporé et purifié par
chromatographie pour donner le phosphorodiamidate 30 avec un rendement de 60%, proche de
celui de la littérature (63%)** et ce, malgré la réduction des quantités de réactifs engagés (Schéma
43).

cl
0 ! N
| HO—P—NH OZN\/ o
N HN \ B
ON—¢ PPh; DIAD N O-P=NH
N/ oM 4 ' HN
Cl THF, 0°C puis t.a., 1 h \L
12 3 Cl

60% 30

Schéma 43 : Conditions utilisées au laboratoire pour la formation du phosphorodiamidate 30 par la réaction de Mitsunobu a
partir de I'acide 3

Fort de ces résultats prometteurs, nous avons appliqué ces conditions réactionnelles a I'alcool
22. Aprés une heure de réaction a température ambiante, le suivi par CCM indique que la TPP est
entierement consommeée tandis qu’aucun produit ne semblait s’étre formé a I'exception de I'oxyde
de triphénylphosphine (TPPO). Deux heures plus tard, la CCM était identique. Le brut a alors été
évaporé a sec et purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice avec un éluant contenant
de la TEA. Seul I'alcool 22 a été isolé a hauteur de 65% de la masse engagée.

Face a cet échec, nous avons choisi d’engager en réaction le complexe 22-BH; dans les mémes
conditions que décrites précédemment (Schéma 44).
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Schéma 44 : Réaction de Mitsunobu envisagée entre I'alcool 22-BHj3 et I'acide 3 pour conduire au phosphorodiamidate 29-
BH3

Aprés une heure de réaction, la CCM indique la présence du produit de départ 22-BH;3, de la
TPP a I'état de traces et d’'un produit révélant a la fois a I'UV et a la NBP et pouvant étre le produit
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d’intérét. Le milieu a été évaporé et une purification par chromatographie sur gel de silice a permis
d’isoler I'alcool de départ 22-BH; (76%) et le phosphorodiamidate 29-BH; attendu mais avec un
rendement faible de 5%. Cet alcool 22-BH; semble donc moins réactif que I'analogue méthylé 12
lorsqu’il est engagé dans une réaction de Mitsunobu.

Il est toutefois important de noter que deux problémes récurrents entre chaque manipulation
ont été constatés a savoir d’une part, la faible solubilité de I'acide phosphorodiamidique 3 dans le
THF et d’autre part, sa faible stabilité. En effet, I'analyse du spectre RMN 3!P d’une solution d’acide 3
dans le THF ne conduit pas comme attendu, a un signal a 14,17 ppm?**, mais & deux signaux trés
élargis a 13,51 ppm et 8,56 ppm. Le profil de ces spectres était treés variable en fonction des
différents lots d’acides produits. Ces observations laissent penser que la qualité de I'acide engagé
lors des divers essais était variable, expliquant les problemes de reproductibilité rencontrés. Le
rendement faible de formation du composé 29-BH; ne serait donc pas uniquement du a la faible
réactivité de I'alcool 22-BH; de départ mais également a la pureté et la solubilité de I'acide 3 engagé.
Aussi, I'accés au phosphorodiamidate 29 par cette voie a été abandonné.

Nous avons alors opté pour une nouvelle voie de synthése, adaptée de celle mise en ceuvre
pour accéder au composé 5 (Tableau 14, méthode 6, p82). Celle-ci consiste a traiter |’alcool
imidazolique approprié par I'oxychlorure de phosphore en présence d’une base a -78 °C, puis a
traiter le dichlorure de phosphoryle intermédiaire par deux équivalents de chloroéthylamine.

Les premiers essais ont d’abord été réalisés avec I'amine complexée 22-BH; qui semble
conduire a de meilleurs résultats que la forme non protégée, I'objectif étant ensuite de transposer
ces résultats a la synthése du composé 49. Les essais de réaction ont été réalisés dans les mémes
conditions que celles décrites pour le dérivé 5 en modulant uniquement la nature du solvant (i.e. THF
ou DCM) et de la base (i.e. TEA ou DMAP). En résumé, une solution d’oxychlorure de phosphore dans
le solvant approprié est refroidie a -78 °C avant addition goutte a goutte d’une solution d’alcool 22-
BH; et de base. Apres une heure, deux équivalents d’amine chlorée sous forme chlorhydrate sont
additionnés, suivi par I'ajout d’un excés de base. La température de la réaction est ensuite remontée
lentement de -78 °C a température ambiante. Le récapitulatif de ces essais de phosphorylation est
résumé dans le Tableau 21.
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Tableau 21 : Récapitulatif des différentes conditions de phosphorylation évaluées pour I'obtention du composé 29-BH3

L'utilisation de la TEA et de THF conduit uniquement a la formation du dérivé chloré 31-BH;
(28%). L'oxychlorure de phosphore étant communément employé comme agent de chloration, il
n’est pas toutefois pas surprenant d’obtenir ce type de produit en fin de réaction. L’analyse du
spectre RMN 3C (Figure 86) permet d’observer un glissement vers les champs forts du signal relatif
au carbone C-4 apreés chloration (33,93 ppm versus 54,65 ppm pour 'alcool). L’analyse du spectre de
masse confirme cette hypothése avec la présence de l'ion chargé [M+Nal* m/z 283,06 (valeur
théorique [M+H]* m/z 283,11).
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Figure 86 : Comparaison des spectres RMN 13C (CDCl3, 126 MHz) de I’alcool 22-BHs et de son dérivé chloré

Le remplacement de la TEA par la DMAP, toujours dans le THF a conduit par échange de
ligands a la formation d’un nouveau complexe entre le borane et la DMAP (55%). L'analyse des
spectres RMN *H et 13C n’a toutefois pas permis de déterminer précisément sur quel atome d’azote
le bore était complexé. Apreés cristallisation par évaporation lente dans le DCM et caractérisation par
DRX, nous pouvons affirmer que ce nouveau complexe est formé par liaison covalente de
coordination entre |'azote pyridinique et le borane (Figure 87). La DMAP conduisant a une
transchélation du composé 22-BH;, cette base est a proscrire pour la formation du
phosphorodiamidate 29-BHs.

Figure 87 : Structure cristallographique du complexe DMAP-BH3
Les ellipsoides sont représentés au seuil de probabilité de 50%
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Enfin en présence de TEA et de DCM, le phosphorodiamidate 29-BH; a été obtenu avec un
rendement de 48% (Tableau 21). Cette réaction s’accompagne de la formation minoritaire du produit
chloré précédemment détecté (10%) ainsi que d’'un second sous-produit, non visible a 'UV mais
révélant uniquement a la NBP. Ce dernier n’a pu étre isolé seul mais uniquement en mélange avec le
phosphorodiamidate 29-BHs. Cette impureté posséde un déplacement chimique en RMN 3P de
14,98 ppm et 'analyse RMN H indique la présence de massifs attribuables a des protons de chaines
2-chloroéthylamines. Aprés analyse par HRMS, un signal a m/z 282,0089 suggére que ce composé
résulte de la triple addition de I'amine sur I'oxychlorure de phosphore (32) (valeur théorique m/z
282,0091) (Figure 88).

Cl Cl
(0]

1]
HN—P—NH
HN

1

Cl
32

Figure 88 : Structure proposée du sous-produit phosphoré 32 obtenu lors de la phosphorylation par I'oxychlorure de
phosphore du composé 29-BH3

En conclusion, l'utilisation de DCM et de TEA sont donc les meilleures conditions pour
I'obtention du dérivé 29-BHs. La synthése de ce phosphorodiamidate sous sa forme non protégée a
partir de I'alcool 22 n’a pas été tentée compte tenu d’une part de son insolubilité dans le DCM et des
probléemes de dégradation ou d’absence de réactivité rencontrés jusqu’ici avec les amines tertiaires
libres.

Afin de comparer cette approche non publiée pour synthétiser TH-302 avec ses autres voies
d’acces décrites dans la littérature, ces conditions ont été appliquées a I'alcool 12 en présence de
bromhydrate de la bromoéthylamine (Schéma 45). Cette méthode conduit au TH-302 avec un
rendement de 32%, inférieur aux rendements obtenus via la réaction de Mitsunobu dans la
littérature!?®289.294.298 (Tableau 14, méthode 7.A, 47%-62%), mais supérieur a celui décrit par Zhang et
al.?®? (Tableau 14, méthode 5.A, 12%). A noter que pour ce dernier protocole I'ordre d’addition des
réactifs a été inversé a savoir : ajout des amines puis de I'alcool a la solution d’oxychlorure de
phosphore.
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Schéma 45 : Synthese du TH-302 par la méthode de phosphorylation a I'oxychlorure de phosphore

Les différentes voies d’acces aux phosphorodiamidates 26-BHs, 27-BH;3 et 29-BH; isolés sous
forme de complexe sont résumées Schéma 46.
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Schéma 46 : Séquence réactionnelle globale mise en ceuvre pour I'obtention des phosphorodiamidates 26-BH3, 27-BH; et 29-

BH;

La caractérisation structurale des phosphorodiamidates 26-BHs;, 27-BH; et 29-BH; s’appuie

notamment sur I'étude des spectres RMN H, 13C et 3!P (Figure 89) :

Un doublet a 5-5,10 ppm intégrant pour 2 protons sur le spectre RMN *H et un doublet & 55-56
ppm sur le spectre RMN 13C, caractéristiques du méthyléne CH,-8 couplant avec I’'atome de
phosphore (3Jy de 'ordre de 7-8 Hz et 2Jcp= 4 Hz).

Ces couplages avec le phosphore sont également visibles pour les chaines chloroéthyles (C-9
pour 26-BH3 et 27-BHs;; C-10 pour le composé 29-BH3) sur le spectre RMN 3C avec une
constante de couplage 3Jcr de 5 Hz, ainsi que pour le carbone quaternaire C-3 de I'imidazole,
donnant un doublet a 132 ppm avec une constante de couplage 3/crde 8-9 Hz.

Un singulet entre 15 et 17,5 ppm en RMN 3P,

Des bandes sur le spectre IR & 2381, 2318 et 2273 cm caractéristiques de la vibration de
valence des liaisons B-H du complexe de bore toujours présent sur la molécule.

Un ion [M-H]* en HRMS résultant probablement de la perte d’un hydrure du complexe de bore
(par exemple m/z 443,1295 (valeur théorique : m/z 443,1296) pour le composé 29).
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Figure 89 : Caractéristiques spectrales en RMN 1H, 13C et 31P des composés de la série N-1
(Extrait des spectres RMN 1H, 13C et 31P du composé 29-BHs)

Afin de pouvoir réaliser la quaternisation de I'amine tertiaire des phosphorodiamidates 26, 27
et 29, le complexe de bore doit étre dissocié. S’appuyant sur les essais de dissociation du complexe
réalisés pour le précurseur alcool 22-BH; et en tenant compte de la fragilité des
phosphorodiamidates vis-a-vis de la température, notre choix s’est porté sur un chauffage dans
I’éthanol a 50 °C en lieu et place d’un reflux. Malgré cette précaution et confirmant nos craintes, le
suivi par CCM de la dissociation du complexe amine-borane du composé 27-BHj3 indiquait, a travers
I"apparition de taches révélant uniguement a la NBP, une dégradation du réactif ou du produit formé
dés une heure de réaction, dégradation confirmée en RMN 3!P par 'apparition d’un signal & 27,46
ppm (Figure 90).
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Figure 90 : Suivi cinétique par RMN 3P de la réaction de déprotection du composé 27-BH; dans I'éthanol a 50 °C

Ces conditions ne semblant pas optimales, un milieu acide alcoolique a alors été évalué. La
déprotection a été réalisée dans un mélange équi-volumique d’éthanol et d’une solution aqueuse
d’acide chlorhydrique a 1 M a température ambiante durant 2 jours (Schéma 47).
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Schéma 47 : Essai de dissociation du complexe 27-BH3 en milieu acide

Aprés 48 heures de réaction, I'analyse CCM indiquait la consommation totale du réactif au
profit de deux nouveaux produits plus polaires révélant a I'UV et a la NBP. Le milieu a été évaporé a
sec puis une analyse RMN 3P a été réalisée (Figure 91) : un signal a 17,84 ppm était présent a 65%,
pouvant correspondre au produit formé, parmi d’autres produits phosphorés issus sans doute d’une
dégradation du produit. L’analyse HRMS du brut réactionnel a confirmé la présence du produit 27
sous sa forme non complexée et d’'une impureté, la bis(2-chloroéthyl)amine, provenant de
I’hydrolyse du phosphorodiamidate.
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Figure 91 : Spectre RMN 3P apres dissociation en milieu acide du complexe 27-BHs

Ces mémes conditions ont été appliquées au phosphorodamidate 26-BH;. Le suivi CCM
indiquait aprées 24 heures d’agitation que le complexe n’était pas entierement consommé, une
solution aqueuse d’acide chlorhydrique plus concentrée (5 M) a alors été additionnée. Apres 2
heures, le composé 26-BH; ayant totalement disparu en CCM, le milieu a été évaporé a sec. Une
analyse RMN 3!P du brut réactionnel a révélé la présence a plus de 80% de produits phosphorés
ayant un déplacement dans la zone des phosphates inorganiques sans présence d’un signal dans la
zone attendue (i.e. vers 17 ppm), signe de la dégradation totale du phosphorodiamidate 26.

’analyse du spectre RMN *H (Figure 92) du brut réactionnel a confirmé cette hypothése avec
I"absence des signaux entre 3,66 et 3,38 ppm, relatifs aux groupements méthylénes de la moutarde.
Par ailleurs, la présence de doublets a 5,17 (J = 7,7 Hz) et 5,15 ppm (J = 7,6 Hz), semblant indiquer le
couplage entre des protons méthyléniques H-2 et un phosphore, signe la présence de deux produits
organophosphorés possédant la structure imidazoliqgue du composé 22. Cette hypothése est
confortée par la présence de deux singulets a 7,30 et 7,29 ppm caractéristiques du proton
aromatique H-1, des multiplets relatifs a la chaine propylique ou encore un singulet a 2,94 ppm
caractéristique des méthyles H-6, avec une fonction diméthylamine sous forme protonée. En plus de
ces sous-produits, on note également la présence de deux triplets a 3,95 (J = 5,9 Hz) et 3,53 ppm (J =
5,9 Hz) pouvant correspondre aux signaux de la bis(2-chloroéthylamine) sous sa forme protonée,
issue de I’hydrolyse du phosphorodiamidate.

Globalement ces résultats indiquaient la présence d’au moins deux produits
organophosphorés ayant des structures proches de I'imidazole 22 mais ne comportant pas de
chaines chloroéthyles. Nous avons alors envisagé la formation de deux produits dérivés du composé
22 ou la fonction alcool se trouverait soit sous la forme d’un groupement phosphate, soit sous la
forme d’un groupement phosphoramidate (Schéma 48). Toutefois leur identification n’a pas été
possible par spectrométrie de masse ou seul le signal relatif a la bis(2-chloroéthyl)amine était visible.
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Figure 92 : Spectre RMIN 1H du brut réactionnel résultant de I'hydrolyse acide du composé 26-BH3
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Schéma 48 : Structure proposée des produits de dégradation issus de I'hydrolyse acide du composé 26-BH3

Ces conditions de déprotection en milieu acide semblent donc conduire a I'hydrolyse du
phosphorodiamidate 26. Une autre alternative a d( étre trouvée dans des conditions plus douces.
Comme énoncé précédemment, lors des essais de phosphorylation de I'alcool 22-BH; (p127) en
présence de DMAP, un échange de ligand du complexe de bore avait eu lieu. Cette constatation et
des données bibliographiques faisant état de ce type de réaction d’ « échange de borane » entre
complexes de bore et une amine tertiaire tel que le DABCO par chauffage dans le toluéne a 40 °C3>,
nous ont incité a tester ces conditions.

Compte-tenu de la faible solubilité des phosphorodiamidates 26-BHs, 27-BH; et 29-BH; dans le
toluéne, ce solvant a été remplacé par le THF. De plus, afin d’éviter une éventuelle dégradation des
phosphorodiamidates possédant la chaine amine tertiaire, nous avons choisi de réaliser directement
I’étape suivante de quaternisation sans tenter d’isoler I'amine intermédiaire. Un large excés d’iodure
de méthyle est utilisé pour tenir compte de la présence de DABCO dans le milieu réactionnel.

Un premier essai avec le phosphorodiamidate 27-BHj; a été réalisé en présence de DABCO (1,2
équivalent) dans le THF anhydre a 40 °C durant 5 heures et conduit a une réaction totale d’aprés le
contrdle CCM et le spectre RMN 3IP. Dans le but de raccourcir ce temps de réaction a moins d’une 1
heure 30, le nombre d’équivalent de DABCO est augmenté d’un facteur 5. Le milieu a ensuite été
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refroidi a 0 °C avant I'ajout d’iodure de méthyle. Le refroidissement permet de se prémunir d’une
éventuelle alkylation de I'azote en position 3 de I'imidazole3>. La température de la réaction a été
remontée de facon progressive a température ambiante. L’agent alkylant ayant un point d’ébullition
assez bas (41 °C), cette étape a été réalisée dans un ballon scellé. Aprés évaporation, le résidu a été
purifié sur chromatographie préparative en phase inverse (C18) avec un gradient d’ACN dans |'eau.
La détection UV de I'appareil de purification est réglée sur 254 nm et 323 nm. Cette derniére valeur
est la longueur d’onde maximale d’absorption de I'imidazole fonctionnalisé en position N-1. Les
fractions recueillies ont été lyophilisées afin d’éviter une exposition prolongée des ammoniums
quaternaires a la chaleur lors de I'évaporation de I'eau et de I’ACN. Suivant ces conditions, le
composé 34 est obtenu avec un rendement modeste de 21%.

Cette méthode appliquée aux complexes 26-BH; et 29-BH; a permis d’accéder aux dérivés
ammoniums quaternaires 33 et 35 avec des rendements compris entre 37 et 75% (Schéma 49). D’une
maniere générale, les phosphorodiamidates intermédiaires sous forme base étant instables, leur
dégradation est surement responsable des variations de rendement observées.
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Schéma 49 : Transchélation et quaternisation des composés 26-BHs, 27-BH3 et 29-BH3 pour conduire respectivement aux

Les structures des composés 33, 34 et 35 (Schéma 50) ont été confirmée par spectrométries
RMN (H, 3C et 3'P), appuyées par des expériences COSY et HSQC, IR et HRMS. Les principales

produits finaux 33, 34 et 35

37% et 57%

caractéristiques spectrales confirmant la quaternisation sont les suivantes :
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Schéma 50 : Structure générale des composés 33, 34 et 35

e En RMN H, I'absence du singulet vers 2,6 ppm intégrant pour 6 protons au profit d’un
singulet vers 3,2 ppm intégrant pour 9 protons, caractéristiques des protons méthyliques H-8
de 'ammonium quaternaire.

e Un glissement de 2 a 3 ppm vers les champs faibles en RMN *3C par rapport a 'analogue ou
I"amine tertiaire est complexée avec le borane des signaux relatifs aux carbones C-7 et C-8

Les trois prodrogues fonctionnalisées en position N-1 33, 34 et 35 ont donc été obtenues avec
des rendements moyens respectivement de 40%, 16% et 23% a partir du précurseur 22-BHs.
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VII. Synthese des prodrogues avec le vecteur en position C-4 de
I'imidazole

La synthése des trois prodrogues envisagées fonctionnalisées en C-4, i.e. 46, 48 et 50, s’est
appuyée sur les méthodes de phosphorylation mises au point en série N-1. Cette approche
nécessitait donc au préalable I'obtention du synthon alcool 42 (Schéma 51). Afin d’obtenir ce dernier,
il est nécessaire de fonctionnaliser I’'hétérocycle en position N-1, C-2, C-4 et C-5. D’apreés les données
bibliographiques (voir chapitre Ill), il est possible d’accéder a ce type de composé en fonctionalisant
I'alcool 12 dont la synthése a été préalablement décrite. L'introduction du bras vecteur peut étre
réalisée grace a un couplage de Stille mettant en jeu un organostannane et le dérivé bromé 36, lui-
méme ayant été synthétisé au départ de I'alcool 12. Un intermédiaire alcéne 38, issu du couplage de
Stille permet d’envisager I'acceés a une quatrieme prodrogue 44 ayant une double liaison conjuguée
avec le cycle aromatique. Cette pharmacomodulation n’a été envisagée que pour la série
cyclophosphamide, afin de mesurer I'impact de cette conjugaison sur la cinétique de clivage et sur la
cytotoxicité de ce phosphorodiamidate 44 comparativement a son analogue 46.
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Schéma 51 : Rétrosynthese envisagée pour accéder aux prodrogues fonctionnalisées en position C-4 de I'imidazole

1. Réaction de bromation électrophile du composé 12

La premiere étape de cette séquence réactionnelle consiste en la bromation par voie
électrophile de la position 4 de I'imidazole, décrite dans la littérature par Jiao et al*®* avec un
rendement de 87%. Cette réaction a été réalisée au laboratoire suivant le protocole donné dans la
littérature exception faite des phases de traitement et de purification (Schéma 52).
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Schéma 52 : Bromation du composé 12

Aprées hydrolyse du milieu réactionnel, le produit a été extrait de la phase aqueuse et le brut
d’extraction a été précipité dans I'éther diéthylique anhydre pour donner apres filtration le produit
bromé analytiqguement pur, avec un rendement de 64 + 7% (n = 5), évitant ainsi I'étape de
purification par chromatographie décrite dans la littérature. Une autre alternative qui permet
d’augmenter le rendement, consistait a réaliser I’"hydrolyse en additionnant goutte a goutte le milieu
réactionnel dans un grand volume d’eau glacée (6 fois plus grand que le volume de DMF initial)
permettant d’amorcer la cristallisation du produit sous la forme d’aiguilles.
Apreés filtration, lavage a I'eau, puis séchage sous vide a 30 °C, une premiére fraction du produit de
bromation (environ 60%) a été obtenue. Le filtrat a été saturé en chlorure de sodium et extrait a
|'acétate d’éthyle, puis le résidu obtenu apres évaporation a été précipité dans I'éther anhydre pour
donner une seconde fraction de produit (18%). Cette optimisation a permis d’accéder au bromo-
alcool 36 avec un bon rendement de 79 + 5% (n = 3) légérement inférieur a celui décrit par Jiao et al.
(87%)3>.

2. Réaction de couplage de Stille avec le composé 36

Dans la littérature, la réaction de couplage de Stille est décrite a partir du composé 36 avec
deux organostannanes commerciaux (Schéma 53)**4. Compte tenu des rendements obtenus, il
semblerait que la réaction fonctionne mieux avec I'organostannane aromatique qu’avec son dérivé
vinylique.
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N
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21%

Schéma 53 : Couplages de Stille mettant en jeu le composé 36

Le composé organostannane 37 n’étant pas commercialisé, il a donc été synthétisé par
hydrostannylation radicalaire de la N,N-diméthylpropargylamine par I'hydrure de tributylétain
(Schéma 54) suivant les conditions décrites dans la littérature pour I'analogue N,N-diéthyle3>. Le
stannane 37 a ainsi été obtenu avec des rendements de 84-85% (n = 2), supérieurs a ceux de
I’analogue éthylé (i.e. 68%).

138



Résultats et discussion

BuzSnH, AIBN
~ 3 g RS
X
/\l\‘l BusSn r\‘l
PhMe

85°C,3h 30 37
puis reflux 1 h
84% et 85%

Schéma 54 : Syntheése de I'organostannane 37

Cette réaction étant non stéréospécifique, les alcénes (2) et (E) ont été obtenus. La séparation
par chromatographie a été rendue possible par I'utilisation d’'un mélange ternaire de solvants a base
de cyclohexane / acétate d’éthyle / méthanol. Les deux isoméres ayant un rapport frontal trés
proche, les alcenes (Z) et (E) ont été isolés seuls a hauteur de 10% et 39% respectivement alors que la
fraction correspondant a un mélange (2) / (E) avec un ratio 20 / 80 (déterminée par analyse du
spectre RMN *H) est associée a un rendement de 35% (Figure 93). Sur le spectre de I'isomeére (2), le
signal du proton H-2 apparait sous la forme d’un triplet dédoublé a 6,55 ppm avec une constante de
couplage 3Ju.y s H-1-H-2 de 12,6 Hz. Le signal de ce méme proton H-2, sur le spectre l'isomére (E),
apparait également sous la forme d’un triplet dédoublé mais a 5,97 ppm avec une constante de
couplage 3Jux trans H-1-H-2 de 18,9 Hz. La présence de "atome d’étain est visible en RMN *3C 3 travers
les constantes de couplage Ycii7s, = 328,1 Hz et Yeass, = 343,3 Hz du signal relatif aux méthylénes
des chaines butyles liés a I'étain (Figure 94). Pour la synthése du composé 42, les deux isomeres
peuvent étre utilisés sachant que la double liaison va étre réduite.
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Figure 93 : Agrandissements des spectres RMN 1H du composé 37 pour l'isomére (Z), I'isomere (E) et le mélange (Z) et (E)
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Figure 94 : Agrandissement du spectre RMN 31C du composé (E)-37

Le couplage de Stille a été réalisée au départ du composé 36 et de I'isomére (E) du composé
37, dans le DMF anhydre en présence de tétrakis(triphénylphosphine)palladium (0) qui sont les
conditions décrites par Jiao et al.3>*. Cette étape est délicate et nécessite un environnement
totalement anhydre et inerte. Il est assuré par un dégazage sous vide du milieu réactionnel et par
une saturation sous atmosphére d’argon (manipulations réalisées trois fois a chaque ajout de
réactif). Un virage de la solution de l'orange au brun signe I'oxydation du palladium et la
consommation totale du dérivé bromé de départ 36, ce qui est confirmé par CCM. Aprés purification
par chromatographie, le composé 38 a été obtenu avec un rendement de 10% et 22% (n = 2). Face a
ce faible rendement, nous avons décidé de protéger la fonction alcool du composé 36 sous la forme
d’un éther silylé.

3. Protection de I'alcool 36

L'alcool 36 a été silylé par le chlorure de triisopropylsilane en milieu basique et dans du DMF
(Schéma 55).
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Schéma 55 : Voie de synthése utilisée pour la silylation de I'alcool 36
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Lors des premiers essais, le traitement suivant a été utilisé : addition d’une solution aqueuse
saturée de chlorure de sodium, extraction par I'acétate d’éthyle puis chromatographie sur colonne
de gel de silice (cyclohexane / acétate d’éthyle, 90/10, v/v). Ce traitement a permis d’isoler le produit
d’intérét avec des rendements de 82 et 84 % (n =2).

S’appuyant sur les nouvelles conditions de traitement mises au point pour le composé bromé
36 a savoir une précipitation dans un large volume d’eau suivie d’un séchage sous vide a 30 °C, le
composé 39 a été isolé avec un excellent rendement (i.e. 95 + 2%, n = 4). Ces dernieres conditions
ont donc été privilégiées car elles permettent d’aboutir de facon quantitative et reproductible au
dérivé 39 en s’affranchissant d’une purification par chromatographie sur colonne.

4. Réaction de couplage de Stille avec le composé 39

Le composé bromé protégé 39, a été couplé dans les conditions décrites précédemment soit
avec l'isomere (E) seul, soit avec la fraction de mélange des deux isomeres de I'organostannane.
Malgré divers essais d’optimisation des conditions chromatographiques, la purification du composé
40 a été génée par la co-élution de I'organostannane 37 en excés avec le produit d’intérét. Ceci peut
expliquer en partie les rendements faibles obtenus (i.e. 31 £ 12%, n = 4) (Schéma 56).
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Schéma 56 : Réaction de couplage de Stille entre le dérivé bromé 39 et I'organostannane (E)-37

De facon surprenante, lorsque la méme réaction a été réalisée avec le mélange d’isomere (2)
et (E) du composé 37 en proportion 40/60, seul I'isomére (E) du composé 40 a pu étre isolé. Plusieurs
hypotheses peuvent étre avancées sur ce résultat :

e L’isomeére (E) utilisé est celui qui réagit cinétiquement le plus vite des deux isomeres. Etant
en excés (2 éq.) par rapport au dérivé bromé, et en proportion supérieure dans le mélange
d’organostannane, il est le seul a avoir été consommé.

e L'isomére (Z) demandant plus d’énergie pour réagir que l'isomére (E), la réaction avec ce
dernier est donc thermodynamiquement plus favorable.

e L’isomére (Z) s'isomérise sous I'action de la chaleur.

L'utilisation de ce mélange d’isoméres a conduit a la formation du composé 40 avec un
rendement de 46 + 11% (n = 6). Ce rendement de couplage est non seulement supérieur a ceux
réalisés au laboratoire avec I'organostannane 37 et I'alcool non protégé 36 (i.e. 16%) mais également
avec le tributylvinylétain et ce méme alcool 36 décrit dans la littérature (21%)3*.
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5. Obtention du dérivé 42

Afin d’obtenir le composé 42 a partir du composé 40, deux réactions restaient a réaliser : la
réduction de l'insaturation et la déprotection de la fonction alcool (Schéma 57). Ces deux voies
d’accés ont été développées en paralléle afin de définir la séquence réactionnelle optimale.
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Schéma 57 : Voies d'acces envisagées pour I'obtention du composé 42 a partir du composé 40

a. Voie 1 : déprotection du composé 40 puis réduction

La déprotection du composé 40 a été effectuée dans le THF en présence de fluorure de
tétrabutylammonium (TBAF) a 0 °C pendant 1 heure 30. Aprés évaporation du milieu réactionnel, le
milieu a été purifié par chromatographie sur colonne et le composé 38 obtenu avec un rendement de
71+ 15% (n =5) (Schéma 58).
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Schéma 58 : Réaction de déprotection du composé 40

A ce stade nous pouvons conclure sur l'intérét de protéger la fonction alcool lors du couplage
de Stille. En effet, I'alcool 38 a été synthétisé a partir du dérivé bromé 36 en 3 étapes avec un
rendement moyen global de 31%, bien supérieur au 16% obtenu par la voie directe a partir de
I'alcool 36 (Schéma 59).
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Schéma 59 : Bilan des voies d'accés au composé 38 a partir des composés 36 et 37

L'utilisation de I’hydrogénation catalytique pour réduire la double liaison du composé 38 est a
proscrire du fait de la présence du groupement nitro qui serait réduit en amine. Dans la littérature,
deux conditions alternatives ont été décrites pour réduire sélectivement des doubles liaisons portées
par un nitroimidazole (Schéma 60) :

e L’utilisation de I'azodicarboxylate de potassium (PADA) en milieu acide assure la réduction du
groupement vinyle en position 4 du 2-nitroimidazole précédemment décrit par Jiao et al. et ce,
de fagon quantitative®*. Les deux fonctions carboxylates du PADA une fois protonées se
décarboxylent produisant le diimide (HN=NH). S’en suit une réaction de cycloaddition sur
I'insaturation conduisant a sa réduction et 3 la libération de diazote (Schéma 61)%°,

e |'utilisation de para-tosylhydrazine en milieu basique qui permet de réduire un dérivé 5-
nitroimidazole substitué en position 2 par un groupement styryle3’. Lors de cette réaction, le
diimide est cette fois-ci formé in situ par déhydrotosylation de la para-tosylhydrazine en
présence de carbonate de potassium dans la pyridine a 120 °C. Ces conditions plus drastiques
conduisent au composé hydrogéné attendu avec un rendement nettement inférieur de 32%.
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Schéma 60 : Conditions décrites dans la littérature pour I'hydrogénation d’alcénes portés par des nitroimidazoles3>43>7
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Schéma 61 : Mécanisme de cycloaddition du diimide sur une double liaison35¢

La premiere méthode, utilisant des conditions de températures plus douces et permettant
I’obtention du produit d’hydrogénation de facon quantitative, a été retenue pour réduire la double
liaison du composé 38. Le PADA a été synthétisé a partir de 'azodicarbonamide en milieu basique
selon la procédure décrite par Kraft et ses collaborateurs®*®. Le composé 38 a été ensuite engagé en
réaction comme décrit par Jiao et al. en milieu acide avec 5 équivalents de PADA (Schéma 62). Aprés
une heure de réaction, aucune trace du produit 42 n’était visible en CCM. Du PADA a été de nouveau
ajouté et apres 24 heures d’agitation a température ambiante, aucune réaction n’a été détectée ni
par CCM, ni par RMN !H. L’alcool de départ a été récupéré de maniére quasi quantitative apreés
purification sur colonne de gel de silice. Cette voie d’accés n’est donc pas utilisable avec le composé
38.

Face a cette absence de réactivité, la deuxieme méthode d’hydrogénation a été testée. Le
composé 38 a été engagé en réaction avec 5 équivalents de p-tosylhydrazine et de carbonate de
potassium dans la pyridine a reflux (Schéma 62). Lorsque le solvant commence a refluer, un gaz se
dégage du milieu réactionnel et produit une émulsion. Aprés 3 heures d’agitation, la réaction
semblait totale par CCM. La purification de ce composé tres polaire a été réalisée sur alumine
(support solide basique) pour faciliter son élution. Le rendement obtenu est de 60 + 12% (n = 6).
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Schéma 62 : Conditions évaluées pour la réduction de la double liaison du composé 38

b. Voie 2 : réduction du composé 40 puis déprotection

L'autre voie de synthése consistant a réaliser I’hydrogénation avant la déprotection, a été
réalisée sur le dérivé protégé 40 qui a ensuite été déprotégé dans les mémes conditions que décrites
précédemment avec ['utilisation de TBAF (Schéma 63). L’hydrogénation a partir de la para-
tosylhydrazine a conduit au composé 41 avec un rendement faible de 24%, bien inférieur a celui
obtenu précédemment avec le dérivé alcool 38. De plus, contrairement a I’hydrogénation
précédente, des impuretés ayant un rapport frontal proche de celui du composé 41 étaient
présentes en CCM. Apreés purification, la déprotection du silane en présence de fluorure a conduit a
I'obtention du dérivé déprotégé 42 avec un rendement de 47% (Schéma 63). Cette stratégie
conduisant a un rendement sur deux étapes de seulement 11% a été abandonnée au profit de la
séquence réactionnelle précédente enchainant déprotection puis réduction plus efficiente (i.e.
rendement de 43%).
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Schéma 63 : Comparaison des deux voies d'accés au composé 42 a partir du composé 40

La voie de synthese du composé 42 a été réalisée a partir du composé 12 avec un rendement
global de 10% sur 5 étapes, ou encore a partir de la sarcosine en 12 étapes avec un rendement de 2%
(Schéma 64). Cette séquence réactionnelle permet également d’accéder au composé 38, précurseur
du phosphorodiamidate 44.

\
N O,N-N
\ 0N 2
0 7 étapes N 4 étapes ~ / OH 1 ét \i / Ol
H OZN\( N etape
N . \J/\OH _— - .
- OH —_— N - / %
60
sarcosine 19% 12 13%
- — —N
N\ \
38 42

Schéma 64 : Voie de synthése récapitulative du composé 42
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Les étapes de syntheses des composés phosphorodiamidates intermédiaires 43, 45, 47 et 49
sont identiques a celles utilisées pour la série N-1 a partir des alcools 38 et 42.

1. Synthése des ammoniums quaternaires 44 et 46 a partir des alcools 38 et 42

Les méthodes de synthése des composés 43 et 45 sont identiques a celles utilisées pour
I’analogue 26-BH; a savoir, la formation d’un alcoolate avec une base forte a -78 °C, suivi de
|’addition du dichlorure de I'acide phosphoramidique 1 puis de I'ammoniac (Schéma 65).

1) LIHMDS, THF, -78°C, 5 min

2) cl
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\ H O,N O,N
v © ! MUV E T kco. XN 8
THF. -78°C. 1 h N O-P—N 3l KaLOs N O-P—-N
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OQN\«N/ CI*I‘:"*N ,L Cl ’\“ cl
OH | O,N
N & ) o ON—¢ ) Q
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NH, ol CHal, KoCO3 NH; 5
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42
30% 45 52% 46

Schéma 65 : Synthese des composés 44 et 46 selon une séquence réactionnelle en deux étapes distinctes (phosphorylation
puis quaternisation) (voie A)

La cinétique de ces manipulations a été suivie par RMN 3!P. A titre d’exemple, pour I'accés au
composé 43 (Figure 95), ce suivi a permis d’observer a t = 0 le signal relatif au réactif 1 a 15,64 ppm
qui diminuait progressivement au profit d’'un nouveau signal a 15,51 ppm attribuable au produit
d’addition attendu. Aprés une heure d’agitation a -78 °C, la réaction ne semblait plus évoluer et
I'ammoniac a été mis & barboter dans le milieu. En RMN 3!P, l'intermédiaire a 15,51 ppm a été
entierement consommé tandis qu’un nouveau signal a 18,29 ppm, attribuable au produit désiré,
apparaissait.

Suivant ces conditions, les composés 43 et 45 ont été obtenus aprés purification par
chromatographie avec des rendements respectifs de 31 et 30 %.
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Figure 95 : Suivi cinétique par RMN 31P de la réaction de phosphorylation pour I'obtention du phosphorodiamidate 43
(Spectres réalisés a partir d’un prélevement du milieu réactionnel dilué dans le THF anhydre)

2. Caractérisation structurale des composés 43 et 45

Pour les composés 43 et 45, les analyses structurales prouvent I'obtention de ces composés
grace notamment a (Figure 96) :

e en RMN H : un doublet & 5,15 ppm pour le composé 43 et deux doublets dédoublés a 5,11 et
5,07 ppm pour le composé 45, caractéristiques des protons méthyléniques H-5. Ces protons
possédent une constante de couplage avec le phosphore 3/, de I'ordre de 8 Hz. Pour le
composé 43, 'isomérie (E) de I'alcéne est caractérisée par une constante de couplage 3Ju-# trans
de 15,6 Hz entre les protons H-8 et H-9.

e en RMN 3C: un doublet & 131 ppm avec une constante de couplage 3Jcr de I'ordre de 7 Hz et
un doublet & 56 ppm avec une constante de couplage ?Jc» de I'ordre de 5 Hz correspondant
respectivement aux carbones C-3 et C-5.

e en RMN 3P : la présence respective d’un singulet a 19,37 ppm et 19,22 ppm pour les
composés 43 et 45.
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Figure 96 : Caractéristiques spectrales RMN 1H, 13C et 31P des composés 43 et 45
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Les phosphorodiamidates ont alors été engagés en réaction de quaternisation en présence
d’iodure de méthyle et de carbonate de potassium (Schéma 65). Aprés purification par
chromatographie préparative en phase inverse (C18) et lyophilisation, les ammoniums quaternaires
44 et 46 ont été obtenus avec des rendements respectifs de 65 et 52%.

Malgré ces premiers résultats prometteurs, les tentatives suivantes d’obtention des
phosphorodiamidates 43 et 45 selon cette stratégie ont été décevantes en termes de
reproductibilité. Notamment d’importantes difficultés ont été rencontrées lors des phases de
purification, les produits étant fréquemment contaminés par la présence d’impuretés dont la
proportion augmentait aprés chaque purification. Face a ce probléme de dégradation, nous avons
tenté la réaction de quaternisation directement sur le brut réactionnel issu de la phosphorylation.

Avec cette méthode, les composés 44 et 46 ont pu étre obtenus avec des rendements
respectifs de 11% et 10% (Schéma 66), rendements deux fois plus faibles que pour la premiére
stratégie (voie A avec purification de I'amine avant quaternisation).
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Schéma 66 : Synthese des composés 44 et 46 sans isoler I'intermédiaire issu de la phosphorylation (voie B)

Les faibles rendements et le manque de reproductibilité des réactions observés, pourraient
étre encore une fois liés a la présence de la fonction amine tertiaire qui tendrait a rendre instables
les phosphorodiamidates formés.

Afin de vérifier cette hypothese et par analogie avec la série précédente, 'amine du synthon
42 a été protégée sous forme d’'un complexe de borane. Ce dernier a été obtenu selon la procédure
décrite par Blakemore et al.3*° légérement modifiée. Aprés réaction & 0 °C avec 5 équivalents du
complexe borane-THF, la fonction amine de cet alcool est complexée par le bore et ce, avec un
rendement de 64 £ 15% (n = 5) (Schéma 67). La structure du complexe 42-BH; a été notamment
confirmée par diffraction aux rayons X réalisée apres cristallisation dans le DCM par diffusion lente
par tension de vapeur d’éther diéthylique (Figure 97).
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Figure 97 : Structure cristallographique du composé 42-BH3
Les ellipsoides sont représentés au seuil de probabilité de 50%

La réaction de phosphorylation a alors été réalisée avec I'alcool protégé 42-BH; en suivant les
conditions utilisées pour son analogue non complexé 42 et a permis d’accéder au
phosphorodiamidate 45-BH3 avec un rendement de 63%. L’utilisation de ce complexe de bore a donc
permis de multiplier par deux le rendement de cette étape.
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Schéma 67 : Synthese du composé 46 selon une séquence réactionnelle en quatre étapes via la protection de I'amine
tertiaire sous forme de complexe de borane (voie C)

La transchélation de I'amine tertiaire 45-BH; a été réalisée dans les mémes conditions que
pour les phosphorodiamidates en série N-1, a savoir par chauffage en présence de DABCO dans le
THF a 40 °C durant 1 heure. L'alkylation par I'iodure de méthyle a ensuite été réalisée sans isoler
I'amine tertiaire libre. Le rendement obtenu pour le dérivé 46-BHs; sur ces deux étapes apres

purification est de 46% (Schéma 67).
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Comparant les trois voies d’accés A, B et C au phosphorodiamidate 46 au départ de I'alcool 42
en termes de rendements :

e Lavoie A avec isolement de I'intermédiaire 45 conduit a un rendement global de 16% (Schéma
65).

e La voie B sans isolement du phosphorodiamidate 45 permet d’accéder a I'ammonium
guaternaire avec un rendement de 10% (Schéma 66).

e La voie C réalisée en 3 étapes via I'alcool complexé 42-BH; donne quant a elle un rendement
global de 19% (Schéma 67).

Nous pouvons conclure que la voie B est la moins avantageuse en termes de rendements. Pour
les voies A et C, les rendements sont sensiblement équivalents. Cependant, I'utilisation du complexe
de bore permet I'obtention du phsophorodiamidate de facon reproductible et sous une forme stable.
La voie de synthése C au rendement de 19% est donc la voie privilégiée pour synthétiser 'ammonium
quaternaire 46.

Concernant le composé 44, la voie B est également moins avantageuse avec un rendement de
11% contre un rendement de 20% pour la voie A. Les conditions de la voie C ne sont pas applicables a
la synthése du composé 44 du fait de I'incompatibilité du borane avec I'alcéne.

3. Synthése de 'ammonium quaternaire 48

Les conditions décrites précédemment pour le composé 27 ont été utilisées pour la synthése
du composé 47 a partir de I'alcool 42. Aprées purification par chromatographie, I'analyse du spectre
RMN 3P indiquait la présence d’un signal a 18,18 ppm (76%) qui pouvait correspondre au composé
attendu. Toutefois au moins deux autres produits phosphorés étaient présents avec des signaux a
29,00 ppm (6%) et a 11,19 ppm (18%). L’analyse par CCM montrait une tache non visible a I'UV mais
uniquement a la NBP plus polaire que le phosphorodiamidate. Ce type de profil d'impuretés rappelle
celui observé lors de la synthése du composé 27 dans la série N-1. A chaque tentative de purification,
les proportions des impuretés semblaient augmenter. Ces observations nous ont fait supposer une
dégradation du produit lors de la purification.

Comme précédemment, nous nous sommes alors tournés vers l'utilisation du complexe 42-
BHs. Ce dernier a conduit apres phosphorylation au complexe 47-BHs avec des rendements de 30 et
33% (n = 2) (Schéma 68). Ce dernier est cependant inférieur a ceux obtenus dans la série N-1 (75%).
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Schéma 68 : Réaction de phosphorylation de I'alcool 42-BHs pour donner le phosphorodiamidate 47-BH3
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Le composé 47-BH; a ensuite été engagé en réaction de transchélation et de quaternisation

« one pot » pour donner le composé 48 final avec un rendement de 35% sur ces deux dernieres
étapes, soit un rendement global de 7% a partir de I'alcool 42 (Schéma 69).
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Schéma 69 : Synthése du composé 48 selon une séquence réactionnelle en quatre étapes via le complexe 42-BHz

4. Synthése de 'ammonium guaternaire 50

Comme cela a été démontré précédemment pour le composé 29, le DCM est préféré au THF
comme solvant de réaction de phosphorylation utilisant I'oxychlorure de phosphore en présence de
TEA, et de chloroéthylamine. Compte tenu également de la faible solubilité dans le DCM de I'alcool
42 et des soucis rencontrés jusqu’ici, nous avons réalisés la synthése du composé 50 via le complexe
42-BHs.

Lors de I'étape de phosphorylation, nous avons observé par analyse CCM, méme apres plus de
15 heures d’agitation a température ambiante, que l'alcool 42-BH; était toujours présent. Apres
purification plus de 30 a 60% de la masse initiale de ce dernier ont été récupérés selon les essais. Le
meilleur rendement obtenu est de 41% pour le complexe 49-BH; (Tableau 22).
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Tableau 22 : Proportions d'alcool 42-BH3 récupéré et rendement de la synthése du composé 49-BH3

Des éléments structuraux similaires aux autres produits de la série sont retrouvés pour le
composé 49-BH; tels qu’en RMN H, le doublet caractéristique du groupement méthyléne (H-5) a
5,03 ppm ou bien encore les signaux relatifs aux méthylénes des chaines chloroéthyles a 3,58 ppm et
3,35-3,19 ppm, affichant des constantes de couplage caractéristiques H-P phosphore.

Les réactions de transchélation et de quaternisation ont été réalisées comme précédemment
«one pot » avec un rendement de 56% (Schéma 70). Le dérivé 50 a donc été obtenu avec un
rendement global de 15% a partir du composé 42.
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Schéma 70 : Synthése du composé 50 selon une séquence réactionnelle en quatre étapes via le complexe 42-BH3

Pour conclure sur la synthese de cette série de molécules fonctionnalisées en position C-4 de
I'imidazole, les prodrogues 46, 48 et 50 ont pu étre synthétisées a partir du composé 42, en utilisant
le dérivé protégé par le borane 42-BH3s, avec des rendements globaux respectivement de 19%, 7% et
15%, lui-méme obtenu avec un rendement de 10% a partir du composé 12. Les rendements de
synthéses des prodrogues 46, 48 et 50 a partir de la sarcosine en 15 étapes sont tous inférieurs a
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0,5%. Seuls les phosphorodiamidates 45 et 43 ont pu étre obtenus respectivement a partir des
alcools 42 et 38 sans recourir aux étapes de protection et déprotection de I'amine tertiaire, mais les
expériences furent décevantes en termes de reproductibilité. L'instabilité des intermédiaires
phosphorodiamidates comportant une fonction amine tertiaire est probablement un des éléments
clefs expliquant ces résultats. Le composé 44 a été synthétisé avec un rendement de 20% a partir du
composé 38 soit un rendement global de 0,6% a partir de la sarcosine.

L’analyse structurale compléte des composés 44, 46, 48 et 50 a été réalisée par RMN 'H, 13C,
31p, COSY, HSQC, IR et HRMS. Les principales caractéristiques témoignant de la quaternisation sont
développées ci-aprées (Schéma 71):
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Schéma 71 : Structure générale des composés 44, 46, 48 et 50

e L’analyse du spectre RMN *H réveéle la présence d’un singulet vers 3,2 ppm intégrant pour
neuf protons, caractéristiques des protons méthyliques de I'ammonium quaternaire.

e L’analyse du spectre RMN 3C montre un glissement de 2 & 8 ppm vers les champs faibles des
signaux relatifs aux carbones C-10 et C-11 comparativement au complexe amine tertiaire-
borane.

e |’analyse du spectre RMN 3!P indique la présence d’un singulet unique respectivement a
19,45 ppm, 18,24 ppm, 17,20 ppm et 19,38 ppm pour les composés 44, 46, 48 et 50 en
accord avec la zone de déplacement chimique attendu.
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VIII. Etudes de stabilité et de clivage des prodrogues synthétisées, de
leur d’affinité in tubo pour 'aggrécane et de leur cytotoxicité in vitro

Toutes les prodrogues obtenues ont une pureté supérieure ou égale a 95% estimées grace aux
analyses spectrales de RMN. Les prodrogues synthétisées ont été évaluées en termes : i) de clivage,
par réduction chimique, ou enzymatique, ii) d’affinité pour I'aggrécane (protéoglycane majoritaire de
la matrice extracellulaire chondrogénique), par résonance plasmonique de surface (SPR), et iii) de
cytotoxicité en hypoxie versus normoxie sur cellules HEMC-SS. Les résultats seront comparés a ceux
obtenus pour la molécule hit ICFO516 afin de conclure sur les relations structure activité existantes.

Dans le but de valider la capacité de la prodrogue a étre clivée dans un environnement mimant
celui de I'hypoxie, des expériences en RMN 3!P ont été réalisées avec un réducteur chimique : le
dithionite de sodium, fréquemment utilisé a ces fins%3¢!, La prodrogue (i.e. 33, 34, 35, 44 ou 46) a
été mise en solution dans un mélange ACN/tampon cacodylate (pH = 7,4). Cette solution a été placée
dans un tube RMN muni d’un tube coaxial contenant comme référence une solution a 5% de TPPO
dans le DMSO-ds. Aprés addition de trois équivalents de réducteur dissouts dans du tampon
cacodylate, des acquisitions RMN 3P successives ont été programmées durant 24 heures a une
température de 37 °C. Les premiéres acquisitions ont été réalisées dans des temps courts puis de
plus en plus espacées pour obtenir un maximum d’informations sur le début de la cinétique de
clivage.

Le profil des spectres RMN 3!P est identique pour tous les composés étudiés : le signal de la
prodrogue disparait (17 a 19 ppm) au profit d’un signal pouvant correspondre a la substance active
(11 a 12 ppm). Celle-ci se dégrade rapidement en de multiples composés phosphorées qui ont un
déplacement chimique proche, puis en phosphate inorganique (environ 0 ppm) (cf Figure 98 pour le
composé 46).
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Figure 98 : Stabilité et cinétique de clivage monitorées par RMN 3P du composé 46
Référence TPPO dans le DMSO-ds ; A : stabilité dans le tampon cacodylate a pH = 7,4 a 37 °C; B : clivage avec du dithionite
de sodium (3,0 éq.) dans le tampon cacodylate a pH = 7,4 a 37 °C

Les trois prodrogues fonctionnalisées en position N-1 33, 34 et 35 ont un profil de cinétique de
disparition identique et un temps de demi-vie inférieur a 2 minutes (Figure 99). La prodrogue 46
(fonctionnalisation en C-4) posséde un profil légerement différent avec une décroissance plus lente
gue pour les composés de la série N-1 et un temps de demi-vie d’environ 6 minutes, proche de celui
du hit ICF05016. La prodrogue 44 (fonctionnalisation en C-4 par un propyléne) est quant a elle moins
sensible a la réduction chimique, avec une cinétique de libération moins rapide.
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Figure 99 : Evolution du pourcentage de prodrogue en fonction du temps en présence de dithionite de sodium (3,0 éq.) dans
du tampon cacodylate a pH = 7,4, a 37 °C

Afin de valider que le signal observé vers 12 ppm est bien relatif a la substance active, une
surcharge du tube RMN lors du clivage de la prodrogue, avec l'acide phosphorodiamidique
correspondant a été envisagée. Les substances actives 51 et 52 ont été obtenues par hydrogénation
de leurs analogues esters benzyliques 53, 54, (Schéma 72) eux-mémes synthétisés selon la méthode
précédemment décrite pour I'obtention du composé 3. Leurs structures ont été confirmées par
spectrométrie de masse (Tableau 23).

O~se” O . NH - O
T I 1 1

5

Cl

Schéma 72 : Structures des esters benzyliques 53, 54 et 5 utilisés pour la synthése des moutardes phosphorodiamidiques par
hydrogénation

GALE LD Masse théorique Valeur obtenue LIRSS ClTE R
phosphorodiamidique d’ionisation 9 RMN 3P (DMSO-dg)
9
HO-P-N o . i
NHZ\ négatif [M-H]-219,0 m/z [M-H]-219,0 m/z 9,76
Cl
51
Cl
HO-P—N
| \_\
J/N o négatif [M-H]" 345,0 m/z [M-H]" 344,9 m/z 10,79
Cl Cl
52
Cl
Q
HO—P—NH
HN\L positif [M+H]* 221,0 m/z [M+H]* 221,0 m/z 11,16
Cl
3

Tableau 23 : Caractérisation des composés 51, 52 et 3 par spectrométrie de masse et RMN 31p
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Cependant, les prodrogues ayant une gachette 2-nitroimidazole (excepté la molécule 44) ont
une cinétique de clivage trés rapide ne permettant pas de réaliser cette expérience de surchage.
Aussi les analogues 4-nitrobenzyliques des moutardes phosphorodiamidiques ont été synthétisés
(55, 56 et 57) (Figure 100), ces gachettes conduisant généralement a des clivages moins efficients, ce
qui a été confirmé ici pour la molécule 57 (Figure 101). En effet, un taux de clivage ne dépassant les
40% en présence de trois équivalents de dithionite de sodium (ou 10 équivalents dans le cas du
composé 56) a été observé et un signal a environ 12 ppm était bien présent, témoin de la libération
de la substance active.

Cl Cl
Cl
O,N o O,N o
O2N—©—\ O /_/ 2 I o
o-dn O o o-¢ -1

I
N

NHZ\_\ \—\CI
55 ° Clj Im 1

Figure 100 : Structure des prodrogues des trois moutardes phosphorodiamidiques avec une gdchette de type 4-nitrobenzyle
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Figure 101 : Evolution du pourcentage des prodrogues 35 et 57 en fonction du temps en présence de dithionite de sodium
(3,0 éq.) dans du tampon cacodylate a pH = 7,4, a 37 °C

Parallelement, la méme expérience de réduction a été réalisée mais en ajoutant une quantité
connue de moutarde 51, 52 et 3, et ce respectivement pour chacune des cinétiques des prodrogues
55, 56 et 57. Une acquisition RMN 3!P a été réalisée aprés 5 minutes et a permis de mettre en
évidence une augmentation relative de I'intégrale du pic a environ 12 ppm (Figure 102).

Ce signal est donc bien attribuable a la moutarde phosphorodiamidique correspondante,
preuve de sa libération par les prodrogues 33, 34, 35, 46 et 44 lors d’une réduction chimique.
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Figure 102 : Cinétique de clivage monitorées par RMN 31P des composés 35 et 57 et spectre de I'acide 3 de référence
Spectres RMIN 31P 5 minutes apres ajout du réducteur pour le composé 35, 57 et 57 surchargé avec le composé 3

L'affinité par liaison ionique entre les ammoniums quaternaires chargés positivement et les
charges négatives de |'aggrécane a été déterminée par SPR. La SPR est un phénomeéne physique qui
permet de suivre en temps réel 'affinité d’un analyte pour un ligand qui est fixé sur une fine feuille
d’or, elle-méme fixée sur une « sensor ship ». Sur cette « sensor ship » est envoyé de la lumiere
polarisée par le biais d’'un prisme. L'interaction de I'analyte avec le ligand va créer une variation de
masse ponctuelle qui va se répercuter sur I'onde plasmonique générée par le faisceau lumineux.
L'indice de réfraction de ce dernier est alors modifié. Une unité de détection optique enregistre en
temps réel les variations d’angle de la lumiere réfléchie et un logiciel les convertis en unité de
résonance (RU) permettant de tracer un sensorgramme (Figure 103).
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Figure 103 : Principe de la résonance plasmonique de surface3¢?

Un enregistrement de SPR comprend plusieurs phases lors d’'une méme analyse d’affinité
ligand-substrat (Figure 104) :

e Tout d’abord, un flux de solution tampon seul est envoyé sur la « sensor chip » servant a tracer
la ligne de base de I'analyse.

e Ensuite, la solution d’analyte dans le tampon est envoyée de maniére continue sur la « sensor
ship ». Une phase d’association entre I'analyte et le ligand, s’ils sont affins, est visible sur la
courbe par une augmentation du nombre de RU. Lorsque tous les sites sont saturés et/ou que
I’équilibre des interactions est atteint, un plateau est obtenu sur le sensorgramme.

e Du tampon seul est ensuite envoyé sur la « sensor ship » créant une phase de dissociation qui
s’opere entre le ligand et le récepteur et qui est caractérisée par une diminution du nombre de
RU.

e Un cycle de régénération visant a éliminer I'intégralité de I'analyte fixé est réalisé.

e Du tampon est ensuite de nouveau injecté pour un retour a la ligne de base.

Afin de déterminer la constante de dissociation Kp, caractéristique de I’affinité du ligand pour
un récepteur donné, I'échantillon est analysé par SPR a différentes concentrations. Plus la valeur du
Ko est petite, plus I’affinité avec le ligand sera forte.

160



Résultats et discussion

Va'a'a'a s/ s C
18 Y eRS
> " ”
B) . \
e 16 - Association Dissociation
I _
o o e lle Cinétique
2 %o ' .
° QOVYYVYY) Régénération
g 1% s/
2
° o
o [~] ~
I3 : . 0089
2 Concentration (s s ol
— e e e e e e o e —
0 100 200 300 400 500 600

Temps (s)

Figure 104 : Allure d’un sensorgramme typique obtenue avec une analyse SPR (adapté de Cooper)362

Les sept prodrogues synthétisées ont dans un premier temps été évaluées a une concentration
de 1 mM, comparativement a la molécule hit ICFO5016 (Figure 105). Toutes les prodrogues semblent
avoir une affinité pour l'aggrécane sensiblement équivalente a cette derniére. Il est toutefois
interessant de noter que trois ammoniums quaternaires (i.e. 48, 34, 46) ont montré une affinité plus
importante que la molécule hit. Un profil de cinétique de fixation et de dissociation particulier a été
observé pour la molécule 46 signant vraisemblablement une affinité différente avec 'aggrécane.
Quoi qu’il en soit, I'ensemble des prodrogues synthétisées posséde toujours une affinité pour
I'aggrécane et ce, quel que soit la position du vecteur sur la molécule.

Sensorgrammes a 1mM
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Figure 105 : Sensorgramme des différentes prodrogues évaluées par SPR vis a vis de I'aggrécane

Des analyses réalisées a différentes concentrations, ont permis de calculer la constante de
dissociation du meilleur composé (i.e. 48) (Figure 106), qui est de 3,2 mM confirmant une affinité
|égerement améliorée par rapport a celle du dérivé ICF05016 (i.e. 23 mM).
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Figure 106 : Sensorgrammes obtenus suite a I'analyse SPR de I'ammonium quaternaire 48 a différente concentrations

L’évaluation de la cytotoxicité des molécules synthétisées a été réalisée sur des cellules de
chondrosarcome humain H-EMC-SS cultivées en monocouche. Le protocole suivi consiste a mettre en
contact les cellules avec les prodrogues a évaluer sur une durée de 24 heures, dans des
concentrations variables (valeur limite de 200 uM) afin de déterminer les Clsp des composés. Les
résultats sont regroupés sur la Figure 107. Toutes les prodrogues nouvellement synthétisées ont un
HCR inférieur a celui de la molécule hit ICF05016 (HCR = 6,8), et ce principalement en raison d’une
cytotoxicité plus élevée en conditions normoxiques que la molécule de référence. En termes de HCR,
les prodrogues qui se démarquent des autres sont la molécule 35 avec un HCR de 4,0 dans la série N-
1 et la molécule 48 avec un HCR de 2,6 dans la série C-4. Les conjugués semblent donc avoir perdu
leur potentiel de prodrogues activables sélectivement en hypoxie. A partir de ces constats, nous
pouvons avancer deux hypotheses : soit les esters phosphorodiamidates possédent une activité
cytotoxique intrinseque ; soit les molécules sont activées par un mécanisme différent, indépendant
de I'hypoxie.

Comme les analogues benzyliques 53 et 5 ne présentent aucune cytotoxicité sur le lignée
HEMC-SS, a une concentration atteignant 200 UM en normoxie comme en hypoxie, nous
privilégierions plutot la seconde hypothése : a savoir un mécanisme indépendant d’une activation
par des réductases et par la méme du statut hypoxique pourrait étre mis en jeu.

Si les expériences de clivages par RMN ont démontré une sensibilité de nos prodrogues a la
réduction, celle-ci était initiée par un réducteur chimique, loin donc de mimer les conditions
physiologiques. Au niveau cellulaire, cette réduction sera principalement fonction des enzymes
réductrices présentes, qui doivent reconnaitre nos prodrogues comme substrats.

Afin d’obtenir un élément de réponse et de valider I'absence, ou quasi-absence, d’un
mécanisme d’activation par les réductases, qui pourrait expliquer une perte de sélectivité des
prodrogues en hypoxie, des expériences de réduction par voie enzymatique ont été réalisées.
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Figure 107 : Clso des prodrogues ICF05016,

163



Résultats et discussion

Une étude de clivage enzymatique des prodrogues a été réalisée en présence d’une
nitroréductase diélectronique d’Escherichia coli permettant de s’affranchir du taux d’oxygene lors de
I’essai de clivage. Le mode opératoire s’est inspiré des travaux décrits par Chen et al.1'8, La prodrogue
a été incubée dans le PBS a 37 °C en présence de la nitroréductase et d’un excés du co-facteur
dihydronicotinamide adénine dinucléotide phosphate tétrasodique (NADPH). Au préalable, la
stabilité de la prodrogue dans le PBS a 37 °C en présence de NADPH seul a été confirmée (aucune
dégradation visible sur une période de 2 heures 30 pour I'ensemble des molécules étudiées). Des
prélevements sont réalisés a différents temps puis analysés par HPLC afin de quantifier la quantité de
prodrogue présente dans I'’échantillon comparativement au temps to. Cette expérience est réalisée
en triplicat sur chaque molécule. Le pourcentage de prodrogue présent dans I'échantillon a été tracé
en fonction du temps pour visualiser leur cinétique de disparition (Figure 108).

La cinétique de réduction de la molécule hit est trés rapide, avec un temps de demi-vie
d’environ 5 minutes, et moins de 10% de la prodrogue est encore présente a 35 minutes. Concernant
les molécules de la série N-1, les prodrogues 33 et 35 ne montrent aucune décroissance au cours du
temps et ne semblent donc pas étre substrat de cette nitroréductase ; la prodrogue 34 n’est que trés
faiblement réduite a hauteur de 20% environ. Comparativement les prodrogues de la série C-4 50,
46, 48, et 44 semblent étre de meilleurs substrats pour cette enzyme avec respectivement 75%, 70%,
50% et 40% de prodrogue inchangée en fin d’analyse. Il est a noter que le composé présentant
I'alcéne sur le bras vecteur 44 semble plus facilement réduit par cette enzyme que son homologue
alcane 46.
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Figure 108 : Evolution du pourcentage de prodrogue en fonction du temps en présence de nitroréductase et de NADPH a 37
°C dans le PBS

peu ou pas activées par cette enzyme réductrice. Elles sont donc activées par le biais d’un autre
mécanisme qui est surement indépendant des conditions d’hypoxie.

Ces études permettent de conclure que le bras vecteur ammonium quaternaire ne doit en
aucun cas se trouver sur la gachette 2-nitroimidazole, sous peine de rendre la prodrogue moins
sensible au clivage enzymatique par une nitroréductase.
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IX. Application du concept de HAP vectorisées pour le cancer de la
prostate

La molécule ICF05016 ayant démontré des résultats intéressants en termes de ralentissement
de la croissance tumorale et de tolérance sur un modele murin de xénogreffes de chondrosarcome
humain H-EMC-SS, les études précliniques de cette molécule sont actuellement poursuivies,
notamment dans un protocole de co-traitement avec la radiothérapie. Parallelement, nous avons
choisi d’étendre cette approche de HAP vectorisées vers une autre pathologie cancéreuse, le cancer
de la prostate.

Le cancer de la prostate était en 2016 au niveau mondial le deuxieme cancer le plus
diagnostiqué chez ’lhomme (incidence de 1,4 millions de nouveaux cas) et la cinquiéme cause de
mortalité chez les hommes (381 000 morts) derriére 1) le cancer des poumons, des bronches ou de la
trachée, 2) le cancer du foie, 3) le cancer de I'estomac et 4) le cancer colorectal®®,

En France, le diagnostic de ce cancer est réalisé au moyen de deux examens principaux : le
toucher rectal qui permet de déterminer la présence d’une anomalie anatomique pouvant étre signe
de la présence d’'une tumeur, et une mesure du taux d’antigene spécifique prostatique sérique (PSA).
Si le taux de PSA total est supérieur a 4 ng.mL?, une biopsie prostatique est systématiquement
réalisée afin de confirmer le caractére cancéreux des éventuelles lésions®*. Des examens
complémentaires comme une IRM ou une scintigraphie osseuse peuvent également étre prescrits
afin d’établir un bilan d’extension de la maladie et déceler la présence d’éventuelles métastases3®. A
partir des constatations faites, des facteurs de pronostics sont recherchés, dont les plus reconnus
sont avec le taux de PSA, la classification TNM (tumeur, ganglions, métastases de I’anglais « tumor,
node, metastasis ») et le score de Gleason, sur lesquels s’appuie ensuite le choix du schéma
thérapeutique.

La classification TNM prend en compte |'extension de la tumeur locale, I'atteinte ganglionnaire
et la présence éventuelle de métastases. (Tableau 24)3°¢,

M : métastases a distance

Tx : tumeur primitive non évaluée N : ganglions régionaux

TO : tumeur primitive non retrouvée Nx : ganglions régionaux non évalués Mx : métastases a distance non
évaluées

T1 : tumeur ni palpable, ni visible en NO : absence de métastase MO : absence de métastase a distance

imagerie ganglionnaire régionale

T2 : tumeur limitée a la prostate N1 : atteinte ganglionnaire régionale M1 : métastases a distance

T3 : extension au-dela de la capsule

T4 : extension aux organes adjacents

Tableau 24 : Critéres utilisés pour réaliser une classification TNM dans le cas du cancer de la prostate (adapté de Parker et
al.)366

Cette classification permet de déterminer le stade précis d’évolution de la maladie3®’ :

e cancer de la prostate localisé (stade T1 ou T2, NO, MO) : la tumeur est limitée a la capsule
prostatique ;

e cancer de la prostate localement avancé (stade T3 ou T4, NO, MO) : la tumeur s’étend au-dela

de la capsule prostatique pouvant toucher d’autres organes voisins tels que les vésicules
séminales, la vessie, le sphincter, le rectum, le muscle releveur de I'anus ou la paroi pelvienne,
mais aucune atteinte des ganglions pelviens ni métastase n’est observée ;
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e cancer de la prostate avec atteinte des ganglions voisins (stade T3 ou T4, N1, MO) : la tumeur
s’étend au-dela de la capsule prostatique touchant également les organes voisins et les
ganglions pelviens, mais sans métastases ;

e cancer de la prostate métastatique (stade T3 ou T4, N1, M1) : la tumeur s’entend au-dela de la
capsule prostatique, aux organes voisins et aux ganglions pelviens et des métastases

apparaissent majoritairement au niveau osseux dans 90% des cas®,

Le score de Gleason est un score histopronostique du cancer de la prostate permettant de
décrire I'agressivité du cancer de la prostate qui est corrélé a I'espérance de vie du patient. Défini par
Donald Gleason, il permet de classer I'architecture des tissus prélevés dans les biopsies, des grades 1
a 5, avec une malignité croissante3®. Le grade 1 montre un tissu dont la composition est proche de
celui des tissus prostatiques sains se distinguant toutefois par la présence de modifications
architecturales ponctuelles et le grade 5 montre uniquement la présence de tissu tumoral (Figure
109). Si plusieurs grades sont présents au sein des différentes biopsies d’'un méme patient, la somme
des deux grades les plus fréquemment rencontrés permet de définir le score. En théorie, le score de
Gleason s’exprime sur une échelle de 2 a 10, mais en pratique, comme les grades 1 et 2 ne sont pas
considérés comme cancéreux, on ne rencontre que des scores allant de 6 a 10.

e
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Figure 109 : Représentation de I'architecture tissulaire, et coupes histologiques associées aux différents grades de Gleason
(adapté de Harnden et al.)37°

La stadification du cancer ainsi que I'espérance de vie du patient vont ensuite dicter le
protocole de traitement mis en place par les oncologues®®43¢ (Figure 110) :
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Evaluation initiale : bilan d’extension + évaluation de I'espérance de vie
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Figure 110 : Arbre décisionnaire général (non exhaustif) pour la prise en charge de patient atteint d’un cancer de la prostate

en fonction du stade et de la survie envisagée du patient (extrait du Vidal)3%*
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La surveillance active est proposée dans le cas unique ou la tumeur est localisée et consiste a
réaliser des bilans d’extension réguliers de la tumeur (taux de PSA sérique, IRM et biopsie
prostatique afin de déterminer si la tumeur change de stade).

La chirurgie, consistant en I'ablation totale de la prostate est le traitement de référence pour
les patients dont la survie est estimée supérieure a 10 ans. Elle peut s’accompagner d’un
curage ou d’un retrait des ganglions pelviens.

L’'hormonothérapie est pratiquée chez les patients ayant un cancer androgéno-dépendant. Elle
peut étre utilisée pour tous les stades des cancers et est considérée comme le traitement de
référence pour la prise en charge du cancer métastatique. Cette thérapie consiste a bloquer la
production de testostérone par castration chimique en utilisant une substance active’. Les
molécules utilisées dans ce cas peuvent étre des analogues de la LH-RH' (comme la gosériline
(Zoladex®), la leuproréline (Eligard®) et la triptoréline (Décapeptyl®)) ou un antagoniste
(dégarélix (Firmagon®)).

Des antiandrogenes comme par exemple l'acétate de cyprotérone (Androcur®) ou le
bicalutamide (Ormandyl®) qui bloquent les récepteurs androgéniques prostatiques et donc
I’action des hormones au niveau de la prostate empéchent la stimulation de la tumeur par la
testostérone. Ces thérapies sont généralement utilisées en combinaison avec les inhibiteurs de
la LH-RH dans les premiers mois de traitement permettant de réaliser un blocage
androgénique total de la tumeur. Elles sont également utilisées pour contrecarrer I'effet du pic
de production de testostérone suite aux traitements avec les analogues de la LH-RH.

Il arrive que cette approche de suppression androgénique ne permette pas de détruire
totalement les cellules cancéreuses et une hormonothérapie de seconde ligne est alors parfois
nécessaire. Dans ce cas, d’autres molécules peuvent étre utilisées telles que l'acétate
d’abiratérone (Zytiga®), inhibiteur de la biosynthése des androgenes, et I'enzalutamide
(Xtandi®), inhibiteur de la voie de signalisation des récepteurs aux androgénes.

La radiothérapie externe peut étre utilisée comme traitement dans les deux premiers stades
de la maladie et est généralement pratiquée pour le troisieme stade.

La radiothérapie interne peut étre réalisée avec l'utilisation de chlorure de radium 223
(Xofigo®) (***Ra (ti2 = 11,4 jours, E, max. = 7386 keV)), dans le traitement des métastases
osseuses symptomatiques chez les patients présentant un cancer de la prostate hormono-
résistant et métastatique. Elle consiste en l'injection au patient du radiopharmaceutique, qui
disposant d’un comportement similaire au calcium, va se fixer principalement aux lésions
osseuses. Le radium 223 se désintegre alors avec émission de particules a de faible parcours
mais de haute énergie. Ces dernieres émises a proximité des cellules tumorales induisent de
nombreuses cassures irréversibles des brins d’ADN conduisant a leur apoptose®’?.

La curiethérapie qui consiste a introduire des implants radioactifs au plus proche des tumeurs,
est réalisée pour les stades localisés. Cette stratégie thérapeutique nécessite toutefois une trés
bonne connaissance de la localisation des zones tumorales au sein de |'organe.

Les ultrasons focalisés a haute intensité possédent la méme indication. Des impulsions
ultrasonores via une sonde endorectale sont envoyées, produisant une élévation subite de la
température qui va conduire a la destruction définitive des tissus visés. Le faisceau est émis

* Une castration chirurgicale par I'ablation des testicules pour bloquer la production de testostérone peut
également étre réalisée. Ses indications sont en recul car la castration médicamenteuse a I'avantage d’étre
réversible et mieux tolérée psychologiquement.

" Hormone produite par I’hypothalamus qui aprés une cascade d’activation, conduit a la production de
testostérone par les testicules
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durant environ 5 secondes et le nombre de tirs dépend de la taille de la zone a traiter (300 a
400 tirs successifs sont nécessaires pour traiter une prostate de volume moyen)3’2,

e La chimiothérapie est utilisée dans les cas métastatiques hormono-indépendants du cancer de
la prostate et est & base de taxanes®3374: (1) docétaxel (Taxotére®) en association avec la
prednisone (Cortancyl®) qui est souvent le traitement de choix3” ou avec I'estramustine®®, (2)
cabazitaxel (Jevtana®) utilisé dans des cas de résistance au docétaxel®”*’%. La mitoxantrone
(Novantrone®) possede quant a elle une AMM dans le traitement palliatif de 'adénocarcinome
métastatique hormonorésistant et peut étre administrée en association avec la prednisone’.

e |'immunothérapie peut étre utilisée dans tous les grades des cancers de la prostate résistants
a la castration grace a I’'emploi du vaccin Spileucel-T (Provenge®). Des cellules mononucléées y
compris les cellules présentatrices d’antigénes (cellules du systéme immunitaire) sont
prélevées chez le patient et incubées avec une protéine de fusion composée de la phosphatase
acide prostatique (PAP, antigéne retrouvé dans 95% des cas de cancer de la prostate®) et de
stimulants du systéme immunitaire. Les nouvelles cellules immunitaires présentatrices de
I’antigéne PAP sont administrées au patient et vont permettre de stimuler les lymphocytes T
qui en retour vont déclencher une réponse ciblée sur les cellules cancéreuses de la prostate
porteuses de I'antigéne PAP et conduire in fine a leur destruction. Ce vaccin a été approuvé par
la FDA en 2010%°, L’EMA (« European Medicines Agency ») a autorisé la commercialisation de
ce vaccin en 2013 avant gu’il soit retiré du marché en 20153, |l n’a pas fait a ce jour I'objet
d’une AMM en France.

La majorité de ces traitements entrainent des effets secondaires importants comme
I'infécondité, les troubles érectiles ou urinaires ou encore des risques de rectites ou cystites, ces
deux derniers étant inhérents a I'utilisation de la radiothérapie externe. Dans les cas de cancers
hormono-résistants et métastasiques ou le recours a la chimiothérapie s’avere indispensable, des
échecs liés a des phénomenes de multirésistances ou bien encore les effets indésirables majeurs
inhérents a la chimiothérapie aux taxanes viennent compliquer la prise en charge des patients. De
nouvelles approches s’avérent donc nécessaire.

Comme toute tumeur solide, le cancer de la prostate posséde des zones hypoxiques®®, en

partie responsables du manque d’efficacité des chimiothérapies (voir paragraphe hypoxie). La
présence du marqueur de I'hypoxie HIF-la a été retrouvée dans des biopsies de tumeurs
prostatiques et plus particulierement pour les tumeurs de haut grade. D’apres les travaux de Lekas et
al., la quantification de la présence de HIF-1a dans le sang par gRT-QPCR (« quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction ») permettrait de faire la différence entre les cancers ne
présentant pas de signes évidents de malignité ou localisés et les cancers au stade métastatique3®,
La présence de HIF-1la dans des biopsie de cancer prostatique a également été corrélée avec
I’apparition du phénotype hormonodépendant et leur capacité invasive®“. Une méta-analyse publiée
en 2018 par Huang et al. confirme ces hypotheses corrélant le taux de HIF-1 et le degré de malignité
de la tumeur®. Ce marqueur de I’hypoxie pourrait étre utilisé en complément de la mesure du taux
de PSA, comme outil de diagnostic non invasif.

Notre approche de HAP vectorisées développées dans le cadre du chondrosarcome pourrait
donc également s’avérer prometteuse pour le traitement des cancers de la prostate, en proposant
une thérapie plus spécifique que les chimiothérapies anticancéreuses utilisées a I'heure actuelle. Le
vecteur envisagé serait, dans ce projet, un ligand spécifique de I'antigene membranaire spécifique a
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la prostate (PSMA). Le PSMA est largement décrit et considéré depuis plusieurs années comme un
biomarqueur pertinent pour le diagnostic et le traitement de cette pathologie (voir paragraphe
11.B.3.b.i(3), p49).

Dans la littérature, le TH-302 a été testé sur cellules d’adénocarcinome prostatique humain
exprimant le PSMA (LNCaP) et a démontré une Clso de 520 + 25 uM en normoxie versus 8,8 £ 2,3 uM
en hypoxie, soit un HCR de 60. L’évaluation de la cytotoxicité de la molécule ICF05017 sur cultures
cellulaires 2D et 3D de cellules LNCaP a également mis en exergue un HCR intéressant ; alors que
cette molécule ne posseéde pas de cytotoxicité pour une concentration inférieure ou égale a 200 uM,
sa Clsp est de 3,54 £ 1,16 uM et de 13,68 + 5,96 UM en hypoxie, respectivement en 2D et 3D (Figure
111A). La cytotoxicité de cette prodrogue est trés nettement visualisée par une désagrégation du
sphéroide (Figure 111B). A partir de ce constat de différentiel d’activité, 'utilisation de telles
structures pourrait s’avérer étre une stratégie pertinente dans le cadre du traitement des cancers de
la prostate.

A
ZIOOL ZIOOL B Hypoxie (N,; 0,<0,3%)
> >
80 80 Conditions hypoxiques
S 601 S 604 B
= e
_& 40+ _240
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13,68
204 20
354 Témoin
0- 0-
HCR > 56,5 HCR > 14,6

Figure 111 : A : Clsp de la molécule ICFO5017 sur culture 2D ou 3D de cellules LNCaP en conditions de normoxie et d'hypoxie ;
B : Microscopie optique de sphéroide 24 heures sans, ou apres traitement avec la molécule ICF05017 (x100)

S’appuyant sur ces premiers résultats, nous avons donc décidé de concevoir une prodrogue
bispécifique vectorisée vers les cellules tumorales prostatique surexprimant PSMA. La premiére
molécule envisagée 58 était un analogue de la molécule ICF05016, pour lequel la fonction
ammonium quaternaire et la chaine propylique étaient remplacées par le motif Glu-NHCONH-Lys,
ligand de PSMA (p 52). Ce motif est lié directement a I'atome de phosphore par le biais de la fonction
amine de la lysine (Figure 112). La synthése envisagée suit la séquence réactionnelle mise en place
pour les dérivés 26, 44 et 46 et est basée sur le couplage entre I'alcool 12, le chlorure d’acide
phosphoramidique 1 et le composé 59 (ligand protégé du PSMA) (Figure 112).
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Figure 112 : Structure de la premiére prodrogue vectorisée envisagée 58 et des précurseurs de synthese

Un espaceur étant souvent nécessaire pour assurer une affinité substance active/cible et/ou
ligand/récepteur efficiente, une seconde molécule a été envisagée disposant d’un espaceur entre la
substance active et le ligand. Parmi les nombreux choix qu’offre la littérature en termes d’espaceur,
notre attention s’est portée sur le motif présent sur une molécule appelée PSMA-617 qui est
actuellement en cours d’essais cliniques pour un usage tant diagnostique que thérapeutique des
cancers de la prostate (Figure 113). Elle a été congue avec un vecteur de type Glu-NHCONH-Lys, un
espaceur non clivable et une cage de type acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-
tétraacétique (DOTA) permettant de chélater un radionucléide métallique choisi en fonction de la
finalité attendue. La molécule PSMA-617 a été marquée notamment avec les radionucléides cités
dans le Tableau 25 qui ont tous fait I'objet d’une premiére injection a I’'Homme.

Radionucléide utilisé

Energie d e a
pour le marquage de la Temps de Type de ra onnemg;nt Il; lus Utilisation de la molécule
molécule demi-vie rayonnement Y X p radiomarquée
intense (keV)
PSMA-617
68Ga 1,13 heures B+ 1899 imagerie TEP19?
44Sc 3,97 heures B* 3643 imagerie TEP386
177 . radiothérapie interne
Lu 6,71 jours B 497 - t3g7
vectorisée™
50 . . radiothérapie interne
Y 2,70 jours B 2284 vectorisée3%8
25p¢ 10,0 jours a 8377 radiothérapie interne

vectorisée38?

Tableau 25 : Radionucléides complexés par le PSMA-617 et rayonnements associés pour un usage diagnostique ou
thérapeutique

Si les molécules marquées au scandium 44, a I'yttrium 90 et a I'actinium 225 ne font pas
encore I'objet d’essais cliniques en France, le PSMA-617 marqué au gallium 68 est soumis en France a
une ATU. La molécule marquée au lutécium 177 est impliquée a ce jour dans pas moins de sept essais
cliniques en phase |, Il ou lll pour des applications en radiothérapie interne vectorisée dans les cas de
cancers de la prostate métastatiques hormono-résistants.

* La radiothérapie interne vectorisée consiste & utiliser un vecteur pour acheminer un radionucléide plus
spécifiquement dans les tissus tumoraux. Sa désintégration produit un rayonnement suffisamment énergétique
pour occasionner des dommages a I’ADN des cellules cancéreuses. Les modes de désintégration (o, B*, B ou y)
sont différents selon les radionucléides ainsi que I'énergie libérée.
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Revenons sur le type d’espaceur utilisé par cette molécule. Il comporte un dipeptide d’acides
aminés synthétiques: I'acide (S)-2-amino-3-(naphthalén-2-yl)propanoique et |'‘acide (1r,4r)-4-
(aminoméhyl)cyclohexane-1-carboxylique. Parmi les espaceurs imaginés pour la phamacomodulation
de cette molécule par BeneSova et al, ce dernier a démontré in vitro le meilleur taux
d’internalisation (16,17 + 3,66 % de la dose injectée / 106 cellules LNCaP) et in vivo le meilleur ratio
tumeur / bruit (8,5) ainsi que la meilleure clairance rénale3%. Ce dernier critére sighe une élimination
rapide de la molécule radiomarquée circulante. En plus de cet avantage pharmacocinétique, la
présence du noyau naphtalene peut créer une interaction hydrophobe dans une des poches
lipophiles du site actif de I'enzyme améliorant I'affinité de la molécule pour le récepteur.

espaceur non clivable O,
—0
(A
N,/ N\ /O
N. ! N
¢ Y
O 0 M:---3-0
) _.\\\HJK/NVJN\
LN (>) \< o
@]
HN" "0 chélatant
COzH DOTA
> 0 M* = %8Ga, #4sc, 7771y, 25Ac poche
HOZC/\” N“ coH hydrophobe
ligand du PSMA
Glu-urée-Lys atome de
PSMA-617 zinc

Figure 113 : Structure du PSMA-617 et sa représentation dans la poche du site actif (adapté de Kopka et al.)?%3

Nous avons donc choisi de concevoir une HAP vectorisée disposant de cet espaceur entre le
vecteur et la moutarde organophosphorée (Figure 114). La synthése de cette molécule 60 a été
envisagée a partir des composés 12 et 1 et de la molécule 61 combinant la structure de I'espaceur au

vecteur protégé. Cette derniere peut étre synthétisée par couplage peptidique entre I'amine 59 et
I'acide 62.
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Figure 114 : Structure de la deuxiéme prodrogue vectorisée envisagée 60 et des précurseurs de synthése

1. Synthéses de la molécule 58

La synthése de la molécule 59 précurseur commun aux deux HAP envisagées, a été réalisée via
une séquence en 2 étapes, au départ de deux acides aminés commerciaux protégés par des
groupements tert-butyles : H-Glu(OtBu)-OtBu.HCl et H-Lys(Z)-OtBu.HCl (Tableau 26). Dans la
littérature, trois méthodes principales sont utilisées pour le couplage de ces deux acides aminés par
I'intermédiaire d’une liaison urée (Tableau 26).
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A
HN o/\©
HNAO
Xojio HCI © H,N I oj< X i /\©

H-Lys(Z)-OtBu.HCI

>‘/O\":)(\NH2 * HCI X WK\NXN ooj<

5 H H
H-Glu(OtBu)-OtBu.HClI 63
Rendement de
Méthode Conditions édiai synthése du
composé 63
1) p-NO,PhO(CO)CI, DIPEA >(° 0
Méthode 1 DCM, 0 °C puis t.a., 30 min \i o NO, 86%
Vlahov et al.391 2) H-Lys(Z)-OtBu.HCI, DIPEA o. . /©/
DCM, t.a., 1 h >( N"To
o
Premiére étape :
CDI, TEA, DMAP
DCM, 0 °C puis t.a., 18 h o. .o
Méthode 2 Deuxiéme étape : 45%
Babich et al.392 1) TMA, TfOMe N
DCM, 0 °Cpuist.a.,, 1 h X 5 H O
2) H-Lys(Z)-OtBu.HCI
DCM, 50°C,6h
74%
Méthode 3
McE:l:er;fy et 36%
1) (CIsC0),CO, TEA >r°f\°
DCM, -78 °C puis t.a., 30 min
Pearce et al.3%3 2) H-Lys(Z)-OtBu.HCI, TEA i o° 83%
DCM, t.a., 18 h >(OTO(\N/C
Murelli et al.3%4 86%

Tableau 26 : Méthodes de synthése issues de littérature du ligand du PSMA de type Glu-urée-Lys protégé

La méthode 1 consiste a former le carbamate de 4-nitrophényle a partir du chlorhydrate de
glutamate de di-tert-butyle en présence de N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA). Cet intermédiaire
n’est pas isolé et la lysine protégée est additionnée sous forme de chlorhydrate avec un exces de
DIPEA. L'urée substituée est obtenue avec un rendement de 86%. La méthode 2 décrite par Babich et
al. consiste a faire réagir le carbonyldiimidazole (CDI) avec le chlorhydrate de glutamate de di-tert-
butyle en milieu basique. L'intermédiaire imidazoyle est isolé avec un rendement de 61%, puis la
fonction urée est activée grice au triflate de méthyle en présence de triméthylamine (TMA)
permettant la méthylation de I'imidazole en position 3. De la lysine protégée est ajoutée et va
s’additionner sur Il'acylimidazolium intermédiaire tres réactif. Aprés élimination de 1-N-
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méthylimidazole, 'urée est obtenue avec un rendement de 45% sur deux étapes. Enfin, la méthode 3
utilisant un intermédiaire isocyanate généré par 'action de triphosgéne en présence de TEA a été
décrite dans la littérature par différents auteurs, McEnaney et al., Pearce et al. et Murelli et al. et
permet d’obtenir I'urée 63 avec des rendements de |'ordre de 85%.

La méthode 2 conduit au composé d’intérét avec un rendement de seulement 45% et nécessite deux
étapes de purification, alors que les méthodes 1 et 3 conduisent a des rendements majorés de 40%.
Plus répandue dans la littérature, nous avons optée pour la méthode 3.

La seconde étape consiste en la déprotection de I'amine de la lysine, protégée avec un
groupement benzyloxycarbonyle, le plus couramment réalisée de fagon quantitative par
hydrogénation catalytique en présence de palladium sur charbon.

Ces deux étapes ont été mises en ceuvre au laboratoire selon les conditions décrites dans la
littérature avec des rendements respectifs de 81 + 9% (n = 4) et 89 + 7% (n = 5), équivalents aux
données de la littérature332% (Schéma 73).

1) (CI3C0),CO, TEA
DCM, -78°C puis t.a. 30 min

2) o

PN
HN o@
HNXO
>(O\io HCI ® HyN ooj< >ro\io o @

o TEA, DCM, t.a., 18 h
SO
o

81%

NH,

0._0
H,, PdIC X \i
_—
o

MeOH, t.a., 18 h B
89% OT(\NXN (0]
— >r H H T<
(6] (0]
59

Schéma 73 : Synthése du composé 59 réalisée au laboratoire, a partir du chlorhydrate du diester tert-butylique de I'acide (S)-
glutamique et du carbamate de benzyle du chlorhydrate de (S)-lysine

La réaction de couplage entre le ligand protégé 59, I'alcool 12 et le dichlorure de I'acide
phosphoramidique 1 a été réalisée selon la méthode utilisée pour la synthése des dérivés de type
cyclophosphamide (26, 44 et 46) (Schéma 74) et suivie par RMN 3P (Figure 115). Aprés addition du
composé 1 puis 15 minutes d’agitation a -78 °C, le signal de I'intermédiaire était visible a 15,42 ppm
avec un ratio 64/1 de 80/20. Aprés 20 minutes d’agitation, le ligand 59 et un équivalent de TEA ont
été additionnés goutte a goutte au milieu réactionnel. Le signal a 15,42 ppm de l'intermédiaire
disparaissait progressivement au profit d’un autre signal a 17,45 ppm pouvant correspondre au
produit attendu. Aprés 3 heures d’agitation, I'intermédiaire semblait avoir été consommé en quasi-
totalité (90%).
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Schéma 74 : Synthese du composé 65 par phosphorylation du composé 12
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Figure 115 : Suivi cinétique par RMN 31P de la réaction de couplage pour I'obtention du phosphorodiamidate 65
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Aprés chromatographie sur colonne, le composé 65 a été obtenu avec un rendement de 44%.
Les analyses des spectres RMN H et 3!P et plus particulierement I'analyse du spectre RMN 3C
montrent un dédoublement de la majorité des signaux (Figure 116) pouvant étre lié a la formation de
deux diastéréoisomeres issus du nouveau centre chiral créé (i.e. atome de phosphore).
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Figure 116 : Eléments de détermination structurale issus de I'analyse des spectres RMN 1H, 13C et 3P pour la caractérisation
du composé 65

La détermination structurale s’appuie notamment sur les caractéristiques spectrales suivantes :

e Deux singulets § 7,18 et 7,17 ppm intégrant pour un proton sur le spectre RMN H,
caractéristiques du proton aromatique (H-1) et un multiplet de 5,18 a 5,01 ppm attribuables
aux protons benzyliques (H-2). Les signaux du ligand (partie en bleu) sont en accord avec une
partie de ceux retrouvé précédemment pour le composé 63.

e En RMN ¢, des constantes de couplages 3Jcr = 6 Hz, Zcp = 5 Hz et 2Jcp = 4 Hz obtenus pour les
carbones C-4, C-3 et C-2 respectivement, qui signent le couplage des différents groupements
au phosphore.

e Deux signaux a 16,63 et 16,62 ppm sur le spectre RMN 3P en ratio 50/50.

e Un ion [M+H]* m/z 830,3392 en HRMS, en accord avec la masse théorique de la structure
proposée (valeur théorique : m/z 830,3382).

La derniere étape consiste a déprotéger les trois esters tert-butyliques de la molécule en
milieu acide. De nombreuses méthodes sont présentes dans la littérature pour la déprotection de ce
type de ligand comportant une fonction amide ou urée sur une chaine latérale mais aucun exemple
de la littérature ne fait état de liaison phosphorodiamidate. La condition la plus fréquemment
retrouvée est celle utilisant de I'acide trifluoroacétique (TFA), pur3®®3%, dilué dans le DCM3% et/ou
additionné de triisopropylsilane (TIS) et d’eau®,
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Un essai de déprotection du composé 65 a été réalisé dans du TFA dilué dans du DCM anhydre
a 0 °C (Schéma 75) et la réaction a été suivie par LC-MS. Des 45 minutes, le produit de départ n’est
plus visible sur le chromatogramme. Les intermédiaires partiellement protégés ne sont mis en
évidence qu’a I'état de traces par détection masse. Ces résultats semblent donc indiquer une
dégradation tres rapide de ces structures en présence de TFA. Ces observations rejoignent les
résultats obtenus suite aux essais de dissociation du complexe de bore du dérivé 26 en milieu acide
(p 134).
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Schéma 75 : Tentative de déprotection du composé 65 en présence de TFA

2. Synthése des molécules possédant un espaceur triazolique

L'utilisation de conditions acides pour cliver les trois esters tert-butyliques semble étre a
proscrire en présence de la fonction phosphorodiamidate. Il semble donc judicieux de réaliser la
réaction de phosphorylation préliminairement a I'introduction du ligand déprotégé. Afin de répondre
a cette exigence, notre choix s’est porté sur une réaction de chimie click faisant intervenir une
cycloaddition entre un azoture porté par la partie vectrice et un alcyne introduit sur l'ester
phosphorodiamidate. Dans ce but, la synthése de deux nouvelles molécules 66 et 67, possédant un
espaceur modifié par I'introduction d’'un motif 4-propyltriazole a été entreprise (Figure 117).
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Figure 117 : Structures des deux nouvelles HAP vectorisées vers le PSMA envisagées 66 et 67
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Les voies de synthéses envisagées possedent un précurseur commun, le dérivé
phosphorodiamidate 68 comportant une fonction alcyne vrai sur une chaine propylique. Ce dernier a
été synthétisé dans les conditions de phosphorylation décrites précédemment mais en utilisant
cette-fois la pent-4-yn-1-amine. Deux purifications sur colonne de chromatographie sont nécessaires
pour s’affranchir d’une impureté non identifiée qui co-élue avec le produit. Le composé 68 est
obtenu avec un rendement de 34% (n =2).
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Schéma 76 : Synthese du précurseur alcyne 68

3. Synthése de la molécule 66

Afin de réaliser la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire, la fonction amine du dérivé 59 doit
étre convertie en azoture 69. L’acces a ce composé a déja été décrit dans la littérature soit a partir du
chlorhydrate de I'azoture de 1-N-sulfonylimidazole avec un rendement de 64%*%, soit a partir de
I'azoture de triflyle avec des rendement de 52%%* et 71%%%4. Ce sont ces derniéres conditions qui ont
été retenues. L'azoture de triflyle étant instable, il doit étre préparé extemporanément a partir
d’azoture de sodium et d’anhydride triflique en solution dans un mélange ternaire eau / DCM /
MeOH refroidi a 0 °C. Aprés agitation a température ambiante, décantation et lavages, la solution
organique contenant I'azoture de trifyle a été additionnée a une solution méthanolique aqueuse de
I'amine 59, en présence d’une quantité catalytique de sulfate de cuivre. Apres purification, le
composé 69 est obtenu avec des rendements proches de la littérature de 42% et 78% (n = 2) (Schéma
77).

Le composé 69 a ensuite été déprotégé selon un protocole décrit dans la littérature®®, basé
sur I'utilisation d’un mélange TFA/TIS/H,0 95/2,5/2,5, v/v/v. Apreés purification par chromatographie
préparative en phase inverse (C18), le triacide 70 est obtenu avec des rendements de 29% et 37% (n
=2).
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Schéma 77 : Voie d’accés au composé 70 a partir du composé 59

Les composés 68 et 70 ont alors été engagés dans une réaction de chimie click dans un
mélange équivolumique de tert-butanol et d’eau a température ambiante, avec addition d’acide
ascorbique et de sulfate de cuivre pour créer I'ion cuivreux capable de catalyser la cycloaddition.
Méme apres des additions répétées de solutions de sulfate de cuivre et d’acide ascorbique sur 48
heures, la CCM indiquait une consommation incompléte de 'alcyne 68. Aprés purification du milieu
réactionnel, aucune fraction ne contenait le produit d’intérét.

L'utilisation de ligands peut s’avérer nécessaire afin d’activer la réaction de cycloaddition 1,3-
dipolaire en stabilisant les ions cuivreux. Parmi ces ligands, le tris(benzyltriazolylméthyl)amine
(TBTA), catalyseur de Fokin®®? est un dérivé de type oligotriazoles, qui est largement décrit dans la
littérature comme chélateur du cuivre (+l), le protégeant de I'oxydation, de la dismutation, et ainsi
améliorant son activité catalytique. Notre réaction de cycloaddition se déroulant dans en milieu
aqueux, un analogue du TBTA, le tris{(1-hydroxy-propyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)méthyl}amine (THPTA)
possédant trois fonctions alcool lui conférant une meilleur hydrosolubilité a été utilisé.

Un second essai de cycloaddition a donc été réalisé dans les mémes conditions (15% molaire
d’acide ascorbique et 5% molaire de sulfate de cuivre), mais cette fois avec I'addition d’une quantité
catalytique de THPTA (5% molaire). Comme précédemment, malgré plusieurs ajouts répétés de
catalyseurs allant jusqu’a 0,6 équivalent d’acide ascorbique et 0,10 équivalent de sulfate de cuivre et
de THPTA, une consommation incompléte de I'alcyne 68 est observée. Aprées 3,5 jours d’agitation la
réaction a été stoppée et le brut réactionnel purifié par chromatographie préparative en phase
inverse (C18). Le composé d’intérét 66 est obtenu aprés lyophilisation avec un rendement de 37%
(Schéma 78). La structure du composé 66 a été confirmée par I'analyse des spectres RMN H, 13C,
appuyée par des expériences COSY et HSQC, ainsi que par une analyse HRMS. L’apparition sur le
spectre RMN H du proton caractéristique du triazole a 7,77 ppm témoigne notamment de I'efficacité
de la cycloaddition.
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Schéma 78 : Réaction de chimie click entre les composés 70 et 68 pour la synthése du composé 66

4. Synthése de la molécule 67

La deuxieme molécule envisagée, 67, possede I'espaceur développé pour la molécule PSMA-
617 ainsi que le motif propyl triazole, entre le ligand GIUNHCONHLys et le phosphorodiamidate. La
synthése supportée du PSMA-617 est décrite dans la littérature39°3%°, mais nous avons opté pour une
syntheése classique en solution. La séquence réactionnelle envisagée comporte 6 étapes au départ de
la (S)-napht-2-yIméthylglycine, a savoir 2 couplages peptidiques, des protections et déprotections
d’acides carboxyliques et une cycloaddition (Schéma 79).

La fonction acide de la (S)-(napht-2-yl)méthylglycine a été protégée sous la forme d’un ester
tert-butylique en présence d’acide perchlorique et d’acétate de tert-butyle selon une procédure
utilisée par Cheng K. et al. pour la protection de la phénylalanine avec un rendement de 89%°%. Le
produit 71 a été obtenu analytiquement pur aprés traitement réactionnel par lavages successifs avec
un rendement de 66 + 3% (n = 3).

L’acide (1r,4r)-4-(azidométhyl)cyclohexane-1-carboxylique a été condensé avec I'amine 71 par
synthése peptidique en milieu basique, en utilisant de I’hexafluorophosphate de benzotriazole-
tétraméthyluronium (HBTU) comme agent de couplage, et un équivalent d’hydroxybenzotriazole
(HOBt), afin d’éviter la racémisation des centres stéréogénes durant la réaction*®*4%, Le peptide
protégé 72 a été obtenu avec un rendement de 97%.

L'ester tert-butyliqgue du composé 72 a ensuite été clivé avec un mélange TFA/DCM, 1/2, v/v
additionné a 0 °C. Aprés 2 heures 30 de réaction a température ambiante, I'acide carboxylique 73,
obtenu apres évaporation avec un rendement quantitatif, a été engagé dans I'étape suivante sans
autre purification. Ce dernier a alors été couplé avec I'amine 59, selon les mémes conditions que
décrites précédemment pour conduire a I'azoture 74 avec un rendement de 56%. Les fonctions
acides du composé 74 ont ensuite été libérées en présence de TFA a 0 °C puis sous agitation durant 2
heures a température ambiante. Apres évaporation du milieu réactionnel et précipitation dans
I’éther diéthylique anhydre, le triacide 75 a été isolé de maniére quantitative. Ce dernier a été
engagé en réaction de cycloaddition dans les mémes conditions que pour le composé 66 avec le
catalyseur THPTA. La encore la réaction semble peu efficiente. L’addition d’un équivalent d’acide
ascorbique et un équivalent de sulfate de cuivre, contrairement aux conditions catalytiques décrites
dans la littérature, a été nécessaire pour observer en CCM la disparition totale du réactif 68 apres 30
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minutes d’agitation a température ambiante. Le brut réactionnel a été purifié par chromatographie
préparative en phase inverse (C18) et les fractions d’intérét lyophilisées.

La structure du composé 67 a été confirmée aprés analyse des spectres RMN H, 3C, 3P
appuyées par des expériences de type COSY et HSQC et par analyse HRMS. Le spectre de masse
obtenu montre la présence de I'ion monochargé [M+H] * m/z 1107,3962 (valeur théorique m/z
1107,3981) ainsi que I'ion dichargé correspondant [M+2H]* m/z 554,2026 (valeur théorique : m/z
554,2027). Il est a noter que pour certains lots, le spectre de masse indiquait la présence d’un second
produit caractérisé par les signaux relatifs aux ions dichargé [M+2H]?* (m/z 562,7188) et monochargé
[M+H]* m/z 1124,4297. Ce second composé provient de la réaction parasite d’estérification d’une
fonction acide carboxylique avec le méthanol deutéré (CisHesD3Cl,N12013P%* valeur théorique
[M+2H]* : 562,7200). Cette réaction parasite est observée également avec I'intermédiaire réactionnel
75 précédant.
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Schéma 79 : Synthése du composé 67 a partir de la (S)-(napht-2-yl)méthylglycine
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L'activation enzymatique par la nitroréductase d’Esherichia coli de la prodrogue 66 a été
évaluée dans les conditions décrites précédemment, moyennant I'ajout de DMSO pour permettre la
dissolution du composé (concentration de 0,3% dans le milieu d’incubation). Afin d’estimer I'impact
du ligand GIUNHCONHLys, nous avons également réalisé une étude avec la molécule dite « non
vectorisée » ICF05017.

Les deux prodrogues se sont révélées stables dans les conditions utilisées (PBS, 37 °C) en
présence de NADPH seule durant 2 heures. En présence de I'enzyme, l'analyse des
chromatogrammes montre que les composés ICF05017 (Figure 118, courbe bleue) et 66 (Figure 118,
courbe verte), sont totalement consommeés apres environ 400 secondes (~7 minutes) d’incubation,
soit un temps de demi-vie des prodrogues ICF05017 et 66 estimé a 13 et 45 secondes
respectivement.
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Figure 118 : Evolution du pourcentage des prodrogues ICF05017 et 66 en fonction du temps en présence de nitroréductase et
de NADPH a 37 °C dans le PBS

Ces deux prodrogues sont donc bien substrats de cette nitroréductase : la présence du bras

espaceur et du ligand ne semble donc pas nuire a la réaction enzymatique permettant de libérer le
principe actif.

Dans le but d’évaluer I'affinité de la molécule 66 pour I'antigene PSMA, un test de compétition
inhibitrice a été réalisé avec un ligand de référence radioiodé, ['2°1]-ICF01305, précédemment décrit
dans la littérature?'?, sur des cellules de carcinome prostatique humain LNCaP-Luc (PSMA+). Ce
ligand a été choisi en raison de sa forte affinité PSMA, quantifiée par une constante d’inhibition de
0,010 nM. Cette molécule radiomarquée a l'iode 125 a été utilisée pour des tests de compétition
d’affinité entre la molécule étudiée 66 et I'antigene PSMA. A noter que la mise au point du
radiomarquage et des tests de compétition ont été réalisés au laboratoire pour I'ensemble des
programmes de recherche en cours utilisant des vecteurs ciblant le PSMA.

Lors de ces développements, j'ai participé avec d’autres colléegues radiochimistes a la mise en
place de la radiosynthése du composé [1*1]-ICF01305 ainsi qu’aux évaluations biologiques réalisées
par Sophie Besse (Figure 119). Le marquage a I'iode-125 a été réalisé a haute activité spécifique par
substitution électrophile aromatique du 4-tributylstannylbenzoate de N-succinimidyle (ICF01309), un
acide aromatique activé sous forme de N-hydroxysuccinimide. La réaction d’iodation électrophile
nécessite I'obtention d’ions [*®1]-I* qui peuvent étre facilement obtenus a partir d’'une solution
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aqueuse d’iodures de sodium [*#1]-Nal et d’un oxydant doux. Le choix s’est porté sur la chloramine-T
qui est largement décrit dans la littérature pour ce type de marquage aux radioisotopes de l'iode.
Aprés 15 minutes a température ambiante la réaction est totale et le 4-['?°l]-iodobenzoate de N-
succinimidyle (4-['2°1]-SIB) est isolé aprés purification par chromatographie sur colonne semi-
préparative (C18) avec un rendement radiochimique de 58%, une pureté radiochimique supérieure a
98% et une activité molaire de 2,7 GBg/umol. L'identification du produit a été réalisée en UV-radio-
HPLC analytique par co-injection avec la référence froide. Cet ester activé radiomarqué a ensuite été
mis en réaction dans du DMSO avec le ligand du PSMA, ICF01268 sous forme de sel de TFA, en
présence d’un exces de DIPEA et a température ambiante. Aprés 45 min, Le milieu réactionnel est
purifié par RP-HPLC (C18) puis la fraction d’intérét est diluée par I’eau et déposée sur une cartouche
SepPack C18 light. Aprés élution par I’éthanol puis évaporation, la molécule [**1]-ICFO1305 est
obtenue avec un rendement radiochimique de 67%, une pureté radiochimique supérieure a 98% et
une activité molaire de 2,1 GBg/umol. Son identification a été réalisée comme précédemment par
UV-radio-HPLC analytique comparativement au produit froid co-injecté avec I’échantillon (Figure
119).

1
1) ['?°1)-Nal HT‘ \UA\\\I
. 00 CAT, AcOH, MeOH HO._O P PN
Bussn— 4 Y ta., 15 min ] J
h Ay / N 7 ™~ -
= o—N_A e [
i 2) NH, TFA HOT/‘\N JL\N - \H/OH
o HO. \./[O j/ 6 H H §
> 0 4 ['251]-IcF01305
Ho. Ao M L __OH
NN
o]
ICF01268
DIPEA, DMSOQ, t.a., 45 min
39%
Chromatogramme UV (250 nm)
__ 4000
2
i 3000
@ 2000
§ 1000
=
0 -+ T T ' T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Temps (min)
Radiochromatogramme
150000
£ 100000
(]
50000
0 - : ! : : - : - : )
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Temps (min)

Figure 119 : Radiosynthése et contréle qualité par UV-radio-HPLC du ligand [*%1]-ICF01305
Les chromatogrammes ont été obtenus aprés co-injection en HPLC du produit radiomarqué et de la référence « froide »
ICF01305. Le décalage des temps de rétention entre les deux chromatogrammes est di au montage en série des détecteurs
de radioactivité et UV

L'affinité de la molécule pour le récepteur PSMA a été estimée en mesurant la concentration
de molécule nécessaire pour inhiber de 50% la fixation du radioligand [*2°1]-ICF01305 sur les cellules
LNCaP. Cette mesure a été réalisée en incubant des cellules, avec des concentrations croissantes de
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ligand d’intérét et une concentration fixe du radioligand [*2°1]-ICF01305. Aprés une heure de contact,
les cellules ont été récupérées, lysées et la radioactivité mesurée dans le culot cellulaire. Les courbes
d’inhibitions obtenues ont permis de déterminer les Clso du composé 66 ainsi que du PMPA, ligand
de référence pour les tests d’affinité au PSMA. Celles-ci sont respectivement de 19 nM et 188 nM,
synonyme d’une affinité plus importante de notre ligand 66 (Figure 120).
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Figure 120 : Affinité relative pour le PSMA de la prodrogue 66 ou du PMPA en présence du radioligand [12°1]-ICF01305

Aprés validation du clivage par réduction enzymatique de la molécule 66 et de son affinité
pour l'antigéne PSMA, une étude de cytotoxicité a été réalisée sur deux lignées cellulaires
d’adénocarcinome prostatique humain, PC3-Luc et LNCaP-Luc, respectivement PSMA- et PSMA+.
Alors que la molécule ICF05017 montre un différentiel de cytotoxicité intéressant (HCR > 56) sur les
cellules LNCaP-Luc, la molécule 66 ne posséde quant a elle aucune cytotoxicité sur les deux lignées
étudiées, que ce soit en normoxie ou en hypoxie et ce jusqu’a des concentrations de 200 uM (Figure
121).
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Figure 121 : Clsp des composés ICF05017 et 66 sur les cellules LNCaP-Luc et PC3-Luc

Cette absence d’activité en hypoxie pourrait étre liée a une mauvaise libération de la
moutarde alkylante, toutefois nos résultats de réduction enzymatique semblent contredire cette
hypothese. De plus, I'affinité entre la molécule et I'antigéne PSMA a été préalablement validée avec
les tests de déplacements de ligand. Les raison de cette abscence de cytotoxicité de la molécule 66
restent a déterminer.
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Conclusion et perspectives

Les travaux décrits dans ce manuscrit avaient pour objectif de développer une approche de
prodrogues bispécifiques, activables en situation d’hypoxie et vectorisées vers le tissu tumoral dans
le cadre de deux pathologies cancéreuses : le chondrosarcome, maladie orpheline avec environ 120-
150 nouveaux cas par an en France et le cancer de la prostate, tumeur maligne la plus couramment
diagnostiquée chez les hommes avec environ 48 000 nouveau cas en France (2013) et qui reste une
des principales causes de déces liés au cancer.

|. HAP vectorisées vers la matrice extracellulaire du chondrosarcome

La premiere partie de cette thése a permis la synthése de sept molécules originales, dotées
d’une part, d'une fonction ammonium quaternaire servant de vecteur vers la matrice extracellulaire
du chondrosarcome et d’autre part, d’un cycle 2-nitroimidazole assurant une activation spécifique en
conditions d’hypoxie.

Deux séries de prodrogues vectorisées ont été synthétisées présentant un greffage de la
chaine vectrice N,N,N-triméthylpropylaminium soit en C-4, soit en N-1 du cycle imidazole (Schéma
80).
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Schéma 80 : Récapitulatif des voies de synthése des sept prodrogues développées pour le chondrosarcome

187



Conclusion et perspectives

Concernant la série C-4, la séquence réactionnelle utilisée reposait sur une fonctionnalisation
par le biais d’'un couplage de Stille du (1-N-méthyl-2-nitro-1H-imidazo-5-yl)méthanol, 12, obtenu par
construction de novo du cycle imidazole selon une cyclisation de Markwald. Cette étape de
cyclisation est reconnue dans la littérature comme étant peu reproductible, et constitue le point
critique de cette voie de synthese. Ces conditions réactionnelles ont donc été optimisées, tant en
fonction de nos observations qu’a la suite des travaux d’O’Connor et al., nous permettant d’obtenir
le composé 12 a partir de la sarcosine en sept étapes avec un rendement global de 19%.

A partir de ce précurseur, le composé (2-nitro-1H-imidazo-5-yl)méthanol 42, fonctionnalisé en
position 4 par une chaine précurseur du vecteur N,N,N-triméthylpropylaminium, a été obtenu avec
un rendement de 10%, selon une séquence en cing étapes.

Les phosphorodiamidates N,N-bis(2-chloroéthyle) (i.e. de type cyclophosphamide) 44 et 46 et
N,N,N’,N’-tétrakis(2-chloroéthyle) 48, ont pu étre obtenus a partir des chlorures de phosphoryles
respectifs 1 et 2. Concernant I'acces a la moutarde de type N,N’-bis(2-chloroéthyle) 50 (i.e. de type
ifosfamide), une méthode alternative a la réaction de Mitsunobu, classiquement décrite dans la
littérature pour la synthese ce type de composé (e.g. TH-302), a d(i étre développée. Cette derniére a
consisté a phosphoryler I'alcool 42 par l'oxychlorure de phosphore puis a condenser deux
équivalents de chloroéthylamine.

La mise au point des conditions des différentes réactions de phosphorylation s’est appuyée sur
un suivi par RMN 3!P des cinétiques de réaction. Lors de la synthése des phosphorodiamidates, des
problémes de stabilité des intermédiaires amine tertiaire ont été rencontrés, mais ont pu étre
contournés avec succes par l'utilisation d’un complexe amine-borane de l'alcool 42, suite aux
observations faites dans la série N-1. Aprés une étape de phosphorylation de ce dernier, une
transchélation suivie d’une quaternisation de I'amine tertiaire ont permis d’obtenir les trois
prodrogues vectorisées 46, 48 et 50.

Concernant la série N-1, les conditions de cyclisation optimisées pour le dérivé 1-N-méthyle 12
ont été transposées a la synthese de novo de I'analogue 1-N-(3-(N’,N’-diméthylamino)propyle) 22.
Malgré I'utilisation de conditions identiques, le rendement de I'étape de cyclisation s’est avéré
inférieur a celui obtenu pour le dérivé méthylé (ie. 21% versus 60%). La synthése des
phosphorodiamidates 26, 27 et 29 n’a pas été possible a partir des précurseurs amine tertiaire, en
raison d’'un manque de réactivité des réactifs engagés et/ou d’une instabilité des produits obtenus.
L'introduction d’une fonction amine tertiaire s’est révélée problématique par bien des aspects tout
au long de ces travaux soit en raison de sa polarité (lors des phases de traitement et de purification)
ou de sa nucléophilie (formation du composé 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrimidine 23 par
cyclisation intramoléculaire spontanée du dérivé 2-nitro-1H-imidazole-5-carboxylate d’éthyle 21).
Cette fonction a donc été « protéger » sous la forme d’un complexe de borane, généré lors de I'étape
de réduction de I'ester 21 par le borohydrure de sodium. Cette stratégie originale a permis d’obtenir
in fine les prodrogues ammoniums quaternaires de la série N-1 33, 34 et 35 a partir de la N,N-
diméthylaminopropylamine commerciale en 9 étapes.

Afin de pouvoir établir des relations structure-activité et d’identifier un candidat pour une
évaluation pré-clinique plus approfondie sur modéle animal, des études in tubo et in vitro ont été
réalisées sur I'ensemble des prodrogues synthétisées, en termes d’affinité pour I'aggrécane, de
stabilité a pH physiologique et a 37 °C, de clivage spécifique par réducteur chimique ou enzymatique
et de cytotoxicité en normoxie versus hypoxie sur lignées cellulaires de chondrosarcome humain H-
EMC-SS.
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Les études de SPR des sept prodrogues vis-a-vis de I'aggrécane ont permis de démontrer une
affinité entre ce protéoglycane et les prodrogues synthétisées, sensiblement identique a celle du hit
ICF05016 (Kp = 23 mM) pour les dérivés 33, 35, 44, et 50. Pour les ammoniums quaternaires 34, 46 et
48, une affinité améliorée a été observée, notamment pour le composé 48 qui affiche une constante
de dissociation de 3,2 mM.

Ces prodrogues ont ensuite été soumises in tubo a un environnement réducteur mimant
I’hypoxie. En présence de dithionite de sodium, un réducteur chimique, un clivage rapide de
I'ensemble des composés a été observé en RMN 3P (temps de demi-vie inférieur & 6 minutes
exception faite pour le composé 44 fonctionnalisé en C-4 avec une fonction alcéne), associé a une
libération de la moutarde cytotoxique.

Les études de cytotoxicité in vitro sur une lignée cellulaire de chondrosarcome myxoide
humain extra-squelettique (H-EMC-SS) ont démontré que les nouvelles prodrogues synthétisées
possédaient des cytotoxicités en hypoxie et en normoxie semblables a celle de la molécule hit en
hypoxie, et semblaient donc avoir perdu la capacité de s’activer spécifiquement en situation
d’hypoxie (i.e. HCR <4) comparativement a la molécule hit ICF05016 (HCR = 7).

Des études de clivages enzymatiques avec une nitroréductase, indépendante du taux
d’oxygene, ont confirmé que les prodrogues synthétisées étaient faiblement sensibles a une
bioréduction enzymatique probablement en raison de la présence du vecteur ammonium
guaternaire sur la gachette 2-nitroimidazole. Leur activité cytotoxique, indépendante des conditions
d’oxygénation, n’a pu étre élucidé a ce jour.

Il. HAP vectorisées vers le PSMA surexprimé dans |'adénocarcinome
prostatique

Cette stratégie a pu étre étendue a une autre pathologie cancéreuse, le cancer de la prostate,
avec la synthése de conjugués originaux, associant une prodrogue cytotoxique a un motif affin pour
I"antigéne de membrane spécifique a la prostate (PSMA), biomarqueur de ce cancer. Ces molécules
pourraient s’avérer pertinentes en particulier pour le traitement des patients atteints de cancers de
la prostate hormono-résistants encore associés a un trés mauvais pronostic.

La premiere molécule envisagée 58 émanait d’un couplage direct entre le vecteur et la
substance active. Le précurseur 65 issu d’une réaction de phosphorylation entre I'alcool 12, une
moutarde de type cyclophosphamide et le ligand du PSMA triprotégé 59, a été obtenu sous la forme
de deux diastéréoisomeres avec un rendement de 44% ; sa déprotection n’a pu étre réalisée en
présence de TFA, du fait de I'instabilité de la fonction phosphorodiamidate dans ces conditions.

Une nouvelle stratégie utilisant la chimie click a alors été envisagée et a conduit a la molécule
66 avec un rendement global de 13% sur 2 étapes a partir de I'alcool 12 et du triacide 70. L’affinité de
ce conjugué pour I'antigéne PSMA a été évaluée au travers d’une étude de compétition inhibitrice
sur cellules prostatiques LNCaP avec un ligand de référence radiomarqué a liode 125 (i.e. [*®I1]-
ICF01305). Une Clsp inférieure a celle du PMPA, inhibiteur de référence du PSMA, a été obtenue (i.e.
19 versus 188 nM). Egalement, une bioréduction trés rapide a été observée en présence d’une
nitroréductase avec un temps de demi-vie estimé a 45 secondes. Malgré ces premiers résultats
prometteurs, la prodrogue 66 s’est avérée étre dépourvue de cytotoxicité que ce soit sur cellules
LNCaP ou sur cellules PC3, et ce indépendamment du taux d’oxygénation (i.e. Clso > 200 pM). Ainsi,
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alors que I'affinité de la molécule pour I'antigéne PSMA a été confirmée, de méme que I'aptitude de
la gachette a déclencher la prodrogue dans des conditions réductrices, les raisons de cette absence
de cytotoxicité restent a déterminer (e.g. faible pénétration cellulaire ou instabilité de la molécule
dans le milieu de culture).

Une seconde molécule, 67, disposant d’un espaceur non clivable de structure analogue a celle
d’une molécule en développement clinique, PSMA-617, a pu étre synthétisée. L'impureté présente
avec cette molécule a pu étre identifiée comme provenant de la réaction d’estérification parasite
entre les fonctions acides carboxyliques et le méthanol deutéré lors des analyses RMN. Un
changement de solvant plus approprié comme |'acétonitrile deutéré devrait permettre de s’assurer
de l'abscence de cette impureté. Des évaluations biologiques identiques a celles réalisées
précédemment, avec la molécule 66, pourront alors débuter.

En conclusion, face au manque de cytotoxicité observé in vitro pour la prodrogue 66, il
paraitrait judicieux de dissocier le vecteur de la substance active aprés clivage en conditions
hypoxiques. Une nouvelle structure possédant un pont disulfure ou une liaison hydrazone au niveau
de I'espaceur séparant le ligand de PSMA de la prodrogue pourrait ainsi étre envisagée.
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|. Synthese chimique

Tous les réactifs et les solvants commerciaux ont été achetés chez les fournisseurs suivants :
Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France), Acros Organics (Geel, Belgique), Fisher Scientific
(llkirch, France), Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, France), VWR (Fontenay-sous-Bois, France) et
Alfa Aesar (Karlsruhe, Allemagne) et ont été utilisés sans aucune autre purification. Le THF anhydre a
été obtenu soit par distillation apres séchage sur sodium en présence de benzophénone, soit a partir
du systéme de purification de solvant Pure Solv™ (Sigma-Aldrich) équipé d’une colonne d’alumine. Le
DCM et le chloroforme anhydres ont été distillés avant usage, respectivement sur hydrure de calcium
et carbonate de potassium.

Les réactions sensibles a I’air ou a ’humidité ont été réalisées sous atmosphere d’argon.

Les chromatographies sur couche minces (CCM) ont été réalisées sur des plaques de silice 60 A
(60 F2s4, SDS ou Macherey-Nagel) (20 um) ou d’alumine (60 F1s4, type E, Merck) éluées par le mélange
de solvants adéquat. Les plaques contiennent un révélateur de groupements fluorescents
chromophores dans 'ultraviolet (254 nm). Le développement des plaques est réalisé sous lumiere UV
et/ou aprés révélation avec le réactif approprié: la ninhydrine a 0,5% dans I'éthanol; I'acide
phosphomolybdique a 10% dans I'éthanol ; le permanganate de potassium a 5% dans I'eau ; la 4-(4’-
nitrobenzyl)pyridine (NBP). Dans ce dernier cas, la plaque de chromatographie est plongée dans une
solution de NBP a 2,5% dans I'acétone, chauffée puis plongée dans une solution de potasse
méthanolique a 10%.

Les chromatographies sur colonne ont été réalisées sur support de silice 60 A phase normale, 35-
70 um ou support d’oxyde d’aluminium neutre 90 standardisé 63-200 um (Merck, SDS ou Carlo
Erba).

La purification par chromatographie liquide haute performance préparative a été réalisée sur un
appareil CombiflashEZprep (Teledyne ISCO) avec une colonne (250 mm diameétre intérieur 20 mm)
phase inverse Cig (100 A, 5 pm, 250 x 200 mm) & un débit de 15 mL.min™ en utilisant les conditions
décrites.

Les points de fusion ont été mesurés avec un appareil capillaire IA9100 (Bibby Scientific, Roissy,
France).

Les spectres infrarouge (IR) ont été enregistrés de 4000 a 600 cm™ sur un spectrophotométre
FTIR Nicolet IS10 avec réflectance totale atténuée (ATR) (Fisher Scientific).

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) ont été enregistrés au moyen d’un
spectrométre Bruker AM 200 (4,5 T) (*H : 200 MHz ; 3C : 50 MHz) ou d’un spectrométre Bruker
Avance-400 (4,5 T) (*H : 400 MHz ; 3C : 101 MHz; 3'P : 202 MHz) ou d’un spectrométre Bruker DRX
500 (*H : 500 MHz ; 3C : 126 MHz) (Bruker Biospin SAS, Wissembourg, France). Les déplacements
chimiques (8) sont donnés en parties par millions (ppm) en se servant du signal résiduel du solvant
comme référence en RMN *H et 13C. Pour les acquisitions de RMN 3P, Ia calibration est réalisée grace
au signal d’une solution d’acide phosphorique (0 ppm) a 1% dans le D,0O, placée dans un tube coaxial.
Les valeurs de constantes de couplages (/) sont données en Hz. Les multiplicités ont été notées : s
(singulet), se (singulet élargi), d (doublet), t (triplet), te (triplet élargi), g (quadruplet), gt (quintuplet),
h (hexuplet), m (multiplet ou massif complexe), dd (doublet dédoublé), td (triplet dédoublé), qd
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(quadruplet dédoublé) ddd (doublet dédoublé dédoublé). Les analyses des spectres
monodimensionnels RMN *H et 13C ont été appuyées dans certains cas par des analyses 2D de type
1H-1H COSY (correlation spectroscopy) ou *H-3C HSQC (heteronuclear single quantum coherence).

Les chromatogrammes ont été enregistrés au moyen d’une chaine de chromatographie liquide
haute performance (CLHP) HP 1100 (Agilent, palo Alto, CA, USA). La séparation a été réalisée sur une
colonne C18 (Phenomenex, Luna C18, 3,0 x 150 mm, 3 um) en utilisant les conditions suivantes :
précolonne C18 Phenomenex (Le Pecq, France), détection a 322 nm, volume injecté = 5 uL, débit =
0,4 mL/min, durée totale d’expérience : 20 minutes, phase mobile : H,O/ACN (v/v) contenant du TFA
(15 mM), gradient : 80/20 a 0 minutes - 75/25 durant 3 minutes ; 75/25 - 60/40 durant 2 minutes ;
60/40 - 50/50 durant 5 minutes ; 50/50 - 80/20 durant 1 minutes ; 80/20 durant 9 minutes.

Les spectres de masse (MS) ont été obtenus sur un spectrometre de masse haute résolution
(HRMS) en mode positif Waters® Micromass® Q-Tof micro™ ou sur un spectrometre de masse
Spectrometre de masse ESQUIRE (Trappe ionique) BRUKER en mode positif ou négatif.

Les données cristallographiques ont été collectées avec un diffractométre Bruker a quatre cercles
(géométrie Kappa) a détecteur bidimensionnel de type CCD (APEX 2) et muni d’un tube a rayons X a
anticathode de molybdéne. La radiation Mo Ka (A = 0,71073 A) est sélectionnée au moyen d’un
monochromateur graphite. L'ensemble des données a été collecté a 170 K a I'aide du logiciel APEX 2.
L'affinement des parametres de la maille et I'intégration des données ont été réalisées avec le
programme SAINT. Les positions des atomes autres que I’hydrogene ont été déterminées par des
méthodes directes a I'aide du programme SHELXS97 puis affinées par une méthode des moindres
carrés sur F2 avec I'aide du programme SHELXL97 selon un modéle anisotrope.
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Dichlorure de I'acide N,N-bis(2-chloroéthyl)phosphoramidique (1)

A une suspension de chlorohydrate de la N,N-bis(2-chloroéthyl)amine (500 mg; 2,80 mmol ; 1,0 éq.)
dans du DCM (20 mL) est ajoutée de la pyridine (460 pL; 5,69 mmol; 2,0 éq.). La solution est
refroidie a 0°C et du trichlorure de phosphoryle (260 pL; 2,79 mmol; 1,0 éq.) est ajouté goutte a
goutte. Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation pendant 18 heures a température
ambiante avant d’étre évaporé sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (éluant: DCM) pour conduire au composé phosphorylé 1 (595 mg; 2,30
mmol).

® Aspect : Cristaux hyalins ® Formule brute : C4HsCI,NOP ® Masse molaire : 258,90 g.mol?

® Rendement : 83%

® CCM (SiO,, NBP, DCM) : R¢= 0,66

® Point de fusion : 58-59°C (littérature : 57-59°C)*»

® IRV (cm™): 1264 (Ve-o0, Ven) ; 1116 (Ven)

® RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 3,84-3,51 (m, 8H, N(CH,CH,Cl),)

® RMN 23C (CDCls, 50 MHz) & (ppm) : 49,61 (d, 2C, e = 4,3 Hz, N(CH2CH,Cl)2) ; 40,91 (d, 2C, 3Jcp =
2,9 Hz, N(CH,CH,Cl),)

® RMN 3!P (CDCl;, 202 MHz) 6 (ppm) : 17,38 ppm
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Chlorure de I'acide N,N,N’,N’-tétrakis(2-chloroéthyl)phosphorodiamidique (2)

A une solution du dichlorure de I'acide phosphoramidique 1 (1,00 g; 3,86 mmol; 1,0 éq.) dans le
toluéne (40 mL), sont ajoutés successivement du chlorure de N,N-bis(2-chloroéthyl)amine (695 mg ;
3,89 mmol; 1,0 éq.) et de la TEA (1,1 mL; 7,89 mmol; 2,0 ég.) goutte a goutte. Le mélange
réactionnel est chauffé a reflux durant 72 h. Le milieu est filtré et le solide est lavé avec du toluéne (3
x 15 mL). Le filtrat est évaporé sous pression réduite et I’huile jaune pale obtenue est purifiée par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant: DCM/acétate d’éthyle, 95/5, v/v) pour
conduire au composé phosphorylé 2 (1,10 g ; 3,02 mmol).

® Rendement: 78%

A une solution agitée d’oxychlorure de phosphore (1,0 mL; 10,7 mmol; 1,0 éq.) dans du toluene
(120 mL) refroidie a 0 °C, sont ajoutés du chlorure de N,N-bis(2-chloroéthyl)amine (1,91 g; 10,7
mmol ; 1,0 éq.) puis goutte a goutte de la TEA (3,0 mL ; 21,5 mmol ; 2,0 éq.). Le milieu réactionnel est
porté a température ambiante et laissé sous agitation pendant 25 heures. Du chlorure de N,N-bis(2-
chloroéthyl)amine (1,91 g; 10,7 mmol; 1,0 éq.) et de la TEA (3,0 mL; 21,5 mmol; 2,0 éq.) sont
ajoutés successivement au milieu réactionnel qui est ensuite chauffé a reflux durant 44 h. Apres
retour a température ambiante, le milieu est filtré et le solide est lavé avec du toluéne (3 x 100 mL).
Le filtrat est évaporé sous pression réduite et le liquide brun obtenu est purifié par chromatographie
sur colonne de gel de silice (éluant : DCM/acétate d’éthyle, 95/5, v/v) pour conduire au composé
phosphorylé 2 (2,12 g ; 5,82 mmol).

® Rendement : 54%

Aspect : Huile jaune pidle @ Formule brute : CsH16ClIsN,OP @ Masse molaire : 364,45 g.mol
CCM (SiO,, NBP, DCM/acétate d’éthyle, 95/5, v/v) : Rr= 0,55

IRV (cm™) : 1246 ; 1221 (Vp=o, Vcn) 1120 ; 1085 ; 969 (Vpon)

RMN H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 3,76-3,67 (m, 8H, N(CH2CH.Cl),) ; 3,55 (td, 8H, 3Jup = 13,7 Hz,
3J,.1= 6,7 Hz, N(CH2CH,Cl),)

RMN *3C (CDCls, 50 MHz) & (ppm) : 49,69 (d, 4C, %Jcpr = 3,9 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 41,54 (d, 4C, *Jcp =
2,7 Hz, N(CH,CH,Cl),)

® RMN 3'P (CDCl;, 202 MHz) 6 (ppm) : 25,19

® & ° 0

®
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Acide N,N’-bis(2-chloroéthyl)phosphorodiamidique (3)

A une solution du composé 5 (367 mg; 1,18 mmol ; 1,0 éq.) dans du méthanol (10 mL) est ajouté
du palladium sur charbon a 10% (39,4 mg). Le mélange est agité a température ambiante sous
atmosphere d’hydrogene durant 1 h. Le milieu réactionnel est filtré sur Célite 545°® et le pad est lavé
avec du méthanol (4 x 15 mL). Le filtrat est évaporé sous pression réduite pour donner |'acide
phosphorodiamidique 3 (245 mg; 1,11 mmol).

Aspect : cristaux blanc ® Formule brute : C4H::CbN,0,P @ Masse molaire : 221,02 g.mol*?
Rendement : 94%

CCM (SiO,, NBP, acétate d’éthyle/éthanol, 95/5, v/v) : Rr= 0,02

Point de fusion : 99-100 °C (littérature : 108 °C)3%

RMN 3P (DMSO-ds, 202 MHz) & (ppm) : 11,16 (spectre réalisé avec un équivalent de TEA)

MS (ESI) : m/z 220,96 [M+H]* (valeur théorique : m/z 221,00)

® % 0 0
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N,N’-Bis(2-chloroéthyl)phosphorodiamidate de benzyle (5)

cl
Q_\ ?
0-P-NH

A une solution, refroidie a -78 °C, d’oxychlorure de phosphore (3,8 mL; 40,8 mmol ; 1,0 éq.) dans du
DCM anhydre (200 mL), est additionnée goutte a goutte une solution d’alcool benzylique (4,2 mL;
40,6 mmol, 1,0 éq.) et de TEA (6,0 mL; 43,0 mmol ; 1,1 éq.) dans du DCM (40 mL). Aprés 1 heure 30
d’agitation a -78 °C, sont ajoutés successivement le chlorhydrate de 2-chloroéthylamine (9,76 g ; 84,7
mmol ; 2,1 éq.) puis goutte a goutte de la TEA (25,5 mL ; 183 mmol ; 4,5 éq.). Aprés retour progressif
a 5°C et agitation durant 15 heures, la réaction est stoppée par addition d’eau (200 mL). La phase
aqueuse est extraite au DCM (3 x 200 mL). Les phases organiques sont réunies et lavées avec une
solution aqueuse saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (200 mL). La phase organique est séchée
avec du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite pour donner une huile jaune
pale, qui est purifiée par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant: acétate
d’éthyle/éthanol, 95/5, v/v) pour conduire au phosphorodiamidate 5 (10,7 g ; 34,4 mmol).

® Aspect : cire blanche ® Formule brute : C;1H1,Cl;N,0,P ® Masse molaire : 311,14 g.mol?

Rendement : 85%

CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, acétate d’éthyle/éthanol, 95/5, v/v) : Rr= 0,54

IRv (cm™) : 3206 (vnn) ; 1207 (Ve-0, Ven) ; 1110 ; 1008 (veo, Ve.o, Ven)

RMN H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 7,45-7,29 (m, 5H, Ha) ; 5,03 (d, 2H, 3J.p = 8,4 Hz, OCH,) ; 3,50-

3,61 (m, 4H, NHCH,CH,Cl) ; 3,23 (td, 4H, 3Jup = 11,3 Hz, 3Jun = 5,7 Hz, NHCH,CH-Cl) ; 3,08 (se, 2H,

NH)

® RMN 3C (CDCls;, 50 MHz) & (ppm) : 136,60 (d, Jc.r = 6,8 Hz, Ca/CH>) ; 128,59 ; 128,30 ; 127,75 (5C,
CHar) ; 67,06 (d, 2cpr = 4,5 Hz, OCH,) ; 45,69 (d, 2C, *Jcp = 5,2 Hz, NHCH,CH.Cl) ; 42,91 (2C,
NHCH,CH,CI)

® RMN 3P (CDCls, 202 MHz) & (ppm) : 17,29

® MS (ESI) : m/z 311,04 [M+H]* (valeur théorique : m/z 311,05)

® ® ° 0
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Chlorhydrate du sarcosinate d’éthyle (8-HCI)

H
{ _N.__COEt * HCI J

Du chlorure de thionyle (27 mL; 370 mmol ; 1,1 éq.) est ajouté goutte a goutte a de I’éthanol absolu
(150 mL) préalablement refroidi a -10 °C. De la sarcosine (30,0 g; 337 mmol; 1,0 éq.) est ensuite
additionnée par portion a la solution puis le mélange est chauffé a 55 °C pendant 2 heures. Apres
retour a température ambiante, le milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite pour
conduire au chlorhydrate du sarcosinate d’éthyle (51,5 g ; 335 mmol).

® Aspect : Poudre blanche ® Formule brute : CsH;;,CINO, @ Masse molaire : 153,61 g.mol?
® Rendement : 99%

® IRV (cm™):2970-2440 (vny) ; 1742 (veeo) ; 1229 (veo)

® RMN H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 9,74 (se, 2H, NH,") ; 4,27 (q, 2H, 3JH-H = 7,1 Hz, OCH,) ; 3,84
(te, 2H, 3J = 5,6 Hz, NCH,) ; 2,83 (t, 2H, 3/ = 5,3 Hz, NCHs) ; 1,29 (t, 3H, 3/ = 7,1 Hz, CH,CHs)

RMN 13C (CDCls, 50 MHz) & (ppm) : 166,15 (CO,) ; 62,65 (OCH,) ; 48,95 (NCH,) ; 33,34 (NCHs) ;
14,05 (CH,CHs)
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N-Formylsarcosinate d’éthyle (10)

(FHO

_N__CO,Et

A une solution du chlorhydrate 8-HCI (35,4 g ; 230 mmol ; 1,0 éq.) dans de I’éthanol absolu (154 mL)
sont ajoutés successivement du formiate d’éthyle (136 mL; 1,69 mol; 7,3 éq.) et du carbonate de
potassium (32,9 g ; 238 mmol ; 1,0 éq.). Aprés agitation durant 21 heures a température ambiante, le
milieu réactionnel est filtré puis le solide est lavé avec de I’éthanol (50 mL). Le filtrat est évaporé sous
pression réduite avant d’étre repris dans de I'’eau (100 mL). La solution est extraite avec de I'acétate
d’éthyle (3 x 200 mL). Les phases organiques sont réunies, séchées avec du sulfate de magnésium,
filtrées puis évaporées sous pression réduite pour conduire au produit formylé 10 (27,7 g; 191
mmol) analytiquement pur, et obtenu sous la forme d’un mélange de deux rotaméres.

L]
*
*
*

Aspect : Liquide jaune pale @ Formule brute : CcH1:NO3 ® Masse molaire : 145,16 g.mol*
Rendement : 83%

CCM (SiO;, ninhydrine, acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v) : Rf= 0,15

IRv (cm™) : 1741 (Vcoester) ; 1667 (V=0 amide) ; 1200 (Voo ester)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm), 2 rotaméres : 7,93 et 7,86 (s, 1H, CHO) ; 4,04 et 4,02 (q, 2H, 3J

=7,1Hz, OCH,) ; 3,91 et 3,85 (s, 2H, NCH>) ; 2,87 et 2,74 (s, 3H, NCHs) ; 1,12 et 1,10 (t, 3H,3/=7,1
Hz, CH,CHs)

RMN 23C (CDCls, 50 MHz) & (ppm), 2 rotaméres : 168,66 et 168,09 (CO,) ; 163,06 et 162,75 (CHO) ;
61,35 et 61,07 (OCH,) ; 50,54 et 45,31 (NCH,) ; 34,99 et 30,47 (NCHs) ; 13,83 (CH,CHs)

198



Partie expérimentale

2-Amino-1-N-méthyl-1H-imidazole-5-carboxylate d’éthyle (9)

\ o)

N
HyN
o

A une solution du chlorhydrate 8-HCI (40,0 g ; 261 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (210 mL), est
ajouté du formiate d’éthyle (210 mL; 2,61 mol ; 10 éq.). De I'hydrure de sodium (47,0 g; 1,18 mol ;
4,5 éq.; 60% en dispersion dans I'huile) est ensuite additionné par petites portions a température
ambiante a la solution, en veillant a controler le dégagement gazeux (il est parfois nécessaire

d’activer la réaction par chauffage jusqu’a observation du dégagement d’hydrogene et modification
de la coloration du milieu réactionnel). Le mélange est agité a température ambiante pendant 4
heures puis le milieu est évaporé sous pression réduite pour conduire a un solide beige
correspondant au dérivé C-formylé. Le solide obtenu est mis en suspension dans de I'éthanol (650
mL) et une solution aqueuse d’acide chlorhydrique a 37% (130 mL; 1,58 mol; 6,0 éq.) est
additionnée. Le mélange est porté a reflux pendant 3 heures, puis filtré a chaud et le solide lavé avec
de I'éthanol bouillant (3 x 150 mL). Le filtrat est évaporé sous pression réduite, pour donner le
produit N-déformylé sous la forme d’une huile marron directement engagée dans |'étape suivante.
Le produit obtenu est solubilisé dans un mélange éthanol/eau (495 mL, 70/30, v/v) puis le pH est
ajusté a 3 sous le contréle d’'un pHmeétre avec une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium a 5 M.
Du cyanamide (22,0 g, 523 mmol, 2,0 éq.) est ajouté au mélange. Le milieu réactionnel est ensuite
porté a reflux pendant 2 heures 15, puis, aprés retour a température ambiante, évaporé environ au
huitiéme de son volume initial. Le milieu est ensuite refroidi dans un bain de glace puis alcalinisé (pH
ajusté a 9-10) par ajout goutte a goutte d’une solution aqueuse saturée de carbonate de sodium. Le
précipité marron formé est filtré, lavé avec de I'eau (3 x 100 mL) puis placé au dessiccateur sous vide
a 40 °C durant une nuit pour donner le composé 9 (31,4 g ; 186 mmol) sans autre purification.

® Rendement: 71%

A une solution du dérivé formylé 10 (29,6 g ; 204 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (95 mL), sont
ajoutés du formiate d’éthyle (95 mL; 1,18 mol ; 5,8 éq.) et du cyclohexane (12 mL). De I'hydrure de
sodium (12,5 g; 313 mmol; 1,5 éq.; 60% en dispersion dans I’huile) est ensuite additionné par
petites portions a température ambiante a la solution, en veillant a contréler le dégagement gazeux
(il est parfois nécessaire d’activer la réaction par chauffage jusqu’a observation du dégagement
d’hydrogéne et modification de la coloration du milieu réactionnel). Aprés agitation a température
ambiante pendant 3 heures 30, le milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite pour conduire
a un solide beige correspondant au dérivé C-formylé. Ce dernier est mis en suspension dans de
I’éthanol (255 mL) et une solution aqueuse d’acide chlorhydrique a 32% (61 mL ; 642 mmol ; 3,0 éq.)
est additionnée. Le mélange est porté a reflux pendant 2 heures, puis filtré a chaud et le solide lavé
avec de I'éthanol bouillant (2 x 150 mL). Le filtrat est évaporé sous pression réduite, pour donner le
produit N-déformylé sous la forme d’une huile marron directement engagée dans |I'étape suivante.
Le produit obtenu est solubilisé dans un mélange éthanol/eau (500 mL, 70/30, v/v) puis le pH est
ajusté a 3 sous le contrdle d’'un pHmeétre avec une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium a 5 M.
Du cyanamide (17,5 g, 416 mmol, 2,0 éq.) est ajouté au mélange. Le milieu réactionnel est ensuite
porté a reflux pendant 1 heure 30, puis, apres retour a température ambiante, évaporé environ au
huitieme de son volume initial. Le milieu est ensuite refroidi dans un bain de glace puis alcalinisé (pH
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ajusté a 9-10) par ajout goutte a goutte d’une solution aqueuse saturée de carbonate de sodium. Le
précipité marron formé est filtré, lavé avec de I'eau (2 x 150 mL) puis placé au dessiccateur sous vide
a 40 °C durant une nuit pour donner le composé 9 (16,9 g, 99,9 mmol) sans autre purification. Le
filtrat est extrait avec de I'acétate d’éthyle (3 x 100 mL). Les phases organiques sont réunies, séchées
sur sulfate de magnésium et filtrées avant d’étre évaporées sous pression réduite. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant: acétate
d’éthyle/éthanol, 95/5, v/v + 0,1% ammoniaque) pour donner une fraction supplémentaire du
composé 9 (3,78 g; 22,3 mmol).

Rendement : 60%

Aspect : Solide marron ® Formule brute : C;H;1N30; ® Masse molaire : 169,18 g.mol*
CCM (SiO,, UV 254 nm, acétate d’éthyle/éthanol, 95/5, v/v + 0,1% ammoniaque) : Rr= 0,57

Point de fusion : 159-160 °C (littérature : 130-133 °C)%%322

IRv (cm™) : 3390 (Vas n2) ; 3119 (Vs nh2) 5 1647 (Veeo) ; 1542 (Snm2) ; 1168 (veo)

RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 7,27 (s, 1H, Has) ; 6,14 (s, 2H, NH>) ; 4,15 (q, 2H, 3/ = 7,1 Hz,
OCH,) ; 3,52 (s, 3H, Na:CHs) ; 1,23 (t, 3H, 3/ = 7,1 Hz, CH,CHs)

RMN 3C (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 159,68 (CO,) ; 154,27 (CaNH2) ; 136,02 (CHa/) ; 116,88
(CarCO) ; 58,82 (OCH3) ; 30,17 (NacCHs) ; 14,30 (CH,CHs)

® ® o ® 00

®
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1-N-Méthyl-2-nitro-1H-imdazole-5-carboxylate d’éthyle (11)

\ o
N
0N

A une solution de nitrite de sodium (20,3 g; 294 mmol ; 10 éq.) dans I'eau (26 mL) refroidie a 0 °C,
est ajoutée goutte a goutte une solution du dérivé aminé 9 (5,00 g ; 29,6 mmol ; 1,0 éq.) dans 'acide
acétique glacial (51 mL ; 891 mmol ; 30 éq.). Le mélange réactionnel est laissé sous agitation durant 3
heures, avant d’ajuster le pH a 4 par ajout progressif de carbonate de sodium (environ 15 g). Le
mélange est extrait avec du DCM (3 x 100 mL). Les phases organiques sont réunies, séchées avec du
sulfate de magnésium, filtrées et concentrées sous pression réduite. Le brut réactionnel est purifié
par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle, 70/30, v/v)
pour donner le composé nitré 11 (2,34 g ; 11,7 mmol).

Aspect : Solide jaune ® Formule brute : C;H9sN;O4 ® Masse molaire : 199,17 g.mol?
Rendement : 40%

Point de fusion : 58-59 °C (littérature : 56-58 °C)?%322

IRv (cm™) : 1723 (vc-o) ; 1486 (Vasno2) ; 1364 (Vsno2) ; 1233 (Veo)

CCM (SiO,, UV 254 nm, cyclohexane/acétate d’éthyle, 70/30, v/v) : Rf= 0,48

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 7,78 (s, 1H, Ha:) ; 4,35 (q, 2H, 3J = 7,1 Hz, OCH,); 4,18 (s,
3H, NaCHs) ; 1,32 (t, 3H, °J = 7,1 Hz, CH,CHs)

RMN 13C (DMSO-ds, 126 MHz) 6 (ppm) : 158,71 (CO.) ; 147,61 (CaNO,) ; 133,70 (CHa:) ; 126,07
(CACO) ; 61,34 (OCH5) ; 35,14 (NaCHs) ; 13,91 (CH,CHs)

® & ® 00
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Acide 1-N-méthyl-2-nitro-1H-imidazole-5-carboxylique (13)

Une suspension de I'ester 11 (28,7 g ; 144 mmol ; 1,0 éq.) dans une solution aqueuse d’hydroxyde de
sodium 1 M (470 mL) est agitée a température ambiante pendant 15 heures. Le mélange est refroidi
dans un bain d’eau glacée avant d’étre acidifié a pH 1 par ajout d’une solution aqueuse d’acide
chlorhydrique a 37%. Le précipité obtenu est filtré et lavé avec une solution aqueuse d’acide
chlorhydrique 1 M (2 x 200 mL). Le solide rose beige obtenu est séché au dessiccateur sous vide pour
donner I'acide 13 (17,5 g ; 102 mmol). Le filtrat est extrait avec de I'acétate d’éthyle (8 x 200 mL) en
maintenant la phase aqueuse a pH 1. Les phases organiques sont réunies, séchées avec du sulfate de
magnésium, filtrées et évaporées sous pression réduite pour donner une fraction supplémentaire de
I'acide 13 (5,01 g ; 29,3 mmol) analytiquement pur.

® Aspect : Solide rose beige @ Formule brute : CsHsNsO4 ® Masse molaire : 171,11 g.mol?
Rendement : 91%

Point de fusion : 153-154 °C (littérature : 155-177 °C)?%322

CCM (SiO,, UV 254 nm, acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v) : Rf= 0,13

IRv (cm™) : 3100-2100 (von) ; 1709 (vc-o) ; 1497 (Vasnoz) ; 1361 (Vsno2) ; 1238 (veo)

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 7,72 (s, 1H, Har) ; 4,16 (s, 3H, NaCHs)

RMN 3C (DMSO-dg, 126 MHz) & (ppm) : 160,29 (CO,) ; 147,46 (CaNO3) ; 133,64 (CHa) ; 127,06
(CarCO) ; 35,00 (Na:CHs)

® o ® 00
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(1-N-Méthyl-2-nitro-1H-imidazo-5-yl)méthanol (12)

\
N
OZN\'(EIJ/\OH

Une solution de l'ester 11 (11,0 g; 55,2 mmol; 1,0 éq.) dans un mélange THF anhydre/ méthanol
(173/25 mL) est refroidie a 0 °C. Du borohydrure de sodium (6,33 g ; 167 mmol; 3,0 éq.) est mis en
suspension dans du THF (50 mL) d’une part, et du bromure de lithium (14,6 g; 169 mmol ; 3,0 éq.)
est dissout dans du THF (50 mL) et refroidi a 0 °C d’autre part. Ces deux solutions sont réunies et de
I'eau (50 mL) y est ajoutée. La solution obtenue est additionnée goutte a goutte au mélange
réactionnel en veillant a ce que la température ne dépasse pas 10 °C. A la fin de I'addition, la réaction
est laissée sous agitation a température ambiante durant 19 heures. Le milieu réactionnel est refroidi
dans un bain d’eau glacée et la réaction stoppée par ajout de chlorure d’ammonium (environ 3 g).
Aprés 30 minutes d’agitation, le milieu réactionnel est filtré et le précipité est lavé avec du THF (3 x
50 mLl). Aprés évaporation du filtrat sous pression réduite, le résidu obtenu est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (silice surmontée d’une couche de Célite 5459, éluant :
acétate d’éthyle/méthanol, 98/2, v/v). Le solide isolé est lavé avec du DCM (20 mL) pour donner le
dérivé alcool 12 (5,91 g ; 37,6 mmol).

® Rendement : 68%

A une suspension de |’acide 13 (7,00 g ; 40,9 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (125 mL) refroidie
a -40 °C est additionné de la TEA (9,0 mL; 64,6 mmol ; 1,6 éq.). Du chloroformiate d’isobutyle (8,5
mL ; 65,5 mmol ; 1,6 éq.) est ensuite additionné goutte a goutte au milieu réactionnel. L’agitation est
maintenue a -40 °C durant 1 heure 30. Du borohydrure de sodium (7,77 g ; 205 mmol ; 5,0 éq.) est
ajouté au milieu réactionnel. De I'eau (75 mL) est additionnée goutte a goutte durant 1 heure 30 en
maintenant la température a -10 °C. Apres retour a température ambiante, le milieu réactionnel est
filtré et le solide est lavé avec du THF (4 x 50 mL). Le filtrat est évaporé sous pression réduite. Le
solide obtenu est purifié sur un pad de silice (éluant: DCM seul puis DCM/méthanol, 90/10, v/v).
Aprés évaporation sous pression réduite, le solide jaune obtenu est mis en suspension dans I'éther
diéthylique anhydre (20 mL) et filtré. Le solide est lavé avec de |'éther diéthylique anhydre (20 mL)
pour donner I'alcool 12 (5,05 g ; 32,1 mmol).

Rendement : 79%

Aspect : Solide jaune pale @ Formule brute : CsH;NsO; ® Masse molaire : 157,13 g.mol?
CCM (SiO,, UV 254 nm, acétate d’éthyle/méthanol, 98/2, v/v) : R¢= 0,64

Point de fusion : 144-145 °C (littérature : 141-143 °C et 142-144 °C)?%8322327

IRV (cm™) : 3231 (vou) ; 1491 (Vasno2) ; 1358 (Vsno2) ; 1040 (vc.o)

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 7,11 (s, 1H, Ha/) ; 5,46 (t, 1H, 3/ = 5,4 Hz, OH) ; 4,55 (d, 2H,
3)=5,4 Hz, CH3) ; 3,92 (s, 3H, NaCHs)

RMN 3C (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 145,63 (CaNO;) ; 138,60 (CaCH,) ; 126,50 (CHar) ; 52,96
(CH3) ; 34,03 (NarCHs)

L 2 BN 2 2 N
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Sous produits de la réaction:

1-N-Méthyl-1H-imidazo-5-carboxylate de méthyle (14) et d’éthyle (15)

'\\l 0 '\\j 0
H\ﬁﬂo/ H\(&ﬂo/\

® Aspect : solides jaune ® Formule brute : C¢H;N,0; et C;H1oN,0>

® Masse molaire : 140,14 g.mol™* et 154,17 g.mol*

® RMN *H (CD;0OD, 200 MHz) & (ppm): 7,81 (s, 1H, NCHaN) ; 7,64 (s, 1H, Ca:CHar) ;4,32 (g, 2H, 3/ =
7,1 Hz, OCH,) ; 3,92 (s, 3H, Na:.CHs) ; 3,85 (s, 3H, OCHs) ; 1,36 (t, 3/ = 7,1 Hz, CH,CHs)

® RMN 3C (CDs;0D, 50 MHz) & (ppm) : 161,84 ; 161,42 (CO,); 144,04 (NCaHN); 137,14 ; 137,03
(CarCHar) ; 124,83 ; 124,56 (CarCHar) ; 61,67 (OCHy) ; 52,01 (OCHs) ; 34,55 ; 34,51 (NaCHs) ; 14,58
(CH2CHs)

® HRMS (ESI) : m/z 141,0657 [M+H]* (valeur théorique : m/z 141,0659)

m/z 155,0812 [M+H]* (valeur théorique : m/z 155,0815)
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N-[3-(N’,N’-Diméthylamino)propyl]glycinate d’éthyle (16)

\ Ho9
/N\/\/N\)kOEt

A une solution refroidie a 0 °C de 3-(N,N-diméthylamino)propylamine (60 mL ; 477 mmol, 2,0 éq.)
dans du toluéne (260 mL), est ajouté du carbonate de potassium (54,5 g ; 394 mmol ; 1,7 éq.). Du
bromoacétate d’éthyle (26 mL ; 234 mmol, 1,0 éq.) en solution dans du toluene (260 mL) est alors
ajouté goutte a goutte pendant 3 heures 30. Aprés agitation a température ambiante pendant 18
heures, le milieu réactionnel est filtré et le solide est lavé avec du toluene (3 x 200 mL). Apres
évaporation sous pression réduite du filtrat, le liquide légerement jaune obtenu est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v + 5% TEA)
pour donner le dérivé 16 (23,9 g; 127 mmol).

® Aspect: Liquide jaune pdle @ Formule brute : CoH;0N20; ® Masse molaire : 188,27 g.mol?

Rendement : 54%

CCM (SiO;, ninhydrine, acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v + 5% TEA) : Rf= 0,71

IRv (cm™) :3336 (vau) ; 1737 (Vc=0) ; 1191 (Vco)

RMN !H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 4,15 (q, 2H, 3/ = 7,1 Hz, OCHa) ; 3,36 (s, 2H, CH.CO) ; 2,62 (t,

2H, 3/ = 7,1 Hz, NHCH>CH,) ; 2,30 (t, 2H, 3/ = 7,2 Hz, (CH3)2NCH,) ; 2,19 (s, 6H, N(CHs),) ; 1,98 (s, 1H,

NH) ; 1,64 (qt, 3 = 7,1 Hz, 2H, CH,CH,CH,) ; 1,24 (t, 3H, 3/ = 7,1 Hz, CH,CHs)

® RMN ®3C (CDCl;, 50 MHz) & (ppm): 172,55 (CO,) ; 60,74 (OCH,) ; 57,90 (CH.N(CHs),) ; 51,07
(NHCH,CO) ; 48,11 (NHCH,CH>) ; 45,55 (2C, N(CHs),) ; 28,06 (CH,CH,CH>) ; 14,29 (CH,CH3)

® ® ° 0
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N-Formyl-N-[3-(N’,N’-diméthylamino)propyl]glycinate d’éthyle (4)

OYH o
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A une solution de I'amine secondaire 16 (24,2 g; 129 mmol; 1,0 éq.) dans I’éthanol (86 mL) sont
ajoutés du carbonate de potassium (17,7 g, 128 mmol, 1,0 éq.) et du formiate d’éthyle (77 mL; 957
mmol ; 7,4 éq.). Aprés agitation pendant 25 heures a température ambiante, le milieu réactionnel est
filtré puis le solide est lavé avec de I’éthanol (3 x 50 mL). Le filtrat est évaporé sous pression réduite
avant d’étre repris dans de I'eau (100 mL), puis extrait avec de I'acétate d’éthyle (3 x 200 mL). La
phase aqueuse est saturée en chlorure de sodium puis réextraite avec de I'acétate d’éthyle (3 x 200
mL). Les phases organiques sont réunies, séchées avec du sulfate de magnésium, filtrées puis
évaporées sous pression réduite pour conduire au produit formylé 17 (25,7 g; 119 mmol)
analytiquement pur, et obtenu sous la forme d’un mélange de deux rotaméres.

*
*
*
L]

Aspect : Liquide jaune pale @ Formule brute : Ci1oH20N203 ® Masse molaire : 216,28 g.mol*
Rendement : 90%

CCM (Al,0s, ninhydrine, acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v + 0,1% ammoniaque) : Rr= 0,85

IRv (cm™) : 1745 (Vceoester) ; 1668 (Ve=0 amide) ; 1196 (Vco)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm), 2 rotaméres: 7,91 et 7,81 (s, 1H, CHO) ; 4,07-3,88 (m, 2H,
OCH,) ; 3,82 et 3,80 (s, 2H, NCH,CO) ; 3,27-3,08 (m, 2H, NCHOCH,CH,) ; 2,11-1,92 (m, 8H,
(CH2N(CHs)2) ; 1,45 (qt, 2H, 3/ = 6,8 Hz, CH,CH,CH,) ; 1,05 et 1,04 (t, 3H, 3/ = 7,1 Hz, CH,CHs)

RMN *3C (CDCls, 50 MHz) 6 (ppm), 2 rotaméres : 168,99 et 168,20 (CO,) ; 163,00 (CHO) ; 61,20 et
60,87 (OCH,) ; 56,27 et 55,33 (CH.N(CHs);) ; 48,79 et 43,73 (NCH,CO) ; 45,55 et 41,70
(NCHOCH,CH;) ; 44,90 (2C, N(CHs),) ; 25,65 et 24,81 (CH,CH,CH,) ; 13,73 (CH,CHs)

MS (ESI) : m/z 217,14 [M+H]* (valeur théorique : m/z 217,15)
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2-Amino-1-N-[3-(N’,N’-diméthylamino)propyl]-1H-imidazole-5-carboxylate d’éthyle (20)

\
N
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A une solution du composé formylé 17 (19,2 g; 88,8 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (43 mL),
sont ajoutés du formiate d’éthyle (43 mL ; 535 mmol ; 6,0 éq.) et du cyclohexane (5 mL). De I'"hydrure
de sodium (5,33 g; 133 mmol; 1,5 éq.; 60% en dispersion dans I'huile) est ensuite additionné par
petites portions a température ambiante a la solution, en veillant a contréler le dégagement gazeux
(la réaction est activée par chauffage jusqu’a observation du dégagement d’hydrogéne et
modification de la coloration du milieu réactionnel). Le mélange est laissé sous agitation pendant 3
heures a température ambiante puis est évaporé sous pression réduite pour conduire a un solide
beige, correspondant a l'intermédiaire C-formylé. Le solide obtenu est mis en suspension dans de
I’éthanol (145 mL) et une solution aqueuse d’acide chlorhydrique a 37% (29 mL ; 353 mmol ; 4,0 éq.)
est additionnée. Le mélange est porté a reflux pendant 2 heures, puis filtré a chaud et le solide
obtenu lavé avec de I’éthanol bouillant (3 x 50 mL). Le filtrat est évaporé sous pression réduite pour
conduire a une huile marron, directement engagée dans I|'étape suivante. Cette derniere est
solubilisée dans un mélange éthanol/eau (170 mL; 70/30, v/v) puis le pH est ajusté a 3 sous le
controle d’un pHmétre avec une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium a 5 M. Du cyanamide (7,46
g; 177 mmol; 2,0 éqg.) est ajouté au mélange. Le milieu réactionnel est ensuite porté a reflux
pendant 1 heure 30. Aprés retour a température ambiante, le mélange est évaporé environ au
huitieme de son volume initial, refroidi dans un bain de glace puis alcalinisé (pH ajusté a 9-10) par
ajout goutte a goutte d’une solution aqueuse saturée de carbonate de sodium. La solution est extrait
avec de 'acétate d’éthyle (3 x 100 mL). Les phases organiques sont combinées, séchées sur sulfate de
magnésium et filtrées avant d’étre évaporée sous pression réduite. Une purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v + 2% TEA)
permet d’isolé le composé 20 (4,52 g ; 18,8 mmol).

Aspect : Solide marron ® Formule brute : C11H,0N40, ® Masse molaire : 240,31 g.mol?

Rendement : 21%

CCM (SiO,, UV, acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v + 2% TEA) : Rf= 0,36

Point de fusion : 82-83 °C

IRV (cm™) : 3317 (Vas nt2) 5 3194 (Vs nH2) ; 1667 (Ve=o) ; 1539 (Snmz) ; 1182 (Ve-o)

RMN *H (CDsOD, 500 MHz) & (ppm) : 7,35 (s, 1H, Har) ; 4,24 (q, 2H, 3/ = 7,1 Hz, OCH,) ; 4,11 (t, 2H,

3) = 6,9 Hz, Na:CHa) ; 2,31 (t, 2H, %J = 6,9 Hz, CHaN(CHs)2) ; 2,26 (s, 6H, N(CHs),) ; 1,93 (qt, 2H, 3/ =

6,9 Hz, CH,CH,CH>) ; 1,31 (t, 3H, 3/ = 7,1 Hz, CH,CHs)

® RMN 3C (CDs;0D, 126 MHz) § (ppm): 161,71 (CO,) ; 155,38 (CaNH,) ; 136,40 (CHa) ; 118,84
(CaCO) ; 60,85 (OCH,) ; 56,37 (CHaN(CHs)2) ; 45,08 (2C, N(CHs)2) ; 42,11 (NaCHa) ; 28,22
(CH,CH,CH,) ; 14,69 (CH,CHs)

® HRMS (ESI) : m/z 241,1658 [M+H]* (valeur théorique : m/z 241,1659)

® ® ® ® 00
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1-N-[3-(N’,N’-Diméthylamino)prop-1-ényl]-2-nitro-1H-imidazole-5-carboxylate d’éthyle (21)
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A une solution aqueuse de nitrite de sodium (13,0 g; 188 mmol; 10 éq) (17 mL) est additionnée
goutte a goutte une solution du dérivé aminé 20 (4,52 g; 18,8 mmol; 1,0 éq.) dans de |'acide
acétique glacial (33 mL; 576 mmol ; 31,0 éq.). Lorsque le dégagement gazeux devient important, la
solution est refroidie a 0 °C et ce jusqu’a la fin de I'ajout. L’agitation est maintenue a température
ambiante durant 2 heures. Le milieu réactionnel est refroidi a 0 °C puis alcalinisé jusqu’a pH = 9-10
par ajout d’une solution aqueuse saturée de carbonate de sodium (90 mL). La solution est extraite
avec de |'acétate d’éthyle (3 x 200 mL), saturée par ajout de chlorure de sodium avant d’étre ré-
extraite avec de "acétate d’éthyle (2 x 200 mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur
sulfate de magnésium, filtrées, et évaporées sous pression réduite. Le liquide orange obtenu est
purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 90/10, v/v
+ 1% TEA) pour conduire au dérivé nitré 21 (3,63 g ; 13,4 mmol).

® Aspect : huile jaune vif ® Formule brute : C11H1sN4O4 ® Masse molaire : 270,29 g.mol*

Rendement : 71%

CCM (SiO,, acétate d’éthyle/éthanol, 90/10, v/v + 1% TEA) : Rr= 0,55

IRv (cm™) : 1722 (veeo) ; 1473 (Vasnoz) ; 1334 (Vsno2) ; 1283 ; 1129 (veo)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 7,70 (s, 1H, Ha) ; 4,98-4,77 (m, 2H, NaCH,) ; 4,37 (g, 2H, %J =

7,1 Hz, OCH,) ; 2,35 (t, 2H, 3/ = 6,6 Hz, CHaN(CHs)2) ; 2,14 (s, 6H, N(CHs),) ; 2,11-1,86 (m, 2H,

CH2CH,CH>) ; 1,39 (t, 3H, 3/ = 7,1 Hz, CH,CHs)

® RMN C (DMSO-dg, 126 MHz) & (ppm) : 158,48 (CO,) ; 147,37 (CaNO,) ; 133,91 (CHa) ; 125,91
(CarCO,) ; 61,37 (OCH,) ; 56,18 (CH.N(CHs).) ; 46,42 (NaCH,) ; 44,69 (2C, N(CHs),) ; 27,16
(CH2CH,CH,) ; 13,91 (CH,CHs)

® HRMS (ESI) : m/z 271,1400 [M+H]* (valeur théorique : m/z 271,1401)

® ® 0

Sous produit de la réaction:
8-N-Méthyl-5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrimidine-3-carboxylate d’éthyle

~ o
N
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Aspect : huile marron ® Formule brute : C10H15N30; ® Masse molaire : 209,25 g.mol?

CCM (SiO,, UV 254 nm, acétate d’éthyle/éthanol, 90/10, v/v + 1 % TEA) : Rf= 0,61

IRv (cm™): 1690 (vc-o0) ; 1585 ; 1537 (vc=n) ; 1108 (vcoo)

RMN ™H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 7,45 (s, 1H, CHar) ; 4,23 (q, 2H, %/ = 7,1 Hz, OCH,) ; 4,20 (t, 2H,

3) = 6,2 Hz, NoCH») ; 3,32-3,19 (m, 2H, CH2N(CHs)Ar) ; 3,08 (s, 3H, CH,N(CHs)Ar) ; 2,13 (qt, 2H, 3/ =

5,9 Hz, CH,CH,CH>) ; 1,31 (t, 3/ = 7,1 Hz, CH,CHs)

® RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 160,82 (CO,) ; 152,65 (NCaN) ; 135,78 (CaH) ; 118, 31 (CaCO)
; 59,70 (OCH3) ; 47,11 (CH,N(CHs)Ar) ; 42,54 (NaCH>) ; 37,36 (CH2N(CH3)Ar) ; 14,59 (CH,CHs)

® HRMS (ESI) : m/z 210,1234 [M+H]* (valeur théorique : m/z 210,1237)

® ® 00
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Partie expérimentale

{1-N-[3-(N’,N’-Diméthylamino)propyl]-2-nitro-1H-imidazo-5-yl}méthanol (22)
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Une solution de I'ester 21 (3,63 g; 13,4 mmol; 1,0 éqg.) dans un mélange THF/méthanol (32 mL,
80/20, v/v) est refroidie a 0 °C. Du borohydrure de sodium (1,52 g; 40,2 mmol ; 3,0 éq.) est mis en
suspension dans du THF (75 mL) d’'une part, et du bromure de lithium (3,51 g; 40,6 mmol; 3,0 éq.)
est dissout dans de I'eau (20 mL) d’autre part. Ces deux solutions sont réunies puis additionnées
goutte a goutte au mélange réactionnel en veillant a ce que la température ne dépasse pas 10 °C. A
la fin de I'addition, la réaction est laissée sous agitation dans un bain d’eau glacée, avec un retour
progressif a température ambiante durant 17 heures. Le milieu réactionnel est alors refroidi a 0 °C
avant ajout d’une solution aqueuse saturée de chlorure d’ammonium (40 mL). Aprés évaporation du
THF, la solution aqueuse obtenue est alcalinisée a pH 10 par addition d’une solution aqueuse saturée
de carbonate de sodium (40 mL). La solution est ensuite saturée par addition de chlorure de sodium,
avant extraction avec de 'acétate d’éthyle (3 x 200 mL) en maintenant le pH de la phase aqueuse a
10. Les phases organiques sont réunies, séchées avec du sulfate de magnésium, filtrées et évaporées
sous pression réduite. L’huile orange obtenue (2,45 g) est mise en solution dans de I'éthanol (180
mL) et chauffée a reflux durant 4 heures. Aprés retour a température ambiante et évaporation sous
pression réduite, le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice
(éluant : DCM/méthanol, 95/5, v/v + 5% TEA) pour donner I'alcool 22 (1,49 g ; 6,53 mmol).

® Aspect : Huile orange ® Formule brute : CoH16N4O3 ® Masse molaire : 228,25 g.mol?

Rendement : 49%

CCM (SiO,, UV 254 nm, DCM/méthanol, 95/5, v/v + 5% TEA) : Rf= 0,18

IRv (cm™) : 3239 (vou) ; 1481 (Vasnoz) ; 1335 (Vsno2) ; 1031 (veeo)

RMN *H (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) : 7,03 (s, 1H, Har) ; 5,29 (se, 1H, CH20H) ; 4,58 (s, 2H, CH,0H) ;

4,46 (t, 2H, 3 = 6,8 Hz, No.CH>) ; 2,32 (t, 2H, 3/ = 6,3 Hz, CH,N(CH3),) ; 2,19 (s, 6H, N(CHs),) ; 2,09

(qt, 2H, 3/ = 6,5 Hz, CH,CH,CH,)

® RMN 3C (CD3;0D, 126 MHz) § (ppm): 146,72 (CaNO,) ; 139,33 (CaCH,) ; 127,92 (CHa) ; 57,19
(CH2N(CHs)2) ; 54,58 (CH,0H) ; 46,55 (NaCH,) ; 45,18 (2C, N(CHs)2) ; 28,57 (CH,CH,CH,)

® HRMS (ESI) : m/z 229,1293 [M+H]* (valeur théorique : m/z 229,1295)

® ® ° 0
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Partie expérimentale

Complexe 3-[(5-hydroxyméthyl)-2-nitro-1H-imidazo-1-N"-yl]-N,N-diméthyl-propyl-1-amine borane
(22-BHs)

| BH
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A une solution de bromure de lithium (90,7 mg; 1,05 mmol ; 3,0 éq.) dans le THF (2 mL), est ajouté
apres refroidissement de la solution a 0 °C, du borohydrure de sodium (40,5 mg; 1,07 mmol ; 3,0 éq.)
puis de I'eau (570 pL). Cette solution est alors ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a 0°C
de I'ester 21 (94,0 mg; 0,348 mmol ; 1,0 éq.) dans un mélange THF/méthanol (80/20, v/v) (850 uL),
en veillant a ce que la température ne dépasse pas 10 °C. Le mélange est ensuite laissé sous agitation
a température ambiante durant 3 heures. Le milieu est refroidi a 0 °C avant ajout d’une solution
aqueuse saturée de chlorure d’'ammonium (1 mL). Le pH de la solution est ajusté a 10 par ajout d’une
solution aqueuse saturée de carbonate de sodium. La solution est ensuite saturée par addition de
chlorure de sodium, avant extraction avec de I'acétate d’éthyle (3 x 15 mL). Les phases organiques
sont réunies, séchées avec du sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous pression réduite. Le
brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant:
DCM/méthanol, 100/0, 95/5 puis 90/10, v/v). L’alcool 22 est ainsi obtenu sous forme d’un complexe
au borane (42,1 mg; 0,174 mmol).

® Aspect : Cristaux beige ® Formule brute : CoH15BN4O; ® Masse molaire : 242,09 g.mol?
® Rendement : 50%
® CCM (Si0,, DCM/méthanol, 90/10, v/v + 1% TEA) : Rs= 0,75
® Point de fusion : 104 —105 °C
® IRv(cm™):3216 (vou) ; 2386 ; 2363 ; 2314 ; 2271 (ven) ; 1489 (Vasno2) ; 1333 (Vsno2) ; 1166 (ven) ;
1036 (vco)
RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 7,11 (s, 1H, Ha) ; 4,76 (m, 2H, CH,OH) ; 4,57-4,38 (m, 2H,
NarCH,) ; 2,98-2,76 (m, 2H, CH,N*(CH3s);) ; 2,60 (s, 6H, N*(CHs),) ; 2,55-2,15 (m, 2H, CH,CH,CH,)
® RMN *3C (CDCl;, 126 MHz) & (ppm): 145,70 (CaNO,) ; 136,53 (CaCH>) ; 128,17 (CHa:) ; 61,58
(CH2N*(CHs),) ; 54,65 (CH,0H) ; 52,11 (2C, N*(CHs)2) ; 45,69 (NaCH2) ; 25,78 (CH,CH,CH,)
® HRMS (ESI) : m/z 243,1616 [M+H]* (valeur théorique : m/z 243,1623)
m/z 265,1434 [M+Na]* (valeur théorique : m/z 265,1442)
® Données cristallographiques :

[ J

Des monocristaux de tailles suffisantes pour une étude cristallographique ont été obtenus par
cristallisation dans le DCM par diffusion lente par tension de vapeur d’éther diéthylique.

Formule brute CoH19BN4O3 Température (K) 170(2)
Masse molaire 242,09 F(000) 520
Systeme cristallin monoclinique A (Mo Ka) (A) 0,71073
Groupe d’espace P2i/c Indices de Miller -12<h<12
Couleur incolore -4<k<4
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Partie expérimentale

a (A) 15,822(13) -11<1<11
b (A) 5,983(4) Omin ; Omax (°) 2,58;17,18
c(A) 13,470(11) Réflexions collectées 21050

B(°) 95,12(3) Réflexions uniques 747
Volume (A3) 1270,0(17) Réflexions avec [I>206(l)] 596

z 4 Qualité d’affinement, S 1,246

dealc (8.cm™) 1,266 wR; (596 réfl) 0,2443
u(mm?) 0,094 R1(596 réfl) 0,0791

Figure ORTEP du composé 22-BHs. Les ellipsoides sont représentées au seuil de probabilité de 50%.

Longueurs de liaisons et angles (A, °) pour le composé 22-BHs

N1-C2 1,341 (14) C2-N1-C5 105,5 (12)
N1-C5 1,384 (13) C2-N1-C11 132,3 (15)
N1-C11 1,445 (14) C5-N1-C11 122,2 (16)
C2-N3 1,302 (14) N3-C2-N1 114,9 (14)
C2-N6 1,430 (17) N3-C2-N6 120,5 (19)
N3-C4 1,356 (13) N1-C2-N6 124,5 (18)
C4-C5 1,359 (14) C2-N3-C4 102,6 (11)
C5-C9 1,468 (16) C5-C4-N3 112,9 (10)
N6-08 1,211 (11) C4-C5-N1 104,2 (11)
N6-07 1,238 (12) C4-C5-C9 132,3 (16)
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Partie expérimentale

C9-010 1,423 (12) N1-C5-C9 123,5 (17)
Cl11-C12 1,516 (14) 08-N6-07 123,9 (13)
C12-C13 1,515 (13) 08-N6-C2 118,0 (14)
C13-N14 1,489(12) 07-N6-C2 118,1(14)
N14-C15 1,468(13) 010-C9-C5 110,5(9)
N14-C16 1,489(12) N1-C11-C12 112,3(9)
N14-B17 1,619(15) C13-C12-C11 109,6(9)
N14-C13-C12 115,9(8)
C15-N14-C16 108,1(9)
C15-N14-C13 111,7(8)
C16-N14-C13 106,4(8)
C15-N14-B17 110,8(9)
C16-N14-B17 107,8(8)
C13-N14-B17 111,7(9)
Angles diédres (°) pour le composé 22-BH;
C5-N1-C2-N3 0,7 (12) C11-N1-C2-N3 179,5 (10)
C5-N1-C2-N6 175,9 (9) C11-N1-C2-N6 -5,3(17)
N1-C2-N3-C4 -0,6 (12) N6-C2-N3-C4 -176,0 (9)
C2-N3-C4-C5 0,3(12) N3-C4-C5-N1 0,1(11)
N3-C4-C5-C9 177,5 (11) C2-N1-C5-C4 -0,4 (10)
C11-N1-C5-C4 -179,4 (9) C2-N1-C5-C9 -178,1 (10)
C11-N1-C5-C9 2,9 (14) N3-C2-N6-08 9,5 (15)
N1-C2-N6-08 -165,5 (10) N3-C2-N6-07 -169,6 (10)
N1-C2-N6-07 15,4 (16) C4-C5-C9-010 -106,9 (13)
N1-C5-C9-010 70,1 (13) C2-N1-C11-C12 -93,6 (13)
C5-N1-C11-C12 85,1 (11) N1-C11-C12-C13 -159,3 (10)
C11-C12-C13-N14 173,0 (9) C12-C13-N14-C15 63,1 (12)
C12-C13-N14-C16 -179,1 (8) C12-C13-N14-B17 61,6 (12)
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Partie expérimentale

N,N-Bis(2-chloroéthyl)-N"-propylphosphorodiamidate de (1-N"-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-5-
yl)méthyle (ICF05017)
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A une solution de I'alcool 12 (1,00 g ; 6,36 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (28 mL) refroidie a -
78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyllamidure de lithium dans le THF (7,60 mL;
7,60 mmol; 1,2 éqg.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du dichlorure de [I'acide
phosphoramidique 1 (1,93 g; 7,45 mmol; 1,2 éq.) dans du THF anhydre (20 mL) préalablement
refroidie a -78 °C est ajoutée rapidement au mélange réactionnel. Le suivi de la réaction est monitoré
par RMN 3P, Aprés 45 minutes d’agitation, de la propylamine (1,36 mL; 16,5 mmol ; 2,6 éq.) est
ajoutée et l'agitation est maintenue pendant 1 heure 30 a -78 °C. La réaction est stoppée par
addition d’eau (40 mL) et le milieu réactionnel est alors extrait avec de acétate d’éthyle (3 x 50 mL).
Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur sulfate de magnésium, filtrées et évaporées
sous pression réduite. Deux chromatographies successives sont réalisées, la premiére sur colonne de
gel de silice (éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 95/5, v/v + 5% TEA), la seconde sur colonne d’alumine
(éluant : acétate d’éthyle/cyclohexane, 90/10, v/v), pour conduire au phosphorodiamidate ICF05017
(545 mg; 1,36 mmol).

® Aspect : huile jaune ® Formule brute : C12H,Cl;NsO4P ® Masse molaire : 402,21 g.mol*

Rendement : 21%

CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, acétate d’éthyle/éthanol, 95/5, v/v, + 5% TEA) : R¢= 0,49

IRv (cm™) : 3233 (vnu) ; 1490 (Vasnoz) ; 1350 (Vsnoz) ; 1218 (Ve=o, Ven) ; 1004 (veo)

RMN H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 7,21 (s, 1H, Har) ; 5,09 (dd, 1H, 2un = 13,3 Hz, 3Jur = 7,8 Hz,

OCH’) ; 5,03 (dd, ZJus = 13,3 Hz, 3up = 7,1 Hz, 1H, OCH”) ; 4,08 (s, 3H, Na:CHs) ; 3,69-3,57 (m, 4H,

N(CH,CH,Cl),) ; 3,52-3,35 (m, 4H, N(CH,CH,Cl),) ; 2,93-2,79 (m, 2H, NHCH,) ; 2,58 (td, 1H, %y, =9,3

Hz, 3Jus = 7,1 Hz, NH) ; 1,52 (h, 2H, 3Jis = 7,1 Hz, CH2CH2CHs) 5 0,92 (t, 3H, 3/ = 7,4 Hz, CH,CH,CHs)

® RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 146,47 (CaNO3) ; 132,97 (d, 3Jcr = 7,9 Hz, CaCH2) ; 129,17
(CHar) ; 56,22 (d, 2Jcp = 3,9 Hz, OCH,) ; 49,30 (d, 2C, %Jcp = 5,0 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 42,98 (2C,
N(CH,CH-Cl),) ; 42,77 (NHCH,) ; 34,50 (NaCHs) ; 25,09 (d, 3Jcp = 6,6 Hz, CH,CH,CH3) ; 11,29
(CH2CHs)

® RMN 3!P (CDCls, 202 MHz) & (ppm) : 16,34

® HRMS (ESI) : m/z 402,0844 [M+H]* (valeur théorique : m/z 402,0859)

® & ° 0
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Partie expérimentale

N,N-Bis(2-chloroéthyl)-N’-[3-(N"’,N”’-diméthylamino)propyl]phosphorodiamidate de (1-N’"-méthyl-2-
nitro-1H-imidazo-5-yl)méthyle (24)

-
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A une solution de I'alcool 12 (500 mg ; 3,18 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (14 mL) refroidie a -
78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)Jamidure de lithium dans le THF anhydre (3,5
mL; 3,50 mmol; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du dichlorure de I'acide
phosphoramidique 1 (906 mg; 3,50 mmol; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (20 mL), préalablement
refroidie a -78 °C, est ajoutée rapidement au mélange réactionnel. Le suivi de la réaction est
monitoré par RMN 3P. Aprés 1 heure d’agitation, de la 3-(N,N-diméthylamino)propylamine (800 pL ;
6,36 mmol ; 2,0 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est agité pendant 15 minutes a -78 °C. La
réaction est stoppée par addition d’eau (20 mL) et le milieu réactionnel est extrait avec de |'acétate
d’éthyle (3 x 20 mL). Les phases organiques sont réunies, séchées avec du sulfate de magnésium,
filtrées et évaporées sous pression réduite. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (éluant: acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v, + 5% ammoniaque) pour
conduire au phosphorodiamidate 24 (604 mg ; 1,36 mmol).

® Aspect: Huile orange @ Formule brute : C14H37Cl,NgO4P ® Masse molaire : 445,28 g.mol™*

Rendement : 43%

CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v, + 5% ammoniaque) : Rr= 0,41

IRv (cm™) :3233 (vnu) ; 1492 (Vasno2) ; 1353 (Vsnoz) ; 1221 (Ve=o, Ven) ; 1013 (Veo, Ve-o)

RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 7,25 (s, 1H, Has) ; 5,00 (d, 2H, 3Jup = 7,5 Hz, OCH,) ; 4,86

(td, 1H, Zup = 12,5 Hz, 3Ju = 6,7 Hz, NH) ; 3,95 (s, 3H, Na:.CHs) ; 3,70-3,60 (m, 4H, N(CH,CH,Cl),) ;

3,36-3,21 (m, 4H, N(CH2CH-Cl)2) ; 2,77 (qd, 2H, 3Jup = 10,7 Hz, 3Jun = 6,8 Hz, NHCH.) ; 2,25 (td, 2H,

3y = 6,9 Hz, SJup = 2,4 Hz, CHoN(CH2)3) ; 2,13 (s, 6H, CHaN(CHs)2) ; 1,54 (qt, 2H, 3Juy = 7,0 Hz,

CH,CH,CH,)

® RMN 3C (DMSO-ds, 126 MHz) 6 (ppm) : 146,03 (CarNO>) ; 134,00 (d, 3Jcp= 7,9 Hz, CaCH,) ; 128,13
(CHar) ; 56,41 (CH:N(CHa)s) ; 55,69 (d, Zepr = 4,1 Hz, OCH,) ; 48,43 (d, 2C, Ycp = 4,3 Hz,
N(CH,CH,Cl),) ; 44,88 (2C, CHaN(CHs)2) ; 42,40 (d, 2C, 3Jcp = 1,4 Hz, N(CH2CHAC),) ; 38,49 (NHCH,) ;
34,20 (NaCHs) ; 28,86 (d, Jc.p= 5,9 Hz, CH,CH,CH,)

® RMN 3!P (CD30D, 202 MHz) & (ppm) : 18,17

® HRMS (ESI) : m/z 445,1287 [M+H]* (valeur théorique : m/z 445,1281)

]
*
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*
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Partie expérimentale

Complexe 4-{5-[({amino[bis(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-2-nitro-1H-imidazol-1-N'-
yl}-N,N-diméthylpropan-1-amine borane (26-BHs)
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A une solution de I'alcool 22-BH; (165 mg ; 0,682 mmol; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (5 mL)
refroidie a -78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyllamidure de lithium dans le THF
(750 uL; 0,750 mmol; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution de dichlorure de I’acide
phosphoramidique 1 (194 mg; 0,749 mmol; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (2 mL) préalablement
refroidie a -78 °C, est ajoutée rapidement au mélange réactionnel. Le suivi de la réaction est
monitoré par RMN 3P, Aprés 1 heure d’agitation, un courant d’ammoniac est réalisé durant 1-2
minutes dans le milieu réactionnel, toujours refroidi a -78 °C. De I'eau est additionnée (10 mL) puis la
solution est extraite avec de I'acétate d’éthyle (3 x 20 mL). Les phases organiques sont réunies,
séchées avec du sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous pression réduite. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : DCM/éthanol, 97/3,
v/v) pour conduire au phosphorodiamidate 26-BH; (282 mg ; 0,634 mmol).

® Aspect : Huile beige ® Formule brute : C;3H23BCI;N6O4P ® Masse molaire : 445,09 g.mol*
® Rendement: 93%
® CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, DCM/éthanol, 97/3, v/v) : Rf= 0,20
® IRV (cm™): 3241 (vaia) ; 2380 ; 2318 ; 2273 (van) ; 1484 (Vas no2) ; 1338 (Vs noz) 5 1224 ; 1168 (Ve-o,
ven) 5 1012 5 971 (veo, Voo, Ve-n)
RMN *H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 7,25 (s, 1H, Ha) ; 5,15 (dd, 1H, 2Jus = 13,2 Hz, 3Jup = 7,0 Hz,
OCH’) ; 5,02 (dd, 2Ju.ns = 13,2 Hz, 3Ju.p = 5,9 Hz, 1H, OCH”) ; 4,51 (ddd, 1H, ., = 13,6 Hz, ).y = 10,8
Hz, 3Juu = 5,4 Hz, NACH’) ; 4,41 (ddd, 1H, 2y = 13,6 Hz, 3y = 10,7 Hz, 3Juw = 5,5 Hz, NaCH”) ;
3,70-3,65 (m, 4H, N(CH,CH.Cl),) ; 3,58-3,44 (m, 4H, N(CH2CH,Cl),) ; 3,11 (se, 2H, NH,) ; 2,91 (ddd,
1H, 2yt = 3Jym = 11,8 Hz, 3y = 5,0 Hz, CH'N*(CHa)2) ; 2,81 (ddd, 1H, Zun = *Jyss = 11,8 Hz, 3y = 5,1
Hz, CH”N*(CHa)s) ; 2,65 et 2,61 (s, 3H, N*(CHs)2) ; 2,48-2,38 (m, 1H, CH,CH'CH,) ; 2,38-2,27 (m, 1H,
CH,CH”CH,) ; 1,97-1,30 (m, 3H, BH3)
® RMN 3C (CDCls, 126 MHz) 6 (ppm) : 145,86 (CaNO) ; 132,74 (d, %Jcpr = 9,1 Hz, CaCHs) ; 129,78
(CHar) ; 61,50 (CHoN*(CHs)2) ; 55,97 (d, ZJep= 3,6 Hz, OCH,) ; 53,18 ; 51,86 (2C, N*(CHa),) ; 48,94 (d,
2C, 2ep= 4,9 Hz, N(CH2CHCl),) ; 45,46 (NaCH,) ; 42,70 (2C, N(CH,CH-Cl),) ; 26,12 (CHaCH,CH,)
® RMN 3!P: (CDCls, 202 MHz) & (ppm) : 16,47
® HRMS (ESI) : m/z 443,1296 [M-H]* (valeur théorique : m/z 443,1296)
m/z 467,1272 [M+Na]* (valeur théorique : m/z 467,1272)
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Partie expérimentale

Complexe 3-{5-[({bis[bis(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-2-nitro-1H-imidazol-1-N"-yl}-
N,N-diméthylpropan-1-amine borane (27-BHj3)
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A une solution refroidie a -78 °C de l'alcool 22-BH; (150 mg; 0,620 mmol; 1,0 éq.) dans du THF
anhydre (4,5 mL), est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)Jamidure de lithium dans le THF
(680 uL; 0,680 mmol; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du chlorure de I'acide
phosphorodiamidique 2 (306 mg; 0,840 mmol ; 1,4 éq.) dans du THF anhydre (4 mL) préalablement
refroidie a -78 °C, est additionnée au milieu réactionnel. Le suivi de la réaction est monitoré par RMN
31p, Aprés 1 heure d’agitation & -78 °C, le mélange est agité a température ambiante durant 20
heures. Aprés addition d’eau (10 mL), la solution est extraite avec de |'acétate d’éthyle (3 x 10 mL).
Les phases organiques sont réunies, séchées sur sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous
pression réduite. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice
(éluant : DCM/méthanol, 98/2 v/v) pour conduire au phosphorodiamidate 27-BH; (264 mg; 0,463
mmol).

® Aspect : Huile incolore @ Formule brute : C;7H3,BCIsNsOsP @ Masse molaire : 570,08 g.mol?

® Rendement : 70%

® CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, DCM/méthanol, 98/2, v/v) : Rr=0,28

® IRV (cm™?):2380;2319; 2273 (Vv en) ; 1483 (Vas no2) 5 1339 (Vs no2) ; 1219 5 1169 (Ve-o, Ven) ; 1004 ;

964 (vco, Vp-0, Ven)

RMN H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 7,28 (s, 1H, Has) ; 5,17 (d, 2H, *Jir = 8,1 Hz, OCH,) ; 4,54-4,47

(m, 2H, NaCH,) ; 3,71-3,56 (m, 8H, N(CH.CH.Cl),) ; 3,41 (td, 8H, 3Jupr = 12,9 Hz, 3Juw = 6,5 Hz,

N(CH,CH,Cl);) ; 2,87-2,81 (m, 2H, CH,N*(CHs).) ; 2,61 (s, 6H, N*(CHs);) ; 2,34-2,25 (m, 2H,

CH,CH,CH,) ; 1,30-2,00 (m, 3H, BH;)

® RMN 23C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 145,87 (CaNO3) ; 132,32 (d, 3Jcpr = 7,0 Hz, CaCH,) ; 130,09
(CHar) ; 61,47 (CH2N*(CH3),) ; 56,38 (d, 2Jcr = 3,8 Hz, OCH3) ; 52,47 (2C, N*(CHs),) ; 49,31 (d, 4C, %cr
= 4,6 Hz, N(CH,CH,Cl);) ; 45,49 (Na:CH3) ; 42,34 (4C, N(CH,CH.Cl);) ; 26,18 (CH,CH,CH,)

® RMN 3!P: (CDCl3, 202MHz) 6 (ppm) : 17,14

® HRMS (ESI) : m/z 593,1088 [M+Na]* (valeur théorique : m/z 593,1089)
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Partie expérimentale

N,N’-Bis(2-chloroéthyl)phosphorodiamidate de (1-N-méthyl-2-nitro- 1H-imidazo-5-yl)méthyle (30)
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L’acide phosphorodiamidique 3 (357 mg; 1,62 mmol ; 1,0 éq.) est dissout dans du THF anhydre (60
mL). De la triphénylphosphine (531 mg; 2,02 mmol ; 1,2 éq.) et l'alcool 12 (317 mg; 2,02 mmol ; 1,2
€q.) sont ajoutés a la solution. Apres refroidissement a 0 °C, de I'azodicarboxylate d’isopropyle (400
uL; 2,03 mmol; 1,2 éq.) est ajouté goutte a goutte. Aprés retour a température ambiante et
agitation pendant 1 heure, le milieu est évaporé sous pression réduite. Le brut réactionnel est purifié
par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 95/5 puis 93/7,
v/v) pour donner le phosphorodiamidate 30 sous la forme d’une huile incolore. Aprés précipitation
du produit dans [I'éther diéthylique anhydre et évaporation sous pression réduite, le
phosphorodiamidate 30 (352 mg ; 977 umol) est obtenu.

® Aspect : Solide beige @ Formule brute : CoH1cCl,NsO,P @ Masse molaire : 360,13 g.mol™?

® Rendement : 60%

® CCM (SiO3, UV 254 nm et NBP, acétate d’éthyle/éthanol, 97/3, v/v) : Rf= 0,15

® Point de fusion : 112-113 °C

® IRV (cm™):3189 (Vi) ; 1496 (Vasnoz) ; 1354 (Vsnoz) ; 1204 ; 1185 (Ve-o, Veu) ; 1014 ; 966 (Veo, Voo,
Vp-n)

® RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 7,24 (s, 1H, Ha!) ; 4,98 (d, 2H, 3Jup = 7,5 Hz, OCH,) ; 4,92
(td, 2H, %Jup = 10,7 Hz, %y = 7,0 Hz, NH) ; 3,95 (s, 3H, NaCHs) ; 3,55 (t, 4H, 3/ = 6,6 Hz,
NHCH,CH,Cl) ; 3,06 (qd, 4H, *Ju.r = 12,4 Hz, %)y = 6,7 Hz, NHCH2CH-Cl)

® RMN 3C (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 145,96 (CaNO3) ; 134,14 (d, *Jcpr = 8,0 Hz, CaCH,) ; 128,06
(CHar) ; 55,52 (d, Zcp = 4,1 Hz, OCH,) ; 44,92 (d, 2C, 3Jcp = 5,1 Hz, NHCH,CH,CI) ; 42,62 (2C,
NHCH,CH,Cl) ; 34,17 (NaCHs)

® RMN?3!P (DMSO-ds, 202 MHz) 6 (ppm) : 16,19

® HRMS (ESI) : m/z 360,0388 [M+H]* (valeur théorique : m/z 360,0390)

m/z 382,0207 [M+Na]* (valeur théorique : m/z 382,0209)
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Partie expérimentale

Complexe 3-{5-[({bis[(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-2-nitro-1H-imidazol-1-N"-yl}-N,N-
diméthylpropan-1-amine borane (29-BH3)
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A une solution refroidie a -78 °C d’oxychlorure de phosphore (200 uL ; 2,15 mmol ; 1,0 éq.) dans du
DCM anhydre (5 mL), est additionnée goutte a goutte une solution du de I'alcool 22-BH; (500 mg ;
2,07 mmol ; 1,0 éq.) et de TEA (320 uL; 2,30 mmol; 1,1 éq.) dans du DCM anhydre (4 mL). Aprés 1
heure d’agitation a -78 °C, sont ajoutés le chlorhydrate de 2-chloroéthylamine (501 mg; 4,35 mmol ;
2,1 éq.) puis goutte a goutte de la TEA (1,3 mL ; 9,33 mmol ; 4,5 éq.). Aprés retour progressif a 5°C et
agitation durant 18 heures, la réaction est stoppée par addition d’eau (30 mL). Aprées séparation des
phases, la phase organique est lavée avec une solution aqueuse saturée d’hydrogénocarbonate de
sodium (30 mL) puis séchée avec du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite
pour donner une huile jaune pale, qui est purifiée par chromatographie sur colonne de gel de silice
(éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 95/5 puis 90/10, v/v) permettant d’isoler le phosphorodiamidate
29-BH; (445 mg; 1,00 mmol).

® Aspect : huile beige ® Formule brute : Ci3H23BCI;N6O4P ® Masse molaire : 445,09 g.mol*
® Rendement : 48%
® CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, acétate d’éthyle/éthanol, 95/5, v/v) : Rr= 0,15
® IRv (cm™?):3237 (van) ; 2381 ; 2318, 2273 (ven) ; 1484 (Vas no2) ; 1338 (Vs no2) ; 1209 ; 1168 (ve-o,
ven) ; 1008 5972 (Veo, Ve-o, Ve-n)
RMN H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 7,24 (s, 1H, Has) ; 5,07 (d, 2H, 3Jup= 7,0 Hz, OCH,) ; 4,48-4,42
(m, 2H, NaCH,) ; 3,61-3,55 (m, 2H, NHCH,CH,Cl) ; 3,45-3,34 (m, 2H, NH) ; 3,34-3,22 (m, 4H,
NHCH,CH,Cl) ; 2,88-2,81 (m, 2H, CH.N*(CHs)2) ; 2,62 (s, 6H, N*(CHs),) ; 2,42-2,32 (m, 2H,
CH,CH,CH>) ; 1,93-1,32 (m, 3H, BH3)
® RMN 3C (CDCls, 126 MHz) 6 (ppm) : 145,90 (CaNO,) ; 132,79 (d, 3Jc.r = 8,6 Hz, CaCH,) ; 129,76
(CHar) ; 61,59 (CH2N*(CH3),) ; 56,05 (d, 2Jcr = 3,8 Hz, OCH3) ; 52,56 (2C, N*(CHs),) ; 45,78 (d, 2C, 3Jcr
= 5,4 Hz, NHCH,CH,Cl) ; 45,55 (Na:CH,) ; 43,17 (2C, NHCH,CH,Cl) ; 26,14 (CH,CH2CH>)
® RMN 3P : (CDCls, 202 MHz) 6 (ppm) : 15,04
® HRMS (ESI) : m/z 443,1295 [M-H]* (valeur théorique : m/z 443,1296)
m/z 467,1270 [M+Na]* (valeur théorique : m/z 467,1272)
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Partie expérimentale

Sous produit de la réaction:

Complexe 3-(2-nitro-5-chlorométhyl-1H-imidazo-1-N"-yl)-N,N-diméthylpropan-1-amine borane

® Aspect : huile beige ® Formule brute : CoH1sBCIN,O> ® Masse molaire : 260,53 g.mol*

® CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, DCM/méthanol, 95/5, v/v) : Rr= 0,90

® RMN !H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 7,22 (s, 1H, Har) ; 4,67 (s, 2H, CH2Cl) ; 4,53-4,36 (m, 2H, Na.CH,)
; 2,97-2,74 (m, 2H, CHaN*(CHs),) ; 2,61 (s, 6H, N*(CHs),) ; 2,47-2,23 (m, 2H, CH,CH,CH,)

® RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 145,85 (CaNO;) ; 130,01 (CaCH,) ; 129,31 (CHar) ; 61,40
(CH2N*(CHs),) ; 52,07 (N*(CHs).) ; 45,54 (NarCH2) ; 33,93 (CH,CI) ; 25,63 (CH,CH,CH>)

® MS (ESI) : m/z 283,1 [M+Na]* (valeur théorique : m/z 283,1)
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Partie expérimentale

N,N’-Bis(2-bromoéthyl)phosphorodiamidate de (1-N”-méthyl-2-nitro-1H-imidazo-5-yl)méthyle
(TH-302)
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A une solution refroidie a -78 °C d’oxychlorure de phosphore (57 uL; 0,612 mmol ; 1,0 éq.) dans du
THF anhydre (1 mL), est additionnée goutte a goutte une solution de I'alcool 12 (95,2 mg; 0,606
mmol ; 1,0 éq.) et de TEA (90 uL; 0,646 mmol ; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (3 mL). Aprés 1 heure
d’agitation a -78 °C, du bromhydrate de 2-bromoéthylamine (262 mg; 1,28 mmol ; 2,1 éq.) est ajouté
au milieu réactionnel puis goutte a goutte de la TEA (380 uL; 2,73 mmol; 4,5 éq.). Aprés retour
progressif a température ambiante et agitation durant 15 heures, le milieu réactionnel est filtré et le
solide est lavé avec du THF anhydre (3 x 2 mL). Le filtrat est évaporé sous pression réduite et I’huile
beige obtenue est purifiée par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : DCM/méthanol,
98/2 puis 94/6, v/v) pour conduire au phosphorodiamidate TH-302 (86,1 mg; 0,192 mmol).

® & ®® 00

®

Aspect : Solide beige @ Formule brute : CoH16Br,NsO4P ® Masse molaire : 449,04 g.mol
Rendement : 32%

CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, DCM/méthanol, 98/2, v/v) : Rf= 0,19

Point de fusion : 93-94 °C (littérature : 98-100 °C)*08

IRv (cm™) : 3191 (vnn) ; 1496 (Vas no2) ; 1354 (Vs no2) ; 1200 ; 1115 (ve-o, ven) ; 1011 (veo, Veo, Ven)
RMN H (DMSO-ds, 200 MHz) & (ppm) : 7,25 (s, 1H, Ha) ; 5,24-4,77 (m, 4H, OCH,, NH) ; 3,94 (s, 3H,
NarCHs) ; 3,48-3,38 (m, 4H, NHCH,CH,Br) ; 3,11 (qd, 4H, *Ju.r = 13,8 Hz, 3Jy.y = 6,9 Hz, NHCH,CH,Br)
RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & (ppm) : 146,23 (CaNO3) ; 133,02 (d, 3Jc.r = 7,6 Hz, Ca/CH>) ; 129,06
(CHar) ; 56,25 (d, 2Jcp = 4,1 Hz, OCH,) ; 42,95 (2C, NHCH,CH,Br) ; 34,60 (NaCHs) ; 34,58 (d, 2C, *Jcp
= 5,1 Hz, NHCH,CH1Br)

RMN 3!P (DMSO-ds, 202 MHz) & (ppm) : 15,77

MS (ESI) : m/z 449,86 [M+H]* (valeur théorique : m/z 449,94)
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Partie expérimentale

lodure de 3-{5-[({amino[bis(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-2-nitro-1H-imidazol-1-N’-
yl}-N,N,N-triméthylpropan-1-aminium (33)
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A une solution du complexe de bore 26-BH3 (39,9 mg; 89,6 umol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (2,5
mL), est ajouté du DABCO (50,1 mg; 447 umol; 5,0 éqg.). Le mélange est laissé sous agitation a
température ambiante durant 1 heure puis chauffé a 30 °C durant 1 heure 30. Le milieu réactionnel
est refroidi a 0 °C et de I'iodure de méthyle (90 uL ; 1,45 mmol ; 15 éq.) est ajouté. Aprés 2 heures 30
d’agitation a température ambiante, une quantité supplémentaire d’iodure de méthyle (30 uL ; 0,48
mmol ; 5,0 éq.) est additionnée et I'agitation est maintenue durant 1 heure a température ambiante.
Le mélange est évaporé sous pression réduite pour donner une poudre jaune (173 mg), qui est
purifiée par chromatographie préparative en phase inverse (éluant : gradient ACN dans I'eau) pour
donner apres lyophilisation 'ammonium quaternaire 33 (38,4 mg ; 67,0 umol).

® Conditions de purification : détection : 254 nm et 323 nm ; durée de la séparation : 30 minutes ;

éluant : H,O/ACN (v/v) : 95/5 durant 2 minutes ; 95/5 - 70/30 durant 6 minutes ; 70/30 durant 2

minutes ; 70/30 = 60/40 durant 6 minutes ; 60/40 durant 3 minutes ; 60/40 = 10/90 durant 7

minutes ; 10/90 durant 4 minutes ; temps de rétention : 14,2 minutes

Aspect : lyophilisat jaune tres hygroscopique ® Formule brute : C14H23Cl2INgO4P

Masse molaire : 573,19 g.mol™

Rendement : 75%

IRV (cm™) : 3216 (Vnn2) ; 1483 (Vasno2) ; 1338 (Vsnoz) ; 1220 (Ve=o, Ven) ; 1015 ;973 ;5 923 (vco, Vp-o,

Vo)

RMN H (CD;0OD, 200 MHz) & (ppm) : 7,32 (s, 1H, Har) ; 5,19 (dd, 1H, 2un = 13,4 Hz, 3Jup = 7,7 Hz,

OCH’) ; 5.11 (dd, 1H, Zun = 13,4 Hz, 3Jup = 7.0 Hz, OCH”) ; 4,61-4,46 (m, 2H, NaCH,) ; 3,75-3,67 (m,

4H, N(CH,CH.Cl),) ; 3,65-3,39 (m, 6H, N(CH>CH,Cl),, CHoN*(CHs)s) ; 3,20 (s, 9H, CH,N*(CHs)s) ; 2,55—

2,34 (m, 2H, CH2CH,CH,)

® RMN 3C (CDs0D, 50 MHz) & (ppm) : 147,08 (CaNO>) ; 134,88 (d, *Jcpr = 8,1 Hz, CaCH,); 129,97
(CHar) ; 64,34 (CH,N*(CHs)3) ; 57,32 (d, 2Jcp = 4,2 Hz, OCH>) ; 54,02; 53,94; 53,87 (3C, CHaN*(CHs)3);
50,39 (2C, N(CH2CH,Cl),) ; 45,26 (NaCH2) ; 43,18 (d, 2C, 3Jcp = 1,2 Hz, N(CH.CH,CI),) ; 25,24
(CH2CH,CH>)

® RMN 3!P (CDs;0D, 202 MHz) & (ppm) : 19,45

® HRMS (ESI) : m/z 445,1282 [M]* (valeur théorique : m/z 445,1281)

® ® ° 0

®
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Partie expérimentale

lodure de 3-{5-[({bis[bis(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-2-nitro-1H-imidazol-1-N"-yl}-
N,N,N-triméthylpropan-1-aminium (34)
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A une solution du complexe de bore 27-BH; (128 mg; 0,225 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (5
mL) est ajouté du DABCO (126 mg; 1,12 mmol; 5,0 éq.). Le mélange est chauffé a 40 °C durant 1
heure. Aprés refroidissement a 0 °C, de I'iodure de méthyle (210 uL ; 3,37 mmol ; 15 éq.) est ajouté
et 'agitation est maintenue a température ambiante pendant 1 heure. De I'iodure de méthyle (50
uL; 0,803 mmol ; 3,5 éq.) est ajouté a 0 °C et I’agitation est maintenue a cette température durant
30 minutes. De I'iodure de méthyle (50 pL ; 0,803 mmol ; 3,5 éq.) est additionné une nouvelle fois et
le milieu réactionnel est laissé sous agitation a température ambiante durant 30 minutes. Le mélange
est évaporé sous pression réduite pour donner une poudre jaune qui est purifiée par
chromatographie préparative en phase inverse (éluant : gradient ACN dans I'’eau) pour donner apres
lyophilisation 'ammonium quaternaire 34 (33,4 mg ; 47,8 umol).

® Conditions de purification : détection : 254 nm et 323 nm ; durée de la séparation : 30 minutes ;

éluant : H,O/ACN (v/v) : 95/5 durant 2 minutes ; 95/5 - 70/30 durant 6 minutes ; 70/30 durant 2

minutes ; 70/30 = 60/40 durant 6 minutes ; 60/40 durant 3 minutes ; 60/40 - 36/64 durant 1,5

minutes ; 36/64 durant 1,5 minutes ; 36/64 > 10/90 durant 2 minutes ; 10/90 durant 6 minutes ;

temps de rétention : 21,1 minutes

Aspect : lyophilisat jaune tres hygroscopique ® Formule brute : C1sH34ClsINsO4P

Masse molaire : 698,19 g.mol?

Rendement : 21%

IRv (cm™) : 1483 (Vas no2) ; 1339 (Vs no2) ; 1230 (Ve=0, Ven) ; 1065, 1057, 1027, 971 (vc-o, Vp-0, Ve-n)

RMN *H (CDs0D, 500 MHz) & (ppm) : 7,38 (s, 1H, Has) ; 5,31 (d, 2H, 3Ju.r = 8,7 Hz, OCH,) ; 4,59 (t,

2H, 3Ji1 = 7,8 Hz, Na:.CH>) ; 3,76-3,67 (m, 8H, N(CH,CHCl),) ; 3,65-3,60 (m, 2H, CH,N*(CHs)s) ; 3,52-

3,43 (m, 8H, N(CH2CHCl)2) ; 3,21 (s, 9H, CHoN*(CHa)s) ; 2,49-2,39 (m, 2H, CH,CH,CH,)

® RMN 3C (CDs0D, 126 MHz) 6 (ppm) : 147,09 (CaNO;) ; 134,31 (d, %Jcr = 6,8 Hz, CaCH,) ; 130,48
(CHar) ; 64,28 (CH2N*(CHs)s) ; 57,86 (d, 2Jcp = 4,0 Hz, OCH,) ; 53,92 ; 53,89 ; 53,86 (3C, CH,N*(CHs)s)
; 50,11 (d, 4C, %cp = 4,6 Hz, N(CH,CH,CI),) ; 45,18 (NaCH,) ; 43,11 (4C, N(CH.CH,Cl),) ; 25,28
(CH,CH2CH3)

® RMN 3!P (CDs;0D, 202 MHz) & (ppm) : 18,04

® HRMS (ESI) : m/z 569,1137 [M]* (valeur théorique : m/z 569,1128)
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Partie expérimentale

lodure de 3-{5-[({bis[(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-2-nitro-1H-imidazol-1-N’-yl}-
N,N,N-triméthylpropan-1-aminium (35)
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A une solution du complexe de bore 29-BH3 (90,0 mg; 0,202 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (5
mL), est ajouté du DABCO (113 mg; 1,01 mmol; 5,0 éq.). Le mélange est chauffé a 40 °C durant 1
heure, puis refroidi a 0 °C avant ajout d’iodure de méthyle (190 uL ; 3,05 mmol ; 15 éq.). Aprés retour

progressif du milieu réactionnel a température ambiante, I'agitation est maintenue encore durant 1

heure 30 avant évaporation sous pression. La poudre jaune obtenue est purifiée par

chromatographie préparative en phase inverse (éluant : gradient ACN dans I'eau) pour donner apres

lyophilisation 'ammonium quaternaire 35 (66,6 mg; 0,116 mmol).

L]

® ® ° 0

®

Conditions de purification : détection : 254 nm et 323 nm ; durée de la séparation : 30 minutes ;
éluant : H,O/ACN (v/v) : 95/5 durant 2 minutes ; 95/5 - 70/30 durant 6 minutes ; 70/30 durant 2
minutes ; 70/30 - 64/36 durant 4 minutes ; 64/36 durant 2 minutes ; 64/36 - 60/40 durant 2
minutes ; 60/40 durant 2 minutes ; 60/40 - 10/90 durant 7 minutes ; 10/90 durant 3 minutes ;
temps de rétention : 14,5 minutes

Aspect : lyophilisat jaune tres hygroscopique ® Formule brute : C14H23Cl2INgO4P
Masse molaire : 573,19 g.mol?

Rendement : 57%

IRV (cm™) : 3215 (vnn) ; 1534 (Snn) ; 1483 (Vasno2) 5 1338 (Vs no2) ; 1202 ; 1186 (Ve-o, V) ; 1009 ;
976 (vco, Vp-0, Ve-n)

RMN H (CDsOD, 200 MHz) 6 (ppm) : 7,31 (s, 1H, Ha) ; 5,16 (d, 3Jup = 7,9 Hz, 2H, CH,0) ; 4,77-4,43
(m, 2H, NaCH>) ; 3,70-3,53 (m, 6H, NHCH,CH,Cl, CH:N*(CHs)s) ; 3,28-3,14 (m, 13H, NHCH,CH,Cl,
CH2N*(CHs)s) ; 2,57-2,34 (m, 2H, CH,CH>CH3)

RMN 3C (CDs0D, 126 MHz) & (ppm) : 147,11 (CaNO3) ; 134,92 (d, 3Jcr = 7,8 Hz, CaCH,0) ; 129,89
(CHar) ; 64,43 ; 64,40 ; 64,38 (CHN*(CHs)3) ; 57,73 (d, 2Jcp = 4,6 Hz, CaCH,0) ; 54,00 ; 53,97 ; 53,94
(3C, CHuN*(CHs)s) ; 46,01 (d, 2C, 3Jcp = 5,1 Hz, NHCH,CH,Cl) ; 45,37 (NaCH,) ; 44,18 (2C,
NHCH,CH,Cl) ; 25,28 (CH,CH,CH,)

RMN 3P (CDs0D, 202 MHz) & (ppm) : 17,12

HRMS (ESI) : m/z 455,1281 [M]* (valeur théorique : m/z 455,1281)
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Partie expérimentale

(4-Bromo-1-N-méthyl-2-nitro-1H-imidazo-5-yl)méthanol (36)

A une solution de I'imidazole 12 (6,01 g; 38,2 mmol; 1,0 éq.) dans du DMF anhydre (45 mL), est
ajouté du N-bromosuccinimide (7,56 g ; 42,5 mmol ; 1,1 éq.). Le mélange est chauffé a 60 °C pendant
2 heures 30. Apres retour a température ambiante, la réaction est stoppée par addition d’eau (250
ensuite séché a 30 °C au dessiccateur sous vide pour donner le produit de bromation 36
analytiquement pur (5,84 g; 24,7 mmol). Le filtrat est décanté et la phase aqueuse est saturée en
chlorure de sodium et extraite avec de I'acétate d’éthyle (2 x 200 mL). Les phases organiques sont
réunies, lavées avec une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium (500 mL) puis a I'eau (500
mL). La phase organique est séchée avec du sulfate de magnésium, filtrée puis évaporée sous
pression réduite. Le solide jaune/vert obtenu est séché au dessiccateur sous vide a 30 °C pour donner
une seconde fraction du dérivé 36 (1,54 g ; 6,52 mmol) analytiquement pur aprés analyses RMN *H et
13c_

Aspect : solide jaune/vert @ Formule brute : CsHsBrNz;O3 ® Masse molaire : 236,03 g.mol?
Rendement : 82%

CCM (SiO,, UV 254 nm, acétate d’éthyle/cyclohexane, 80/20, v/v) : Rf= 0,82

Point de fusion : 163-164 °C

IRv (cm™) : 3321 (von) ; 1488 (Vasnoz) ; 1364 (vsno2) ; 1015 (veo)

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) 6 (ppm) : 4,51 (s, 2H, OCH>) ; 3,98 (s, 3H, NaCHs)

RMN 33C (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 144,31 (CaNO,) ; 135,77 (CaCH,) ; 113,92 (CaBr) ; 52,02
(OCH,) ; 35,06 (NaCHs)

® O ® ° 00
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Partie expérimentale

(2) et (E) N,N-Diméthyl-3-(tributylstannyl)-prop-2-en-1-amine (37)

( \T/\/%SnBu3 }

A une solution de N,N-diméthylpropargylamine (3,80 mL; 35,3 mmol; 1,0 éq.) dans du toluéne
anhydre (150 mL), est ajouté de I'hydrure de tributylétain (16,4 mL; 61,0 mmol; 1,7 éq.) et de
|"azobisisobutyronitrile (751 mg; 4,57 mmol; 0,1 éq.). Le mélange réactionnel est chauffé a 85 °C
pendant 3 heures 30 puis a reflux pendant 1 heure. Aprés retour a température ambiante et
concentration sous pression réduite, le brut réactionnel (24,0 g) est purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice en utilisant un gradient d’élution (cyclohexane/acétate d’éthyle/méthanol,
95/4/1, 90/8/2 puis 90/6/4, v/v/v) pour conduire au dérivé 37 sous la forme de:

e |'isomeére (Z) seul (1,36 g ; 3,63 mmol),

e |'isomeére (E) seul (5,20 g; 13,9 mmol),

e et une fraction contenant le mélange des deux isoméres (4,62 g; 12,3 mmol) avec un
pourcentage (2)/(E) = 17/83.

® Aspect : Liquide jaunatre @ Formule brute : C;7H3;NSn - @ Masse molaire : 374,20 g.mol*

® Rendement : 85%

® CCM (SiO,, KMnOs, cyclohexane/acétate d’éthyle/méthanol, 90/6/4, v/v/v): Isomére (Z), Rf =
0,50 ; Isomere (E) Rr=0,33

® IRv (cm™):2954, 2922, 2871, 2581 (vcn) ; 1455 (vec) ; 856 (Sch)

® RMN H (CDCl5, 200 MHz) & (ppm) : Isomére (2) : 6,55 (td, 1H, 3up s = 12,6 Hz, 3Jun = 6,2 Hz,
CH=CHCH,) ; 6,11-5,90 (td, 1H, 3Jutcis = 12,7 Hz, “Jn = 1,2 Hz, CH=CHCHS,) ; 2,90 (dd, 2H, /i = 6,2
Hz, “un = 1,1 Hz, CH=CHCH,) ; 2,22 (s, 6H, N(CHs)2) ; 1,60-1,40 (m, 6H, Sn(CH,CH,CH>CHs)s ; 1,30
(h, 6H, 3Jy4s = 7,3 Hz, Sn(CH,CH,CH2CHs)s3) ; 1,01-0,81 (m, 15H, Sn(CH,CH,CH2CHs)s3)
RMN !H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : Isomére (E) : 6,11 (d, 1H, 3Ji4 trans = 19,0 Hz, CH=CHCH,) ; 5,97
(td, 1H, 3Jst trans = 18,9 Hz, *Jusy = 4,9 Hz, CH=CHCH>) ; 2,97 (d, 2H, /iy = 4,8 Hz, CH=CHCH,) ; 2,23
(s, 6H, N(CHs);) ; 1,55-1,15 (m, 12H, Sn(CH,CH,CH,CHs)3) ; 0,98-0,80 (m, 15H, Sn(CH,CH,CH,CHs)s)

® RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : Isomere (2) : 146,31 (CH=CHCH,) ; 131,39 (CH=CHCH.,) ; 65,13
(CH=CHCH,) ; 45,47 (2C, N(CHs)2) ; 29,34 (3C, *Jesn = 20,4 Hz, Sn(CH,CH,CH,CHs)s) ; 27,47 (3C,
Sn(CH,CH,CH,CHs)s) ; 13,82 (3C, Sn(CH,CH,CH,CH3)s) 5 10,61 (3C, Ycazosn = 341,8 Hz, Y1750 = 326,5
Hz, Sn(CH,CH,CH,CHjs)s)
RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : Isomére (E) : 146,03 (CH=CHCH,) ; 131,76 (YJc.1105n = 378,8 Hz,
Jca17sn = 361,9 Hz, CH=CHCH,) ; 66,58 (*Jc.1195n = 66,2 Hz, 3Jc.1175, = 64,2 Hz, CH=CHCH,) ; 45,23 (2C,
N(CHs)2) ; 29,24 (3C, 3Jesn = 20,6 Hz, SN(CH2CH2CH2CHs)s) ; 27,39 (3C, 2cassy = 54,3 Hz, 2J carrsy =
52,7 Hz, Sn(CH,CH,CH,CHs)s3) ; 13,83 (3C, Sn(CH,CH>CH,CHs)3) ; 9,57 (3C, Ycaissn = 343,3 Hz, Yca17sy
=328,1 Hz, Sn(CH,CH,CH,CH3)s)

® MS (ESI) : m/z 376,21 [M+H]* (valeur théorique : m/z 376,20)
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Partie expérimentale

(E)-(1-N-Méthyl-2-nitro-4-[3-(N,N-diméthylamino)prop-1-ényl]-1H-imidazo-5-yl)méthanol (38)

\
N
O3N
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A une solution du composé bromé 36 (116 mg ; 0,491 mmol) dans du DMF anhydre (8 mL) sont
ajoutés du tétrakis(triphénylphosphine) palladium (0) (49,0 mg; 0,042 mmol; 0,15 éq.) et de
I’organostannane 37 (309 mg ; 0,826 mmol ; 1,7 éq.). Le mélange obtenu est agité durant 21 heures a
110 °C. Aprés refroidissement a température ambiante, le mélange est filtré sur Célite 545®. Le pad
de Célite 545® est lavé avec du DMF. Le filtrat est évaporé sous pression réduite a la pompe a
palette. Le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant:
acétate d’éthyle/méthanol, 90/10 avec un gradient d’ammoniaque de 0 a 10%) pour conduire a
I'amine 38 (26,0 mg; 0,108 mmol).

® Rendement :22%

A une solution refroidie a 0 °C de I’éther silylé 40 (303 mg; 0,764 mmol; 1,0 éq.) dans du THF
anhydre (6 mL) est ajouté une solution 1 M de fluorure de tétrabutylammonium dans le THF (1,15
mL; 1,15 mmol ; 1,5 éq.). Le mélange obtenu est agité durant 1 heure 30 a 0 °C, puis, apres retour a
température ambiante, évaporé sous pression réduite. L’huile orange obtenue est purifiée par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : DCM/méthanol, 95/5, v/v puis 95/5, v/v + 2%
TEA) pour conduire a I'alcool déprotégé 38 (164 mg ; 0,683 mmol).

® Aspect : huile jaune ® Formule brute : C10H16N4O3 ® Masse molaire : 240,26 g.mol?
® Rendement : 89%

® CCM (SiO,, UV 254 nm, DCM/méthanol, 90/10, v/v + 5% TEA) : R;= 0,43

® IRV (cm™):3133 (vou) ; 1499 (Vasnoz) ; 1332 (Vsno2) ; 1035 (ve-o)

® RMN H (CDsOD, 200 MHz) & (ppm) : 6,66 (d, 1H, )it trans = 15,7 Hz, CH=CHCH,) ; 6,53 (td, 1H, 3Jyy

rans = 15,6 Hz, Jin = 6,2 Hz, CH=CHCH,) ; 4,71 (s, 2H, CH,0OH) ; 4,03 (s, 3H, NaCHs) ; 3,24 (d, 2H, %y
#= 6,1 Hz, CH=CHCHs,) ; 2,36 (s, 6H, N(CHs)»)

® RMN C (CD;0D, 50 MHz) & (ppm) : 146,43 (CaNO2) ; 136,67 ; 135,45 (CaC) ; 128,64 (CH=CHCH.) ;
123,98 (CH=CHCH,) ; 61,98 (CH=CHCH,) ; 52,69 (CH,OH) ; 44,84 (2C, N(CHs)2) ; 34,94 (NaCHs)

® HRMS (ESI) : m/z 241,1295 [M+H]* (valeur théorique : m/z 241,1295)
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Partie expérimentale

4-Bromo-1-N-méthyl-2-nitro-5-{[(triisopropylsilyl)oxy]méthyl}-1H-imidazole (39)

L
OZN\(N/ ,Si/k
L

A une solution de I'alcool 36 (9,14 g ; 38,7 mmol ; 1,0 éq.) dans du DMF anhydre (50 mL) sont ajoutés
successivement de l'imidazole (7,92 g; 116 mmol; 3,0 éq.) puis goutte a goutte du chlorure de
triisopropylsilane (9,1 mL; 42,5 mmol; 1,1 éq.). La solution jaune obtenue est agitée durant 18
heures a température ambiante. Le mélange est ensuite refroidi a 0 °C et de I'eau (20 mL) est ajoutée
goutte a goutte jusqu’a formation d’'un précipité. Le reste de I'eau (380 mL) est ajouté d’un seul
coup. Le mélange hétérogene est laissé sous agitation dans la glace durant 15 minutes puis filtré. Le
solide est lavé avec de I'eau (3 x 100 mL) avant d’étre placé au dessiccateur sous vide a 35 °C pour
donner I'alcool protégé 39 (14,7 g ; 37,5 mmol).

® ® o ® 00

Aspect : solide jaune ® Formule brute : C14H26BrNs;OsSi ® Masse molaire : 392,37 g.mol?
Rendement : 97%

CCM (SiO,, UV 254 nm, cyclohexane/acétate d’éthyle, 80/20, v/v) : Rf= 0,69

Point de fusion : 66-67 °C

IRv (cm™) : 1483 (Vasno2) ; 1357 (vsnoz) ; 1081, 1061 (vco, Vsio)

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 4,81 (s, 2H, OCH,) ; 4,00 (s, 3H, NaCHs) ; 1,22-1,11 (m, 3H,

Si(CH(CH3)2)3) ; 1,09-1,01 (m, 18H, Si(CH(CHs)2)3)

RMN *3C (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 144,55 (CaNO3) ; 134,46 (CaCH,) ; 116,61 (CaBr) ; 54,41
(OCH,) ; 35,12 (Na:CHs) ; 17,61 (6C, Si(CH(CHs),)s3) ; 11,29 (3C, Si(CH(CHs),)s3)

HRMS (ESI) : m/z 392,1014 [M+H]* (valeur théorique : m/z 392,1005)
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Partie expérimentale

(E)-3-(1-N’-Méthyl-2-nitro-5-{[(triisopropylsilyl)oxy]méthyl}-1H-imidazol-4-yl)-N,N-diméthylprop-2-
én-1-amine (40)

.~
/
—N
\

A une solution du composé bromé silylé 39 (2,27 g; 5,79 mmol ; 1,0 éq.) dans du DMF anhydre (22
mL) sont ajoutés du tétrakis(triphénylphosphine) palladium (0) (1,05 g ; 0,909 mmol ; 0,15 éq.) et un
mélange d’isomére (2)/(E) (40/60) de I'organostannane 37 (4,34 g; 11,6 mmol ; 2,0 éq.). Le mélange
obtenu est agité durant 1 heure 30 a 105 °C. Apres refroidissement a température ambiante, le
mélange est dilué avec de I'acétate d’éthyle (20 mL) puis filtré sur Célite 545°. Le pad de Célite 545®
est lavé avec de 'acétate d’éthyle (4 x 25 mL). De I'eau (400 mL) est ajoutée au filtrat puis, aprées
décantation, la phase aqueuse est extraite avec de |'acétate d’éthyle (3 x 300 mL) (I'ajout d’une
solution aqueuse de chlorure de sodium saturée (50 mL) est parfois nécessaire pour aider a
I’extraction). Les phases organiques sont réunies, lavées avec de I'eau (400 mL) puis avec une
solution aqueuse saturée de chlorure de sodium (400 mL). La phase organique est séchée avec du
sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite pour conduire a une huile orange-
marron (7,30 g), qui est ensuite purifiée par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant:
DCM/méthanol, 95/5, 93/7 puis 91/9, v/v) pour conduire a 'amine 40 (1,51 g ; 3,81 mmol).

® Aspect : huile orange ® Formule brute : Ci9H3sN;03Si @ Masse molaire : 396,61 g.mol™?
® Rendement : 66%

® CCM (SiO, UV 254 nm, DCM/méthanol, 90/10, v/v) : Rf= 0,51

® IRV (cm™): 1495 (Vasnoz) ; 1329 (Vsno2) ; 1081, 1060 (Vc-o, Vsi-o)

® RMN 'H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 6,59 (td, 1H, 3Jut trans = 15,5 Hz, ).y = 6,3 Hz, CH=CHCH,) ;

6,39 (d, 1H, 3Jut rans = 15,6 Hz, CH=CHCH.) ; 4,80 (s, 2H, OCH.) ; 4,04 (s, 3H, NaCHs) ; 3,08 (d, 2H,
3Jy1 = 6,2 Hz, CH=CHCH,) ; 2,25 (s, 6H, N(CHs)2) ; 1,14-0,90 (m, 21H, Si(CH(CHs)2)3)

® RMN 3C (CDCl;, 50 MHz) & (ppm): 145,10 (CaNO,) ; 135,30 ; 133,09 (2C, CaC) ; 127,74
(CH=CHCH,) ; 123,98 (CH=CHCH,); 60,74 (CH=CHCH,) ; 54,01 (OCH,) ; 44,31 (2C, N(CHs),); 34,67
(NarCHs); 17,84 (6C, Si(CH(CHs)2)3) ; 11,74 (3C, Si(CH(CHs)2)s3)

® HRMS (ESI) : m/z 397,2625 [M+H]* (valeur théorique : m/z 397,2629)
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Partie expérimentale

N,N-Diméthyl-3-(1-N’-méthyl-2-nitro-5-{[(triisopropylsilyl)oxy]méthyl}-1H-imidazo-4-yl)propyl-1-
amine (41)

L~
IESN

N

A une solution de I'alcéne 40 (108 mg ; 0,271 mmol; 1,0 éq.) dans de la pyridine (2,0 mL) sont ajoutés
de la tosylhydrazine (255 mg; 1,37 mmol; 5,0 éq.) et du carbonate de potassium (188 mg; 1,36
mmol; 5,0 éq.). Le mélange est chauffé a reflux durant 19 heures. Aprés refroidissement a
température ambiante, le milieu réactionnel est filtré et lavé avec du DCM (3 x 10 mL). Le filtrat est
lavé avec une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium (2 x 50 mL) puis avec une solution
aqueuse saturée de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL). La phase organique est séchée avec du
sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite pour donner une huile orange. Le
brut est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : gradient de 5 a 8% de
méthanol dans le DCM) pour conduire a I'amine 41 (25,4 mg ; 63,7 mmol).

® Aspect: huile orange @ Formule brute : Ci9H3sN4OsSi ® Masse molaire: 398,62 g.mol*

® Rendement : 24%

® CCM (SiO, UV 254 nm, DCM/méthanol, 90/10, v/v) : Rf= 0,31

® RMN *H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 4,76 (s, 2H, CH,0) ; 4,04 (s, 3H, NaCHs) ; 2,59 (t, 2H, %/ = 7,5
Hz, Ca-CH,CH;) ; 2,38 (t, 2H, %/ = 7,4 Hz, CH,N(CHs),) ; 2,28 (s, 6H, N(CHs)) ; 1,87 (qt, 2H, 3/ = 7,5 Hz,
CH,CH,CH,) ; 1,20-0,93 (m, 21H, Si(CH(CHs),)
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Partie expérimentale

{4-[3-(N’,N’-Diméthylamino)propyl]-1-N-méthyl-2-nitro-1H-imidazo-5-yl}méthanol (42)

\
N
O,N
2\§l/ OH

A une solution de I'alcéne 38 (688 mg; 2,86 mmol ; 1,0 éq.) dans de la pyridine (25 mL) sont ajoutés
de la tosylhydrazine (2,67 g ; 14,3 mmol ; 5,0 éq.) et du carbonate de potassium (1,99 g ; 14,4 mmol ;
5,0 éq.). Le mélange est placé sous agitation a reflux durant 3 heures. Aprés retour a température
ambiante, de I'acétate d’éthyle est ajouté (15 mL). Le précipité est filtré et lavé avec de |'acétate
d’éthyle (3 x 15 mL). Aprés évaporation du filtrat, I'huile orange obtenue est purifié par
chromatographie sur colonne d’alumine (éluant: gradient d’éthanol de 2 a 20% dans |'acétate
d’éthyle, v/v) pour donner le dérivé hydrogéné 42 (464 mg ; 1,92 mmol).

® Aspect : huile jaune ® Formule brute : C;0H1sN403 ® Masse molaire : 242,27 g.mol?
® Rendement: 67%

® CCM (Al,Os, acétate d’éthyle/éthanol, 90/10, v/v) : Rr= 0,41

® IR (cm™):3290 (vou) ; 1487 (Vasno2) ; 1327 (Vsnoz) ; 1020 (veo)

® RMN H (CDsOD, 200 MHz) & (ppm) : 4,65 (s, 2H, CH,OH) ; 4,03 (s, 3H, Na.CHs) ; 2,63 (t, 2H, 3/ = 7,5

Hz, CaCH,CH,) ; 2,43-2,30 (m, 2H, CH,N(CHs)2) ; 2,24 (s, 6H, N(CHs);) ; 1,93-1,73 (m, 2H,
CH,CH,CH,)

® RMN 3C (CDs0D, 50 MHz) & (ppm) : 145,76 (CaNO3) ; 140,60 (CaCH,CH,) ; 135,00 (CaCH,0H) ;
59,60 (CH2N(CHs),) ; 52,99 (CH,OH) ; 45,32 (2C, N(CHs),) ; 34,88 (NaCHs) ; 28,12 (CalCH2CHs) ;
25,30 (CH2CH,CH>)

® MS (ESI) : m/z 243,14 [M+H]* (valeur théorique : m/z 243,15)

A une solution refroidie a 0°C de I'éther silylé 41 (30,0 mg; 75,2 umol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre
(1 mL) est ajouté une solution 1 M de fluorure de tétrabutylammonium dans le THF (140 uL; 140
umol ; 1,9 éq.). Le mélange obtenu est agité durant 1 heure a 0 °C, puis évaporé sous pression
réduite. L’huile orange obtenue est purifiée par chromatographie sur colonne d’alumine (éluant:
acétate d’éthyle/éthanol/ammoniaque, 95/4/1, v/v/v) pour conduire a I'alcool déprotégé 38 (8,5
mg ; 35,4 umol).

® Rendement: 47%
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Partie expérimentale

N,N-Bis(2-chloroéthyl)-phosphorodiamidate de {1-N’-méthyl-4-[3-(N"’,N”’-diméthylamino)prop-1-
ényl]-2-nitro-1H-imidazol-5-yl}méthyle (43)
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A une solution de I'alcool 38 (93,0 mg; 0,387 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (3 mL) refroidie a -
78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)amidure de lithium dans le THF (430 uL;
0,430 mmol; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du dichlorure de [l'acide
phosphoramidique 1 (110 mg; 0,425 mmol; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (1 mL) préalablement
refroidie a -78 °C, est ajoutée rapidement au mélange réactionnel. Le suivi de la réaction est
monitoré par RMN 3P. Aprés 45 minutes d’agitation, un courant d’ammoniac gazeux est réalisé
durant 1-2 minutes dans le milieu réactionnel, toujours refroidi a -78 °C. La réaction est stoppée par
addition d’eau (10 mL) et le milieu réactionnel est extrait a I’acétate d’éthyle (3 x 20 mL). Les phases
organiques sont séchées avec du sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous pression réduite.
Le brut est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant: acétate
d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v + 5% ammoniaque) pour donner le phosphorodiamidate 43 (52,4 mg;
0,134 mmol).

® Aspect: huile orange ® Formule brute : C14H,5Cl;N6O4P ® Masse molaire: 585,20 g.mol*

® Rendement :31%

® CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v + 5% ammoniaque) : Rf= 0,68

® IRv (cm™): 3417 ; 3222 (Van2) ; 1495 (Vas no2) 5 1331 (Vs no2) ; 1220 ; 1187 (Ve-o, Ven) ; 1002 ; 977

(Ve-0, Vo, Vo)

RMN H (CDs0D, 200 MHz) & (ppm) : 6,70 (d, 1H, *Jut trans = 15,6 Hz, CH=CHCH,) ; 6,57 (td, 1H, 3/un

trans = 15,6 Hz, 2y = 6,0 Hz, CH=CHCH,) ; 5,15 (d, 2H, 3Jur = 8,0 Hz, CH,0) ; 4,05 (s, 3H, NaCHs) ;

3,72-3,58 (m, 4H, N(CH,CH,Cl),) ; 3,53-3,33 (m, 4H, N(CH,CHCl),) ; 3,20 (d, 2H, 3Jy.n = 5,9 Hz,

CH=CHCHz) ; 2,32 (s, 6H, N(CHs),)

® RMN 3C (CD30D, 126 MHz) & (ppm) : 146,92 (CaNO,) ; 138,20 (CaCH=CH) ; 131,04 (d, 3Jcp= 7,4
Hz, CaCH,0) ; 130,34 (CH=CHCH,) ; 123,29 (CH=CHCH,) ; 62,17 (CH=CHCH,) ; 55,91 (d, %Jcr = 4,5
Hz, CH,0) ; 50,49 (d, 2C, %Jcp = 4,8 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 45,07 (2C, N(CHs),) ; 43,12 (2C,
N(CH.CH,Cl),) ; 35,09 (NaCH3)

® RMN 3P (CD;0D, 202 MHz) & (ppm) : 19,37

® HRMS (ESI) : m/z 443,06 [M+H]* (valeur théorique : m/z 443,11)

[ J
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lodure de 3-{5-[({amino[bis(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-1-N’-méthyl-2-nitro-1H-
imidazol-4-yl}-N,N,N-triméthylprop-2-én-1-aminium (44)

on N ol
) o ~
N 0-P-N
) NH

Cl

A une solution du phosphorodiamidate 43 (69,2 mg ; 0,156 mmol; 1,0 éq.) dans de I’ACN anhydre (5
mL), sont ajoutés du carbonate de potassium (129 mg; 0,933 mmol; 6,0 éq.) et de l'iodure de
méthyle (59 uL ; 0,948 mmol ; 6,0 éq.). Aprées agitation a température ambiante durant 1 heure 45, le
milieu réactionnel est filtré sur filtre PTFE 0,45 uM. Le filtre est rincé avec de I’ACN (2 mL) et le filtrat
est évaporé sous pression réduite pour donner une poudre jaune. Le brut est purifié par
chromatographie préparative en phase inverse et lyophilisé pour donner I'ammonium quaternaire 44
(59,6 mg; 0,102 mmol).

® Conditions de purification : détection : 254 nm et 338 nm ; durée de la séparation : 30 minutes ;
éluant : H,O/ACN (v/v) : 95/5 durant 2 minutes ; 95/5 - 70/30 durant 6 minutes ; 70/30 durant 2
minutes ; 70/30 - 60/40 durant 6 minutes ; 60/40 durant 2 minutes ; 60/40 - 10/90 durant 8
minutes ; 10/90 durant 4 minutes ; temps de rétention : 15,4 minutes

® Rendement : 65%

A une solution de I'alcool 38 (137 mg ; 0,570 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (4 mL) refroidie a -
78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)lamidure de lithium dans le THF anhydre (630
pL; 0,630 mmol; 1,1 éqg.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du dichlorure de I’acide
phosphoramidique 1 (165 mg; 0,637 mmol; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (2 mL) préalablement
refroidie a -78 °C, est ajoutée rapidement au mélange réactionnel. Le suivi de la réaction est
monitoré par RMN 3!P. Aprés 1 heure d’agitation, un courant d’ammoniac gazeux est réalisé durant
1-2 minutes dans le milieu réactionnel, toujours refroidi a -78 °C. Le milieu réactionnel est ensuite
remonté a température ambiante et dilué avec de I'acétate d’éthyle (25 mL). La phase organique est
lavée avec de I'eau (10 mL), séchée avec du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression
réduite pour conduire a un solide orange (253 mg). Ce dernier est directement est mis en solution
dans de 'ACN anhydre (3 mL) puis du carbonate de potassium (474 mg; 3,43 mmol; 6,0 éq.) et de
I'iodure de méthyle (370 uL; 5,94 mmol; 10 éq.) sont ajoutés. Aprés agitation a température
ambiante pendant 1 heure 30, le milieu réactionnel est dilué avec de I'acétate d’éthyle (15 mL) et
filtré sur filtre PTFE 0,45 uM. Le filtre est rincé avec de I'ACN (2 mL) et le filtrat est évaporé sous
pression réduite pour conduire a une huile orange. Le brut est purifié par chromatographie
préparative en phase inverse (éluant gradient d’ACN dans I'eau) pour donner aprés lyophilisation
I"ammonium quaternaire 44 (38,2 mg ; 65,3 umol).

® Rendement:11%

® Aspect: lyophilisat jaune trés hygroscopique ® Formule brute : CisH5Cl;IN6O4P

® Masse molaire: 585,20 g.mol*

® IRV (cm™) : 3403, 3229 (vnn2) ; 1542 (dnn2); 1497 (Vas no2); 1331 (Vs no2); 1214, 1187 (Ve-o, Ven);
1004, 978 (vr-o, Vc-0, VP-n)
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RMN H (CDs0D, 500 MHz) & (ppm) : 7,12 (d, 1H, ®Jut trans = 15,4 Hz, CH=CHCH,) ; 6,67 (td, 1H, 3Ju.n
trans = 15,4 Hz, 3Ju.y = 7,7 Hz, CH=CHCH,) ; 5,20 (d, 2H, 3J4.» = 9,6 Hz, CH,0) ; 4,17 (d, 2H, 3Jyn=7,7
Hz, CH=CHCH.) ; 4,07 (s, 3H, NaCHs) ; 3,69-3,58 (m, 4H, N(CH,CH.Cl),) ; 3,49-3,33 (m, 4H,
N(CH,CHCl),) ; 3,17 (s, 9H, CHaN*(CHs)s3)

RMN *3C (CDs0D, 126 MHz) 6 (ppm) : 147,18 (CaNO,) ; 136,36 (Ca:CH=CH) ; 133,17 (d, *Jcr = 6,5
Hz, Ca:CH,0) ; 132,31 (CH=CHCH,) ; 119,01 (CH=CHCH,) ; 68,74 ; 68,72 ; 68,70 (CH=CHCH,) ; 56,04
(d, 4ecp = 4,7 Hz, CH,0) ; 53,49 ; 53,46 ; 53,42 (CH,N*(CHs)3) ; 50,46 (d, 2C, %cr = 4,8 Hz,
N(CH,CH,Cl)2) ; 43,25 (2C, N(CH,CH.Cl)2) ; 35,45 (Na-CHs)

RMN 3P (CD30D, 202 MHz) 6 (ppm) : 19,38

HRMS (ESI) : m/z 457,1288 [M]* (valeur théorique : m/z 457,1281)
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N,N-Bis(2-chloroéthyl)-phosphorodiamidate de {1-N’-méthyl-4-[3-(N"’,N”’-diméthylamino)propyl]-2-
nitro-1H-imidazol-5-yl}méthyle (45)

~

o N cl
e
NHZP\Q

J

A une solution de I'alcool 42 (102 mg; 0,421 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (4 mL) refroidie a -
78°C, est ajouté une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)lamidure de lithium dans le THF (460 pL ; 0,460
mmol ; 1,1 éq). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du dichlorure de I’acide phosporoamidique
1 (121 mg; 0,467 mmol; 1.1 éq.) dans du THF anhydre (2 mL) préalablement refroidie a -78°C, est
ajoutée rapidement au milieu réactionnel. Le suivi de la réaction est monitoré par RMN 3!P. Aprés 1
heure 15 d’agitation, un courant d’ammoniac gazeux est réalisé durant 1-2 minutes dans le milieu
réactionnel, toujours refroidi a -78°C. De I'eau (10 mL) est additionnée et le milieu réactionnel est
remonté a température ambiante, avant extraction avec de I'acétate d’éthyle (3 x 25 mL). Les phases
organiques sont réunies, séchée avec du sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous pression
réduite pour donner une huile orange. Le brut est purifié par chromatographie sur colonne de gel de
silice (éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v + 5% TEA) pour donner le phosphorodiamidate 45
(56,0 mg; 0,126 mmol).

® Aspect: huile jaune @ Formule brute : C14H,7Cl,NgO4P ® Masse molaire: 445,28 g.mol*

® Rendement : 30 %

® CCM (SiOy, UV 254 nm et NBP, acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v + 5% TEA) : Rf= 0,10

® IRv (cm™):3345; 3258 (vnn2) ; 1493 (Vas no2) 5 1331 (Vs no2) ; 1208 (Vp-o, V) 5 1044 ;981 (Veo, Ve-

(o)) VP-N)

RMN 'H (CDs;OD, 500 MHz) 6 (ppm) : 5,11 (dd, 1H, %Ju.s = 13,5 Hz, 3Ju.r = 7,7 Hz, OCH’) ; 5,08 (dd,

1H, %Jyw = 13,5 Hz, 3Jupr = 7,7 Hz, OCH”) ; 4,04 (s, 3H, NaCHs) ; 3,67 (t, 4H, 3Jun = 7,1 Hz,

N(CH,CH.Cl),) ; 3,52-3,35 (m, 4H, N(CH,CH,Cl)2) ; 2,68 (t, 2H, *Jun = 7,6 Hz, CaCH2CH,) ; 2,44-2,37

(m, 2H, CH2N(CHs),) ; 2,27 (s, 6H, N(CHs),) ; 1,93-1,81 (m, 2H, CH,CH>CH,)

® RMN 3C (CDs0D, 126 MHz) & (ppm) : 146,28 (CaNO,) ; 142,14 (Ca,CH,CH,) ; 130,92 (d, *Jcr= 7,7
Hz, CaCH,0) ; 59,72 (CH.N(CHs),) ; 56,18 (d, Jcpr = 4,5 Hz, CH,0) ; 50,45 (d, 2C, %Jcp = 4,8 Hz,
N(CH,CH,Cl),) ; 45,34 (2C, N(CHs),) ; 43,13 (2C, N(CH,CH,Cl),) ; 35,11 (Na:CHs) ; 27,96 (Ca:CH,CH,) ;
25,41 (CH,CH,CH,)

® RMN 3!P (CDCl;, 202 MHz) 6 (ppm) : 19,22

® MS (ESI) : m/z 445,13 [M+H]* (valeur théorique : m/z 445,13)

®
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Partie expérimentale

lodure de 3-{5-[({amino[bis(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-1-N’-méthyl-2-nitro-1H-
imidazol-4-yl}-N,N,N-triméthylpropan-1-aminium (46)

on | cl
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A une solution agitée du phosphorodiamidate 45 (42,8 mg ; 96,1 umol ; 1,0 éq.) dans un mélange de
THF anhydre (1 mL) et d’ACN anhydre (500 pL) est ajouté de I'iodure de méthyle (36 pL ; 578 umol ;
6,0 éq.). Aprés agitation a température ambiante durant 7 heures, le milieu réactionnel est évaporé
sous pression réduite pour donner une poudre jaune. Le brut est purifié par chromatographie
préparative (éluant gradient d’ACN dans I'eau) en phase inverse pour donner apres lyophilisation
I"ammonium quaternaire 46 (29,2 mg ; 49,7 umol).

® Conditions de purification : détection : 254 nm et 338 nm ; durée de la séparation : 30 minutes ;
éluant : H,O/ACN (v/v) : 95/5 durant 2 minutes ; 95/5 - 70/30 durant 6 minutes ; 70/30 durant 2
minutes ; 70/30 = 60/40 durant 6 minutes ; 60/40 durant 3 minutes ; 60/40 = 10/90 durant 7
minutes ; 10/90 durant 4 minutes ; temps de rétention : 15,4 minutes

® Rendement : 52%

A une solution de complexe de bore 45-BH3 (50,3 mg; 110 umol; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (3
mL), est ajouté du DABCO (62,8 mg ; 560 umol ; 5,0 ég.). Le mélange est laissé sous agitation a 40 °C
durant 1 heure. Le milieu réactionnel est refroidi a 0 °C et de l'iodure de méthyle (100 uL; 1,61
mmol ; 15 éq.) est ajouté. Aprés 2 heures d’agitation a 0 °C, le mélange est évaporé sous pression
réduite pour donner une poudre jaune qui est purifiée par chromatographie préparative en phase
inverse (éluant: gradient ACN dans |'eau) pour conduire apres lyophilisation a I'ammonium
quaternaire 46 (29,5 mg; 50,2 umol).

® Rendement : 46%

A une solution de I'alcool 42 (88,4 mg ; 0,365 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (3,5 mL) refroidie
a -78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)Jamidure de lithium dans le THF (400 uL ;
0,400 mmol; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du composé 1 (106 mg; 0,400
mmol ; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (2 mL) préalablement refroidie a -78 °C, est ajoutée rapidement
au mélange réactionnel. Le suivi de la réaction est monitoré par RMN 3!P. Aprés 1 heure d’agitation,
un courant d’ammoniac gazeux est réalisé durant 1-2 minutes dans le milieu réactionnel, toujours
refroidi a -78 °C. Le milieu réactionnel est ensuite remonté a température ambiante et dilué avec de
I'acétate d’éthyle (25 mL). La phase organique est lavée avec de I'eau (5 mL) puis séchée avec du
sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite pour conduire a un solide orange
(112 mg). Ce dernier est directement mis en solution dans de I’ACN anhydre (4 mL) puis du carbonate
de potassium (208 mg; 1,51 mmol ; 6,0 éq.) et de I'iodure de méthyle (94 uL; 1,51 mmol; 10 éq.)
sont ajoutés. Apres agitation a température ambiante durant 1 heure 30, le milieu réactionnel est
dilué avec de l'acétate d’éthyle (15 mL) et filtré sur filtre PTFE 0,45 uM. Le filtre est rincé avec de
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Partie expérimentale

I'acétate d’éthyle (2 mL) et le filtrat est évaporé sous pression réduite pour donner une huile orange.

Le brut est purifié par chromatographie préparative en phase inverse (éluant : gradient d’ACN dans
I’eau) puis lyophilisé pour donner 'ammonium quaternaire 46 (21,9 mg; 37,3 umol).

L]

*
*
*
*

®

Rendement : 10%

Aspect: lyophilisat jaune trés hygroscopique ® Formule brute : CisH30Cl2INgO4P
Masse molaire: 587,22 g.mol*

IRv (cm™) : 3232 (Vnn2) 5 1493 (Vas no2) 5 1332 (Vs no2) 5 1228 (Ve-0, Ven) 5 979 (Veo, Veo, Ven)

RMN !H (CD30D, 500 MHz) & (ppm) : 5,16 (dd, 1H, uy = 13,7 Hz, 3Jur = 9,3 Hz, OCH’) ; 5,06 (dd,
1H, = 13,7 Hz, 3Jup = 9,1 Hz, OCH”) ; 4,05 (s, 3H, NaCHs) ; 3.74-3,62 (m, 4H, N(CH,CH-Cl),) ;
3,54-3,35 (m, 6H, N(CH2CH,Cl)2, CHaN*(CHa)s) ; 3,15 (s, 9H, CHaN*(CHa)s) ; 2,78 (t, 2H, %Jus = 7,3 Hz,
CarCH,CH,) ; 2,32-2,05 (m, 2H, CH,CH,CH,)

RMN 3C (CDs0D, 126 MHz) & (ppm) : 146,53 (CaNO,) ; 140,01 (CaCH2CH,) ; 131,52 (d, %Jcp = 6,4
Hz, CaCH,0) ; 66,97 ; 66,89 ; 66,85 (CH,N*(CHs)s) ; 56,42 (d, %Jcp = 4,8 Hz, CH,0) ; 53,82 ; 53,74 ;
53,66 (CHN*(CHs)3) ; 50,41 (d, 2C, 2Jcp = 4,8 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 43,18 (2C, N(CH,CH,Cl),) ; 35,36
(NarCH3) ; 24,07 (CaCH,CH,) ; 23,33 (CH,CH,CH3)

RMN 3!P (CDCls, 202 MHz) & (ppm) : 19,45

HRMS (ESI) : m/z 459,1444 [M]* (valeur théorique : m/z 459,1438)

Conditions de purification : détection : 254 nm et 338 nm ; durée de la séparation : 19 minutes ;
éluant : H,O/ACN (v/v) : 95/5 durant 2 minutes ; 95/5 - 70/30 durant 6 minutes ; 70/30 durant 2
minutes ; 70/30 - 60/40 durant 6 minutes ; 60/40 durant 3 minutes ; temps de rétention : 15,0
minutes
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Partie expérimentale

Complexe N,N-diméthyl-3-(5-hydroxyméthyl-1-N’-méthyl-2-nitro-1H-imidazo-4-yl)propyl-1-amine
borane (42-BHj3)

N
O,N
2\§l/ OH

+

HeB_

une solution de I'amine tertiaire 42 (224 mg; 0,925 mmol ; 1,0 éq.) dans du chloroforme anhydre

(4,6 mL) refroidie a 0 °C, est ajouté goutte a goutte une solution 1 M de complexe borane-THF (4,6
mL; 4,60 mmol ; 5,0 éqg.). Le mélange est laissé sous agitation a 0 °C durant 1 heure avant addition
goutte a goutte de méthanol anhydre (4,6 mL). Aprés agitation pendant 15 minutes a 0 °C, le milieu
réactionnel est évaporé sous pression réduite. Le brut est purifié par chromatographie sur colonne
de gel de silice (éluant : DCM/méthanol, 98/2, v/v) pour donner le complexe 42-BH3 (209 mg; 0,816

mmol).

® Aspect : cristaux beiges ® Formule brute : Ci0H,:BN;sO; @ Masse molaire : 256,11 g.mol™?
® Rendement : 70%

® CCM (SiOy, UV 254 nm, DCM/méthanol, 98/2, v/v) : R¢= 0,37

® Point de fusion : 99-100 °C

® IRV (cm™): 3268 (vou) ; 2379 ; 2321 ; 2275 (ven) ; 1490 (Vasnoz) ; 1331 (Vs no2) ; 1170 (ven) ; 1027

®

L]

*

(Veo)
RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 4,69 (s, 2H, CH,0H) ; 4,06 (s, 3H, NaCHs); 2,88 (se, 1H, OH) ;
2,79-2,68 (m, 2H, CHaN*(CHa)s) ; 2,62 (t, 2H, 3J = 7,5 Hz, CaCH2CH3) ; 2,54 (s, 6H, N*(CHs),) ; 2,20-
1,98 (m, 2H, CH,CH,CH,) ; 1,96-0,74 (m, 3H, BH3)
RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & (ppm) : 144,81 (CaNO3) ; 139,18 ; 132,94 (2C, CaCH,) ; 63,84
(CH2N*(CHs)2) ; 53,13 (CH,0H) ; 51,78 (2C, N*(CHa)s) ; 34,67 (NaCHs) ; 24,73 (CaCH2CH,) ; 24,09
(CH,CH,CH,)
MS (ESI) : m/z 255,15 [M-H]* (valeur théorique : m/z 255,16)

m/z 279,13 [M+Na]* (valeur théorique : m/z 279,16)
Données cristallographiques :

Des monocristaux de tailles suffisantes pour une étude cristallographique ont été obtenus par
cristallisation dans le DCM par diffusion lente par tension de vapeur d’éther diéthylique.

Formule brute C10H21BN4O3 Température (K) 170(2)
Masse molaire 256,12 F(000) 552
Systéme cristallin monoclinique A (Mo Ka) (A) 0,71073
Groupe d’espace Pn Indices de Miller -5<h<5
Couleur incolore -9<k<9
a(A) 5,6402(3) 21<l<21
b (A) 10,2672(7) Omin ; Omax (°) 1,69 ;18,57
c (A) 24,131(2) Réflexions collectées 23004
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B () 90,051(3) Réflexions uniques 2081
Volume (A3) 1397,4(2) Réflexions avec [I>20(l)] 2040
z 4(2 =2) Qualité d’affinement, S 1,185
deac (8.cm™) 1,217 wR; (2040 réfl) 0,2035
u(mm?) 0,089 R1 (2040 réfl) 0,0742

Figures ORTEP des deux motifs cristallographiquement indépendants A et B du composé 42-BHs. Les
ellipsoides sont représentées au seuil de probabilité de 50%.

Longueurs de liaisons (A) pour le composé 42-BH;
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Motif A

Nla-C5a
Nla-C2a
Nla-C8a
C2a-N3a
C2a-N9a
N3a-C4a
C4a-C5a
C4a-Cl2a
C5a-Cé6a
C6a-O7a
N9a-O1l1a
N9a-010a
Cl2a-C13a
Cl13a-Cl4a
C14a-N15a
N15a-Cl7a
N15a-Clé6a
N15a-B18a

Partie expérimentale

1,301(16)
1,343(17)
1,48(2)
1,320(17)
1,430(19)
1,360(18)
1,365(19)
1,50(2)
1,51(2)
1,396(19)
1,211(16)
1,225(17)
1,55(2)
1,468(19)
1,506(17)
1,457(17)
1,483(19)
1,58(2)

Angles diedres (°) pour le composé 42-BH3

Motif A

C5a-N1a-C2a-N3a
C5a-N1a-C2a-N9a
C8a-N1a-C2a-N3a
C8a-N1a-C2a-N9a
C2a-N1a-C5a-C4a
C2a-N1a-C5a-Céa
C8a-N1a-C5a-C4a
C8a-N1a-C5a-Céa
C4a-N3a-C2a-N1a
C4a-N3a-C2a-N9a
C2a-N3a-C4a-C5a
C2a-N3a-C4a-C12a
010a-N9a-C2a-N1la

0,5(15)
-177,9(13)
175,8(13)

-3(2)

-2,9(14)
-177,4(12)
-178,3(13)

7(2)

2,2(15)
-179,4(12)

-3,9(14)
-176,2(12)
175,5(13)

Motif B

N1b-C2b
N1b-C5b
N1b-C8b
C2b-N3b
C2b-NSb
N3b-C4b
C4b-C5b
C4b-C12b
C5b-Céb
C6b-0O7b
N9b-011b
N9b-010b
C12b-C13b
C13b-C14b
C14b-N15b
N15b-C16b
N15b-C17b
N15b-B18b

Motif B

C5b-N1b-C2b-N3b
C5b-N1b-C2b-N9b
C8b-N1b-C2b-N3b
C8b-N1b-C2b-N9b
C2b-N1b-C5b-C4b
C2b-N1b-C5b-Céb
C8b-N1b-C5b-C4b
C8b-N1b-C5b-C6b
C4b-N3b-C2b-N1b
C4b-N3b-C2b-N9b
C2b-N3b-C4b-C5b
C2b-N3b-C4b-C12b
010b-N9b-C2b-N1b

1,337(17)
1,354(17)
1,52(2)
1,312(16)
1,414(19)
1,328(16)
1,412(19)
1,45(2)
1,47(2)
1,46(2)
1,213(15)
1,221(16)
1,53(2)
1,49(2)
1,534(18)
1,461(19)
1,478(19)
1,56(2)

-1,4(15)
179,0(12)
-172,3(13)

8(2)

1,0(14)
-176,2(13)
172,4(12)

-5(2)

1,2(15)
-179,2(12)

-0,5(14)
170,0(13)
-173,8(13)
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010a-N9a-C2a-N3a
0O11a-N9a-C2a-N1la
0O11a-N9a-C2a-N3a
C16a-N15a-C14a-C13a
C17a-N15a-C14a-C13a
B18a-N15a-C14a-C13a
N3a-C4a-C5a-N1a
N3a-C4a-C5a-Céa
C12a-C4a-C5a-N1a
C12a-C4a-C5a-Céba
N3a-C4a-C12a-C13a
C5a-C4a-C12a-C13a
Nl1la-C5a-C6a-O7a
C4a-C5a-C6a-07a
C4a-C12a-C13a-Cl4a
C12a-C13a-C14a-N15a

Partie expérimentale

-3(2)
-7(2)
174,6(13)
61,3(14)
177,6(11)
-61,7(14)
4,4(15)
178,4(13)
175,6(14)
-10(2)
84,2(16)
-86,2(18)
60,9(18)
-112,4(16)
176,2(11)
172,5(11)

010b-N9b-C2b-N3b
011b-N9b-C2b-N1b
011b-N9b-C2b-N3b
C16b-N15b-C14b-C13b
C17b-N15b-C14b-C13b
B18b-N15b-C14b-C13b
N3b-C4b-C5b-N1b
N3b-C4b-C5b-Céb
C12b-C4b-C5b-N1b
C12b-C4b-C5b-Cob
N3b-C4b-C12b-C13b
C5b-C4b-C12b-C13b
N1b-C5b-C6b-0O7b
C4b-C5b-C6b-07b
C4b-C12b-C13b-C14b
C12b-C13b-C14b-N15b

6,7(19)
7(2)
-172,2(13)
-71,2(14)
171,9(12)
52,6(16)
-0,3(14)
176,6(14)
-170,6(13)
6(2)
-99,5(16)
69,3(19)
-59,2(19)
124,3(16)
166,9(13)
173,1(12)
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Partie expérimentale

Complexe 3-{5-[({amino[bis(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-1-N’-méthyl-2-nitro-1H-
imidazol-4-yl}-N,N-diméthylpropan-1-amine borane (45-BH3)

on | cl
S o
N 0-P—N

AN
Cl

+

HeB ™

C

A une solution de I'alcool 42-BH; (133 mg ; 0,519 mmol; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (4 mL)
refroidie a -78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)Jamidure de lithium dans le THF
(570 uL; 0,570 mmol; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes, une solution du dichlorure de I'acide
phosphoramidique 1 (147 mg; 0,568 mmol; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (2 mL) préalablement
refroidie a -78 °C est ajoutée rapidement au mélange réactionnel. Aprés 1 heure d’agitation, de
I"ammoniac est mis a barboter dans le milieu réactionnel a -78 °C durant 1-2 minutes. De |'eau est
additionnée (10 mL) et le mélange est porté a température ambiante. Le milieu réactionnel est
extrait avec de I'acétate d’éthyle (3 x 25 mL) et les phases organiques sont réunies, séchées avec du
sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous pression réduite. Le brut est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant: DCM/éthanol, 96/4, v/v) afin d’obtenir le
phosphorodiamidate 45-BHs (150 mg ; 0,629 mmol).

® Aspect : Huile beige @ Formule brute : C14H30BCl;NsO4P ® Masse molaire : 459,12 g.mol™
® Rendement : 63%

® CCM (SiO;, UV 254 nm ou NBP, DCM/éthanol, 97/3, v/v) : Rf= 0,20

® IRV (cm™): 3231 (vay) ; 2380 ; 2318 ; 2272 (ven) ; 1492 (Vas noz) ; 1330 (Vs no2) ; 1227 ; 1193 ; 1168
(Ve=0, Ven) 3 1003 ;980 (Veo, V.o, Ven)

RMN *H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 5,14 (dd, 1H, ks = 13,4 Hz, 3Jup = 7,7 Hz, OCH’) ; 4,99 (dd, 1H,
)y = 13,4 Hz, 3Jup = 6,4 Hz, OCH”) ; 4,06 (s, 3H, NaCH3) ; 3,69-3,61 (m, 4H, N(CH,CH,Cl),) ; 3,54-
3,43 (m, 4H, N(CH,CH,Cl),) ; 3,08 (se, 2H, NH>) ; 2,83-2,72 (m, 2H, CH,N*(CHs),) ; 2,68 (t, 2H, 3Ju.n =
7,4 Hz, CaCH>CH,) ; 2,56 et 2,54 (2s, 3H, CHoN*(CHa)2) ; 2,13-2,06 (qt, 2H, *Jin = 7,7 Hz, CH2CHACH»)
:1,92-1,32 (m, 3H, BHs)

® RMN 23C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 145,24 (CaNO,) ; 141,16 (CaCH2CH,) ; 129,17 (d, *Jcr= 8,2 Hz,
CarCHa) ; 63,89 (CHoN*(CHs)2) ; 55,11 (d, 2Jcp= 4,0 Hz, CH,0) ; 51,55 ; 51,48 (CH,N*(CHs)2) ; 48,93 (d,
2C, %cp = 5,0 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 42,70 (2C, N(CH2CHCl);) ; 34,63 (NaCHs) ; 24,79 ; 24,00
(CarCH,CH,)

RMN 3P (CDCl3, 202 MHz) & (ppm) : 16,17

® MS (ESI) : m/z 457,08 [M-H]* (valeur théorique : m/z 457,15)

[ J

[ J
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Partie expérimentale

Complexe 3-{5-[({bis[bis(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-1-N’-méthyl-2-nitro-1H-
imidazol-4-yl}-N,N-diméthylpropan-1-amine borane (47-BH3)

oN ,L cl
Sy Q
N PN
No T\
I
_+/cl cl
HaB_

A une solution refroidie a -78 °C de I'alcool 42-BH; (120 mg ; 469 umol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre
(4,0 mL), est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)Jamidure de lithium dans le THF (520 L ;
520 umol; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes, une solution du chlorure de I'acide phosphorodiamidique 2
(189 mg; 519 mmol; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (2,0 mL) préalablement refroidie a -78 °C, est
ajoutée au milieu réactionnel. Aprés retour progressif a 5°C et agitation durant 24 heures, la réaction
est stoppée par addition d’eau (10 mL). La phase aqueuse est extraite a |'acétate d’éthyle (3 x 10 mL).
Les phases organiques sont réunies, séchées avec du sulfate de magnésium, filtrées puis évaporées
sous pression réduite pour donner une huile jaune. Le brut est purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (éluant : DCM/éthanol, 98/2, v/v) pour conduire au phosphorodiamidate 47-
BHs (90,7 mg ; 155 umol).

L]

®

Aspect : huile beige ® Formule brute : C;15H3sBClsN¢O4P
Rendement : 33%

CCM (SiO,, UV 254 nm ou NBP, DCM/éthanol, 98/2, v/v) : Rr=0,31

IRv (cm™):2381; 2318 ; 2272 (ven) ; 1493 (Vas no2) ; 1331 (Vs no2) ; 1219 ; 1167 (Ve-o, Ven) ; 1088 ;
973 (vc-o, Vp-0, Vrn)

RMN *H (CDCls, 500 MHz) 6 (ppm) : 5,13 (d, 2H, 3Ju.r = 8,2 Hz, CH,0) ; 4,06 (s, 3H, NaCHs) ; 3,68-
3,54 (m, 8H, N(CH,CH.Cl),) ; 3,40 (td, 8H, 3Jur = 12,6 Hz, Juu = 6,4 Hz, N(CH,CH,C),) ; 2,85-2,74
(m, 2H, CHaN*(CHs)2) ; 2,67 (t, 2H, %Jun = 7,6 Hz, CaCH2CH,) ; 2,55 (s, 6H, N*(CHs)2) ; 2,18-1,97 (m,
2H, CH,CH,CH,); 1,87-1,25 (m, 3H, BHs)

RMN 23C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 145,31 (CaNO,) ; 141,47 (CaCH,CH>) ; 128,53 (d, *Jcr = 6,5 Hz,
Ca:CH,0) ; 63,89 (CH,N*(CHs)2) ; 55,36 (d, ?Jc.p = 3,9 Hz, CH,0) ; 51,55 (2C, N*(CHs),) ; 49,22 (d, 4C,
3Jcp = 4,6 Hz, N(CH,CHCl),) ; 42,36 (4C, N(CH2CH,Cl),) ; 34,66 (NaCHs); 24,65 (CaCH,CH,) ; 23,91
(CH2CH,CH3)

RMN 3P (CDCls, 202 MHz) & (ppm) : 17,04

MS (ESI) : m/z 583,14 [M-H]* (valeur théorique : m/z 583,13)

® Masse molaire : 584,11 g.mol*
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Partie expérimentale

lodure de 3-{5-[({bis[bis(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-1-N’-méthyl-2-nitro-1H-
imidazol-4-yl}-N,N,N-triméthylpropan-1-aminium (48)
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A une solution du complexe de bore 47-BHs (90,7 mg; 155 umol ; 1,0 éqg.) dans du THF anhydre (5
mL), est ajouté du DABCO (87,5 mg ; 780 umol ; 5,0 éq.). Le mélange est laissé sous agitation a 40 °C
durant 1 heure. Le milieu réactionnel est refroidi a 0 °C et de I'iodure de méthyle (150 uL; 2,41
mmol ; 15 éq.) est ajouté. Apres 1 heure d’agitation a 0 °C, le mélange est évaporé sous pression

réduite. La poudre jaune obtenue est purifiée par chromatographie préparative en phase inverse
(éluant : gradient ACN dans I’eau) pour conduire apres lyophilisation a I'ammonium quaternaire 48
(38,8 mg; 54,5 umol).

® ® 00

Conditions de purification : détection : 254 nm et 338 nm ; durée de la séparation : 30 minutes ;
éluant : H,O/ACN (v/v) : 95/5 durant 2 minutes ; 95/5 - 70/30 durant 6 minutes ; 70/30 durant 2
minutes ; 70/30 - 60/40 durant 6 minutes ; 60/40 durant 3 minutes ; 60/40 - 10/90 durant 7
minutes ; 10/90 durant 4 minutes ; temps de rétention : 21,7 minutes

Aspect : lyophilisat jaune tres hygroscopique ® Formule brute : C35H36Cl4INgO4P
Masse molaire : 712,21 g.mol?

Rendement : 35%

IRv (cm™) : 1491 (Vasno2) ; 1331 (Vsno2) ; 1210 (Ve-0, Ven) ; 973 ; 959 (veo, Veo, Ven)

RMN *H (CDs0D, 500 MHz) & (ppm) : 5,26 (d, 1H, Ju.p = 10,0 Hz, CH,0) ; 4,08 (s, 3H, NaCHs) ; 3,76-
3,64 (m, 8H, N(CH.CH,Cl).) ; 3,51-3,38 (m, 10H, CH.N*(CHs)s, N(CH.CHCl)2) ; 3,17 (s, 9H,
CH,N*(CHs)s) ; 2,81 (t, 2H, 3Ju.n = 7,3 Hz, Ca:CH,CH>) ; 2,27-2,18 (m, 2H, CH,CH,CH>)

RMN 23C (CDs0D, 126 MHz) & (ppm) : 146,72 (CaNO>) ; 140,48 (CaCH,CH>) ; 130,86 (d, 3Jcr = 5,0
Hz, Ca:CH-0) ; 67,05 ; 67,03 ; 67,91 (CH,N*(CHs)s) ; 56,98 (d, 2Jce = 4,5 Hz, CH,0) ; 53,84 ; 53,81 ;
53,78 (CH,N*(CHs)s) ; 50,11 (d, 4C, %Jcp = 4,7 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 43,06 (4C, N(CH,CH,Cl),) ; 35,43
(NarCHs) ; 24,16 (CaCH,CH,) ; 23,19 (CH2CH,CH>)

RMN 3P (CDs0D, 202 MHz) & (ppm) : 18,24

HRMS (ESI) : m/z 583,1292 [M]* (valeur théorique : m/z 583,1284)
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Partie expérimentale

Complexe 3-{5-[({bis[(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-1-N’-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-
4-yl}-N,N-diméthylpropan-1-amine borane (49-BHs)
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A une solution refroidie a -78 °C d’oxychlorure de phosphore (38 uL; 0,408 mmol ; 1,0 éq.) dans du
DCM anhydre (5 mL), est additionnée goutte a goutte une solution de I’alcool 42-BH; (105 mg ; 0,410
mmol ; 1,0 éq.) et de TEA (63 uL; 0,452 mmol ; 1,0 éq.) dans du DCM anhydre (2 mL). Aprés 1 heure
d’agitation a -78 °C, sont ajoutés successivement au milieu réactionnel le chlorhydrate de 2-
chloroéthylamine (102 mg; 0,885 mmol; 2,1 éq.) puis goutte a goutte de la TEA (260 pL; 1,87
mmol ; 4,5 éq). Aprées retour progressif a 5°C durant 15 heures, la réaction est stoppée par addition
d’eau (10 mL). Apres décantation, la phase organique est lavée avec une solution aqueuse saturée
d’hydrogénosulfate de sodium (10 mL) puis séchée avec du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée
sous pression réduite pour donner une huile jaune pale, qui est purifiée sur chromatographie sur
colonne de gel de silice (éluant: DCM seul puis DCM/méthanol, 98/2, v/v) pour conduire au
phosphorodiamidate 49-BHs (78,0 mg ; 0,170 mmol).

® Aspect : huile beige
Rendement : 41%
CCM (SiO2, UV 254 nm ou NBP, DCM/méthanol, 98/2, v/v) : Rs= 0,26
IRv (cm™) : 3338, 3235 (vn) ; 2381 ; 2318 ; 2271 (ven) ; 1493 (Vas no2) 5 1331 (Vs no2) ; 1193 ; 1167
(Ve=0, Ven) 5 11105 999 (Veoo, Vp-o, Ve-n)
RMN *H (CDCl3, 500 MHz) 6 (ppm) : 5,03 (d, 2H, 3Ju.r = 7,4 Hz, CH,0) ; 4,05 (s, 3H, Na.CHs) ; 3,58 (t,
3J4un=5,5 Hz, 4H, NHCH,CH,CI) ; 3,35-3,19 (m, 6H, NHCH,CH,Cl) ; 2,81-2,72 (m, 2H, CH2N*(CHs),) ;
2,67 (t, 2H, 3Jyn = 7,4 Hz, CaCHaCHa) ; 2,54 (s, 6H, N*(CHs)2) ; 2,12-2,01 (m, 2H, CH2CHaCH,) ; 1,77-
1,32 (m, 3H, BHs)
® RMN C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 145,11 (CaNO3) ; 141,04 (CaCH2CH,); 129,24 (d, 3Jcp = 7,8 Hz,
CarCH20) ; 63,82 (CHoN*(CHs)2) ; 55,03 (d, 2Jep = 4,1 Hz, CH,0) ; 51,47 (2C, N*(CHa),) ; 45,87 (d, 2C,
3Jep = 5,2 Hz, NHCH,CH,Cl) ; 43,10 (2C, NHCH,CH,Cl) ; 34,65 (NaCHs) ; 24,73 (CaCH,CH,) ; 23,97
(CH2CH,CH,)
® RMN 3!P (CDCl;, 202 MHz) 6 (ppm) : 14,82
® MS (ESI) : m/z 457,13 [M-H]* (valeur théorique : m/z 457,15)
m/z 481,09 [M+Na]* (valeur théorique : m/z 481,14)

® Formule brute : C;4H30BCl,NgO4P ® Masse molaire : 459,12 g.mol

® ° 0

®
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Partie expérimentale

lodure de 3-{5-[({bis[(2-chloroéthyl)amino]phosphoryl}oxy)méthyl]-1-N’-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-

4-yl}-N,N,N-triméthylpropan-1-aminium (50)
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A une solution du complexe de bore 49-BH;s (67,0 mg; 146 umol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (5
mL), est ajouté du DABCO (82,4 mg; 735 umol ; 5,0 éq.). Le mélange est laissé sous agitation a 40 °C
durant 1 heure. Le milieu réactionnel est refroidi a 0 °C et de l'iodure de méthyle (140 uL; 2,25

mmol ; 15 éq.) est ajouté. Apreés 2 heures d’agitation a 0 °C, le mélange est évaporé sous pression

réduite pour donner une poudre jaune qui est purifiée par chromatographie préparative en phase

inverse (éluant: gradient ACN dans l'eau) pour conduire aprés lyophilisation a I'ammonium
guaternaire 50 (47,9 mg; 81,6 umol).

® & ° 0

®

Conditions de purification : détection : 254 nm et 338 nm ; durée de la séparation : 30 minutes ;
éluant : H,O/ACN (v/v) : 95/5 durant 2 minutes ; 95/5 - 70/30 durant 6 minutes ; 70/30 durant 2
minutes ; 70/30 - 60/40 durant 6 minutes ; 60/40 durant 3 minutes ; 60/40 - 10/90 durant 7
minutes ; 10/90 durant 4 minutes ; temps de rétention : 14,1 minutes

Aspect : Solide jaune tres hygroscopique ® Formule brute : C;5H30Cl2INgO4P
Masse molaire : 587,22 g.mol?

Rendement : 56%

IRv (cm™) : 3246 (Vnn) ; 1496 (Vasno2) ; 1329 (Vsno2) ; 1211 (Ve=o, Ven) ; 1002 ;990 ; 979 (Vcoo, Ve-o,
VP-N)

RMN *H (CDs0D, 500 MHz) & (ppm) : 5,11 (d, 1H, *Jur = 9,4 Hz, CH,0) ; 4,06 (s, 3H, NaCH3) ; 3,57
(t, 4H, 3Ju.n = 6,3 Hz, NHCH,CH,Cl) ; 3,47-3,38 (m, 2H, CH2N*(CHs)s) ; 3,20 (td, 4H, 3Ju.p = 12,5 Hz, 3.
n = 6,3 Hz, NHCH,CH,Cl) ; 3,15 (s, 9H, CHaN*(CH3)s) ; 2,79 (t, 2H, 3Ju.n = 7,3 Hz, Ca\CH,CH,) ; 2,24—
2,16 (m, 2H, CH,CH>CH>)

RMN *3C (CDs0D, 126 MHz) & (ppm) : 146,48 (CaNO,) ; 140,13 (Ca:CH,CH,) ; 131,52 (d, *Jcr = 6,5
Hz, CaCH,0) ; 66,92 ; 66,94 ; 66,90 (CH,N*(CHs)3) ; 56,57 (d, %c.r = 4,8 Hz, CH,0) ; 53,91 ; 53,88 ;
53,84 (CH2N*(CHs)s) ; 45,88 (d, 2C, Ucp = 5,0 Hz, NHCH,CH-Cl) ; 44,18 (2C, NHCH,CH-CI) ; 35,44
(NarCHs) ; 24,12 (CaCH,CH,) ; 23,34 (CH2CH,CH3)

RMN 3P (CDs0D, 202 MHz) & (ppm) : 17,20

HRMS (ESI) : m/z 459,1446 [M]* (valeur théorique : m/z 459,1438)
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Partie expérimentale
N,N-Bis-(2-chloroéthyl)phosphorodiamidate de benzyle (53)
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A une solution d’alcool benzylique (500 pL ; 4,83 mmol; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (20 mL)
refroidie a -78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)amidure de lithium dans le THF
(5,3 mL; 5,30 mmol; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du dichlorure de I'acide
phosphoramidique 1 (1,38 g; 5,33 mmol; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (3 mL) préalablement
refroidie a -78 °C est ajoutée rapidement au mélange réactionnel. Le milieu est laissé sous agitation a
-78 °C durant 1 heure 30. Un courant d’'ammoniac gazeux est réalisé dans le milieu réactionnel
durant 2 minutes. La réaction est stoppée par addition d’eau (20 mL) a -78 °C. Apres retour a
température ambiante, la solution est extraite avec de I'acétate d’éthyle (3 x 25 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous pression
réduite. Le brut est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant: acétate
d’éthyle/éthanol, 97/3 puis 96/4, v/v) pour donner le phosphorodiamidate 53 (879 mg ; 2,83 mmol).

® Aspect:cire blanche @ Formule brute : C;;H;7CI2N,O,P ® Masse molaire : 311,14 g.mol*

® Rendement : 58%

® CCM (SiO,, UV 254 nm ou NBP, acétate d’éthyle/éthanol, 96/4, v/v) : Rr= 0,44

® IRV (cm?):3316; 3239 (va) ; 1181 ; 1158 (Ve-o, V) ; 1011 ; 1001 ; 967 (Veo, Voo, Vo)

® RMN !H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 7,47-7,29 (m, 5H, Har) ; 5,06 (dd, 1H, 2y = 11,8 Hz, 3Jup = 8,5
Hz, CH’O) ; 4,98 (dd, 1H, %Ju.s = 11,8 Hz, 3J4r = 7,9 Hz, CH”0) ; 3,66-3,53 (m, 4H, N(CH,CH,Cl),) ;
3,52-3,32 (m, 4H, N(CH2CH,Cl),) ; 2,79 (s, 2H, NH,)

® RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & (ppm) : 136,59 (d, %Jc.r= 7,1 Hz, CACH,0) ; 128,79 ; 128,56 ; 127,99 (5C,
CHar) ; 67,32 (d, 4cr= 4,7 Hz, CH,0) ; 49,34 (d, 2C, cr= 4,8 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 42,68 (d, 2C, 3Jcp=
1,1 Hz, N(CH,CH,Cl))

® RMN 3!P (CDCls, 202 MHz) & (ppm) : 15,90

® MS (ESI) : m/z 311,02 [M+H]* (valeur théorique : m/z 311,05)
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Partie expérimentale

N,N,N’,N’-Tétrakis(2-chloroéthyl)phosphorodiamidate de benzyle (54)
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A une solution d’alcool benzylique (140 plL ; 1,35 mmol; 1,0 éqg.) dans du THF anhydre (1 mL)
refroidie a -78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)Jamidure de lithium dans le THF
(1,5 mL; 1,50 mmol; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du chlorure de I'acide
phosphorodiamidique 2 (551 mg; 1,51 mmol; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (3 mL) préalablement
refroidie a -78°C, est ajoutée goutte a goutte au mélange réactionnel. Apres agitation a température
ambiante pendant 15 heures, le milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite. Le résidu est
mis en suspension dans du DCM (10 mL) puis lavé avec de I'eau (10 mL). La phase organique est
séchée sur sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite pour donner une huile
jaune pale, qui est purifiée par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : DCM/acétate
d’éthyle, 100/0 puis 90/10, v/v) pour donner le phosphorodiamidate 54 (294 mg ; 0,674 mmol).

Aspect : Solide blanc ® Formule brute : Ci5H,5Cl4N2O,P ® Masse molaire : 436,13 g.mol*

Rendement : 50%

Point de fusion : 47-48 °C

CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, DCM) : Rf= 0,73

IRv (cm™) : 1220 (Vp-0, Ven) 5 974 (Veo, Ve-o, Ve-n)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 7,38 (s, 5H, Har) ; 5,06 (d, 2H, 3Ju» = 7,9 Hz, OCH,) ; 3,70-3,49
(m, 8H, N(CH,CH,Cl),) ; 3,48-3,30 (m, 8H, N(CH,CH,Cl),)

RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & (ppm) : 136,00 (d, 3Jc.r = 6,8 Hz, CaCH,) ; 128,93, 128,86, 128,19 (5C,
CHar) ; 67,82 (d, %cp = 4,6 Hz, OCH,) ; 49,67 (d, 4C, %Jcr = 4,6 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 42,41 (4C,
N(CH.CH,Cl),)

® RMN 3!P (CDCls, 202 MHz) : 16,08

® MS (ESI) : m/z 437,02 [M+H]* (valeur théorique : m/z 437,03)

m/z 458,94 [M+Na]* (valeur théorique : m/z 459,01)

® ® ®® 00

®
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Partie expérimentale

N,N-Bis(2-chloroéthyl)phosphorodiamidate de 4-nitrobenzyle (55)
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A une solution de I'alcool 4-nitrobenzylique (500 mg ; 3,26 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (14
mL) refroidie a -78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)Jamidure de lithium dans le
THF (3,6 mL; 3,60 mmol ; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du dichlorure de I'acide
phosphoramidique 1 (931 mg; 3,60 mmol; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (4 mL) préalablement
refroidie a -78 °C, est ajoutée rapidement au mélange réactionnel. Aprés 1 heure d’agitation, un
courant d’'ammoniac est réalisé durant 1-2 minutes dans le milieu réactionnel, toujours refroidi a -78
°C. 20 mL d’eau sont additionnés a -78 °C, avant retour a température ambiante et extraction avec de
I'acétate d’éthyle (3 x 25 mL). Les phases organiques sont réunies, séchées avec du sulfate de
magnésium, filtrées et évaporées sous pression réduite. Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant: acétate d’éthyle) pour conduire au
phosphorodiamidate 55 (722 mg ; 2,03 mmol).

® Aspect : Solide beige @ Formule brute : C1;H;16Cl,N304P ® Masse molaire : 356,14 g.mol*
® Rendement : 62%

® CCM (SiO, UV 254 nm et NBP, acétate d’éthyle) : Rr= 0,39

@ Point de fusion : 83-84°C (littérature : 86-88 °C)?*?

® IRV (cm™):3329; 3253 (vnu) ; 1450 (Vas no2) ; 1340 (Vs no2) ; 1219 ; 1185 (Ve-0, Ven) 5 1023 ; 1013 ;

985 ; 950 (Vc-0, Vp-0, Vp-N)

RMN *H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 8,21 (d, 2H, *Ju. = 8,8 Hz, Har) ; 7,54 (d, 2H, /i = 8,8 Hz, Har) ;

5,16 (dd, 1H, Yuy = 13,1 Hz, 3Jp = 7,7 Hz, OCH’) ; 5,09 (dd, 2y = 13,1 Hz, 3Jup = 7,5 Hz, 1H, OCH”)

; 3,69-3,58 (m, 4H, N(CH,CHCl),) ; 3,56-3,40 (m, 4H, N(CH,CH.Cl),) ; 2,86 (se, 2H, NH,)

® RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 147,91 (CaNO,) ; 143,95 (d, ®Jcr = 7,7 Hz, CaCH,) ; 128,02 ;
123,98 (4C, CHar) ; 65,85 (d, Zepr = 4,1 Hz, OCH,) ; 49,20 (d, 2C, Zcp = 4,9 Hz, N(CH,CH-Cl),) ; 42,67
(2C, N(CH,CH,Cl))

® RMN 3P (CDCls, 202 MHz) & (ppm) : 16,30

® HRMS (ESI) : m/z 356,00 [M+H]* (valeur théorique : m/z 356,03)
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Partie expérimentale

N,N,N’,N’-Tétrakis(2-chloroéthyl)phosphorodiamidate de 4-nitrobenzyle (56)

Cl
O2N@ o ~
O—-P—-N

]
-
N

C|j I\C—l\m

A une solution d’alcool 4-nitrobenzylique (239 mg ; 1,56 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (7,0
mL) refroidie a -78 °C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)Jamidure de lithium dans le
THF (1,7 mL; 1,70 mmol ; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du chlorure de I'acide
phosphorodiamidique 2 (625 mg; 1,71 mmol ; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (4,0 mL) préalablement
refroidie a -78 °C, est ajoutée goutte a goutte au mélange réactionnel. Le mélange est laissé sous
agitation a -78 °C durant 2 heures. Aprés retour a température ambiante et agitation pendant 17
heures, la réaction est stoppée par addition d’eau (10 mL) puis extraite avec de I'acétate d’éthyle (3 x
15 mL). Les phases organiques sont recueillies, séchées avec du sulfate de magnésium, filtrées et
évaporées sous pression réduite pour donner une huile jaune. Le brut est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant: cyclohexane/acétate d’éthyle, 70/30 puis
90/10, v/v) pour donner le phosphorodiamidate 56 (488 mg ; 1,01 mmol).

Aspect : Solide jaune ® Formule brute : Ci5sH2,Cl4NsO4P ® Masse molaire : 481,13 g.mol?

Rendement : 65%

Point de fusion : 76-77°C (littérature : 64°C)?%

CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, cyclohexane/acétate d’éthyle, 50/50, v/v) : Rf= 0,45

IRv (cm™) : 1520 (Vas no2) ; 1347 (Vs no2) ; 12395 1221 ; 1199 (Vp-0, Ven) ; 1039 ; 974 (Veo, Ve-0, Ve-n)

RMN *H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 8,24 (d, 2H, *Ju. = 8,8 Hz, Ha) ; 7,55 (d, 2H, *Ju. = 8,8 Hz, Ha) ;

5,16 (d, 2H, %Jue = 7,4 Hz, OCH,) ; 3,69-3,58 (m, 8H, N(CH,CH.Cl),) ; 3,47-3,40 (m, 8H,

N(CH,CH,Cl),)

® RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 148,12 (CaNO) ; 143,20 (d, 3Jcp = 7,5 Hz, CaCH,) ; 128,38 ;
124,16 (4C, CHa/) ; 66,26 (d, ?Jc.p = 4,0 Hz, CH,0) ; 49,61 (d, 4C, %Jcpr = 4,6 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 42,38
(4C, N(CH,CH,Cl),)

® RMN 3IP (CDCls, 202 MHz) : 16,49

® MS (ESI) : m/z 481,99 [M+H]* (valeur théorique : m/z 482,01)

® ® o ® 00
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Partie expérimentale

N,N’-Bis(2-chloroéthyl)phosphorodiamidate de 4-nitrobenzyle (57)

Cl
02N4< >—\ o
O—P-NH

L’acide phosphorodiamidique 3 (146 mg ; 0,661 mmol ; 1,0 éq.) est mis en suspension dans du THF
anhydre (20 mL) sous atmospheére inerte. La solution obtenue est refroidie a 0 °C, puis sont
successivement additionnés de la triphénylphosphine (208 mg; 0,793 mmol ; 1,2 éq.), de I'alcool 4-
nitrobenzylique (121 mg; 0,790 mmol ; 1,2 éq.) et goutte a goutte de I'azodicarboxylate d’isopropyle

(160 uL; 0,813 mmol ; 1,2 éq.). Aprés agitation a température ambiante pendant 1 heure, le milieu

réactionnel est évaporé sous pression réduite et I'huile jaune obtenue est purifiée par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 100/0 puis 95/5, v/v)
pour donner le phosphorodiamidate 57 (64,2 mg ; 0,180 mmol).

® ® o ® 00

Aspect : Solide beige @ Formule brute : C;3H16CI:N304P ® Masse molaire : 356,14 g.mol?
Rendement : 27%

Point de fusion : 71-72 °C (littérature : 74-75 °C)?*’

CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, acétate d’éthyle) : Rf= 0,20

IRV (cm™) :3221 (vau) ; 1472 (Vasnoz) ; 1347 (Vsno2) ; 1191 (Ve=o, V) ; 1051 (Veo, Ve-o, Ve-n)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm) : 8,23 (d, 2H, *Ju.rs = 8,7 Hz, Har) ; 7,55 (d, 2H, *Ji.i = 8,7 Hz, Har) ;
5,13 (d, 2H, 3Ju.p = 8,0 Hz, CH20) ; 3,60 (t, 4H, 3/ = 5,5 Hz, NHCH,CH.CI) ; 3,29 (td, 4H, 3Jup= 11,2 Hz,
3Jun=5,5 Hz, NHCH,CH,Cl) ; 3,03 (se, 2H, NH)

RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & (ppm) : 147,80 (CaNO>) ; 144,00 (d, 3Jc.r = 7,2 Hz, CaCH,) ; 128,01 ;
123,96 (4C, CHa) ; 65,83 (d, %Jcp = 4,4 Hz, CH,0) ; 45,96 (d, 2C, °Jcr = 5,2 Hz, NHCH,CH,CI) ; 43,10
(2C, NHCH,CH,CI)

RMN 31P : (CDCls, 202 MHz) : 14,53

MS (ESI) : m/z 356,05 [M+H]* (valeur théorique : m/z 356,03)
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Partie expérimentale

lodure de 3-({[bis(2-chloroéthyl)amino][(1-N’-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-5-
yl)méthoxy]phosphoryl}amino)-N,N,N-triméthylpropane-1-aminium (ICF05016)

\
N cl
OZN\ﬁj—\oﬂgiN/—/
HNL
Cl
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- ‘ ~

A une solution du phosphorodiamidate 24 (422 mg; 0,948 mmol ; 1,0 éq.) dans de I’ACN anhydre
(3,0 mL) sont ajoutés du carbonate de sodium (602 mg; 5,68 mmol; 6,0 éqg.) et de l'iodure de
méthyle (710 uL; 11,4 mmol ; 12 éq.). Apres agitation a température ambiante durant 3 heures 45, le

milieu réactionnel est filtré et le solide est lavé avec de I’ACN (3 x 10 mL) pour conduire apres

évaporation sous pression réduite a I'ammonium quaternaire ICF05016 analytiquement pur (436
mg ; 0,742 mmol).

L]
L]
*

Aspect : Huile jaune @ Formule brute : C;5sH30Cl2INgO4P ® Masse molaire : 587,22 g.mol?
Rendement : 78%

IRv (cm™) : 3441 (vnn) ; 1490 (Vas no2) 5 1352 (Vs no2) ; 1223 (Ve-0, Ven) ; 1193 ;1012 (veo, Veo, Ven)
RMN *H (CDs0D, 500 MHz) & (ppm) : 7,27 (s, 1H, Har) ; 5,19 (dd, 1H, %Jun = 13,4 Hz, 3Jyp = 8,4 Hz,
OCH’) ; 5,15 (dd, 1H, %y.y = 13,4 Hz, 3Jup = 8,5 Hz, OCH”) ; 4,08 (s, 3H, NaCHs) ; 3,74-3,65 (m, 4H,
N(CH,CH.Cl);) ; 3,52—3,36 (m, 6H, N(CH.CH,Cl);, CH2N*(CHs)s) ; 3,17 (s, 9H, CH2N*(CHs)s) ; 3,01 (td,
2H, 3Ju.p = 12,5 Hz, Jy.y = 6,5 Hz, NHCH>) ; 2,06-1,93 (m, 2H, CH,CH,CH,)

RMN 3C (CDs;0D, 50 MHz) & (ppm) : 147,61 (CaNO>) ; 134,95 (d, 3Jcr = 7,3 Hz, CaCH,) ; 129,34
(CHar) ; 65,83 ; 65,76 ; 65,71 (CH2N*(CHs)s) ; 57,96 (d, %Jc.r = 4,7 Hz, OCH>) ; 53,98 ; 53,90 ; 53,83
(CH2N*(CHs)3) ; 50,04 (d, 2C, 2cr = 4,7 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 43,24 (d, 2C, 3Jc.p = 1,3 Hz, N(CH,CH,Cl))
; 38,75 (NHCH,) ; 35,50 (NaCHs) ; 26,25 (d, 3Jc.p = 5,1 Hz, CH,CH,CH,)

RMN 3P (CDs0D, 202 MHz) : 18,04 ppm

HRMS (ESI) : m/z 459,1443 [M]* (valeur théorique : m/z 459,1438)

251



Partie expérimentale

(95,135)-3,11-Dioxo-1-phényl-2-oxa-4,10,12-triazapentadécane-9,13,15-tricarboxylate de tri-tert-
butyle (63)

HNXO
e 70

A
XOE(\H H I O\K

A une solution de chlorhydrate de I'ester di-tert-butylique de I'acide (L)-glutamique (2,50 g; 8,45
mmol ; 1,6 éq.) dans du DCM anhydre (75 mL) et refroidie a -78 °C, est additionnée de la TEA (3,9
mL; 28,0 mmol ; 5,4 éq.). Une solution de triphosgene (846 mg; 2,85 mmol ; 0,3 éq.) dans du DCM
anhydre (25 mL) est ajoutée goutte a goutte. La solution est portée a température ambiante, et
laissée sous agitation pendant 30 minutes. Du chlorhydrate de I'ester tert-butylique de I'acide (L)-2-
amino-6-benzyloxycarbonylaminohexanoique (1,94 g; 5,20 mmol ; 1,0 éq.) est additionné, suivi par
I"ajout de TEA (700 pL ; 5,02 mmol ; 1,0 éq.). Aprés 16 heures d’agitation a température ambiante, le
milieu réactionnel est dilué avec du dichlorométhane (100 mL) avant d’étre lavé avec de I'eau (2 x
100 mL). La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression
réduite. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant:
cyclohexane/acétate d’éthyle, 70/30 puis 60/40, v/v) pour donner 'urée 63 (2,88 g ; 4,63 mmol).

® Aspect : cire blanche ® Formule brute : C3;Hs1N5Og ® Masse molaire : 621,77 g.mol*

Rendement : 89%

CCM (SiO,, acide phosphomolybdique, cyclohexane/acétate d’éthyle, 70/30, v/v) : Rr=0,31

IRv (cm™) : 3360 (Vnn) ; 1724 (Vc=oester) ; 1687 ; 1645 (V-0 urée/carbamate) ; 1533 (Snn) ; 1150 (veo)

RMN 'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 7,41-7,27 (m, 5H, HaJ) ; 5,19-4,97 (m, 5H, NHCOOCH,,

NHCONH) ; 4,38-4,28 (m, 2H, CHCH,CH,CO, CHCH,CH,CH>) ; 3,22-3,12 (m, 2H, CH:NH) ; 2,38-2,22

(m, 2H, CH,CO) ; 2,12-2,00 et 1,90-1,80 (m, 2x1H, CHCH,CH,CO) ; 1,81-1,72 (m, 1H, CHCH’CH,CH,

CH3NH3) ; 1,68-1,24 (m, 32H, CHCH”’CH>CH>, C(CHs)3)

® RMN 23C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 172,58 ; 172,51 ; 172,34 (CO,) ; 156,98 ; 156,72 (NHCO) ;
136,90 (CaCH,) ; 82,24 ; 81,93 ; 80,68 (C(CHs)3) ; 66,72 (CarlCH2) ; 53,49 ; 53,25 (CHCH,CH,CH.,
CHCH,CH,CO) ; 40,81 (CH;NH) ; 32,82 (CHCH,CH,CH,) ; 31,76 (CH,CO) ; 29,54 (CHCH,CH,CH,) ;
28,52 (CHCH,CH»CO) ; 28,25 ; 28,19 ; 28,17 (C(CHs)3) ; 22,38 (CHCH,CH>CH>)

® HRMS (ESI) : m/z 622,40 [M+H]* (valeur théorique : m/z 622,37)

*
*
*
L]
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Partie expérimentale

{[(1S)-6-Amino-1-(tert-butoxy)-1-oxohexan-2-yl]carbamoyl}-(L)-glutamate de di-tert-butyle (59)

T
XOKNXN Ooj<

NH,

A une solution du carbamate 63 (669 mg, 1,08 mmol, 1,0 éq.) dans du méthanol (13 mL) est ajouté
du palladium sur charbon a 10% (134 mg). L’agitation est maintenue durant 15 heures sous
atmosphére d’hydrogéne. La suspension est filtrée sur Célite 545® et le pad est lavé avec du
méthanol (6 x 15 mL). Le filtrat est concentré sous pression réduite puis filtré sur un filtre PTFE 0,45
um. Aprées évaporation sous pression réduite, 'amine 59 est obtenu analytiquement pure (453 mg,

929 umol).

® Aspect : huile incolore ® Formule brute : C2zHisN5sO7 ® Masse molaire : 487,63 g.mol

® Rendement : 86%

® CCM (SiO,, ninhydrine, acétate d’éthyle/éthanol, 80/20, v/v, + 5% ammoniaque) : R¢= 0,37

® IRV (cm™):3300-3400 (Vi) ; 1727 (V=0 ester) ; 1644 (Ve=o uree) ; 1557 (dnn) ; 1147 (Veo)

® RMN H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 5,76 (d, 1H, 3J = 7,8 Hz, NHCHCH,CH,CO) ; 5,67 (d, 1H, 3/ = 8,4

Hz, NHCHCH,CH,CH,) ; 4,60 (se, 2H, NH,) ; 4,44-4,17 (m, 2H, CHCH,CH,CO, CHCH,CH,CH,) ; 2,95-
2,82 (m, 2H, CHaNH,) ; 2,42-2,21 (m, 2H, CH,CO) ; 2,14-1,98 et 1,90-1,80 (m, 2x1H, CHCH,CH,CO) ;
1,80-1,73 (m, 1H, CHCH’CH,CH>) ; 1,73-1,59 (m, 3H, CHCH"’CH,CH,) ; 1,59, 1,29 (m, 29H, C(CHs)s,
CHCH,CH,CH>)

RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 173,13 ; 172,77 ; 172,57 (3C, COO) ; 157,38 (NHCONH) ; 82,27
; 81,78 ; 80,68 (C(CHs)3) ; 53,56 (CHCH,CH.CH,) ; 53,17 (CHCH,CH.CO) ; 40,68 (CH:NH,) ; 32,04
(CHCH,CH,CH,) ; 31,88 (CHCH.CH.CH,) ; 28,44 (CH.CO) ; 28,25 ; 28,20 (3C, C(CHa)s) ; 27,56
(CHCH2CH,CO) ; 22,21 (CHCH,CH,CH>)

HRMS (ESI) : m/z 488,30 [M+H]* (valeur théorique : m/z 488,33)
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Partie expérimentale

(10S,145)-1-Chloro-3-(2-chloroéthyl)-4-[(1-N-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-5-yl)méthoxy]-4,12-dioxo-
3,5,11,13-tétraaza-4As-phosphahexadécane-10,14,16-tricarboxylate de tri-tert-butyle (65)

L
>IN T K

A une solution de I'alcool 12 (161 mg ; 1,02 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (4,5 mL), refroidie a
-78 °C, est ajoutée une solution 1M de bis(triméthylsilyllamidure de lithium dans le THF anhydre (1,1
mL; 1,10 mmol; 1,1 éq.). Aprés 5 minutes d’agitation, une solution du dichlorure de I'acide
phosphoramidique 1 (294 mg; 1,14 mmol ; 1,1 éq.) dans du THF anhydre (3,5 mL) et préalablement
refroidie a -78 °C est ajoutée rapidement au mélange réactionnel. Aprés 20 minutes d’agitation a -78
°C, une solution du ligand 59 (499 mg; 1,02 mmol ; 1,0 éq.) et de TEA (140 pL; 1,00 mmol; 1,0 éq.)
dans du THF anhydre (4 mL) est ajoutée goutte a goutte au milieu réactionnel. Aprés retour
progressif a 0 °C durant 7 heures, la réaction est stoppée par addition d’eau (10 mL) et le milieu
réactionnel est extrait avec de l'acétate d’éthyle (3 x 25 ml). Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous pression réduite. Le brut
est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : DCM/acétate d’éthyle, 60/40,
40/60, 20/80, v/v) pour conduire au phosphorodiamidate 65 (375 mg; 0,451 mmol).

® Aspect: huile jaune pale @ Formule brute : CssHssCl;N;01:P @ Masse molaire: 830,74 g.mol*

® Rendement : 44%

® CCM (SiO,, UV 254 nm ou NBP, DCM/acétate d’éthyle, 60/40, v/v) : Rf= 0,15

® IRv(cm™) : 3340 (V) ; 1726 (Ve=o ester) ; 1660 (Vo uree) ; 1540 (Snn) ; 1492 (Vas no2) ; 1366 (Vs no2) ;
1150 (vp=0, vcn) ; 1008 ; 978 ; 959 (vco, Ve-o, Ve-n)

® RMN H (CDCls, 500 MHz) & (ppm), produit obtenu sous la forme de 2 diastéréoisomeéres : 7,18 et
7,17 (2s, 1H, Ha) ; 5,92 et 5,84 (2d, 3Juy = 7,7 Hz, 1H, NHCHCH,CH,CH,) ; 5,73 (2d, 3Jus = 8,1 Hz,
1H, NHCHCH,CH,CO) ; 5,18-5,01 (m, 2H, CH,0) ; 4,34-4,16 (m, 2H, CHCH,CH,CO, CHCH,CH,CH,) ;
4,03 et 4,02 (2s, 3H, Na:CHs) ; 3,65-3,53 (m, 4H, N(CH,CH.Cl),) ; 3,48-3,30 (m, 4H, , N(CH.CH,Cl)3) ;
3,22-3,07 (m, 1H, PNH) ; 2,95-2,78 (m, 2H, CH2NH) ; 2,35-2,16 (m, 2H, CH,CH»CO) ; 2,05-1,96 et
1,83-1,73 (m, 1H, CH,CH,CO) ; 1,72-1,63 (m, 1H, CHCH’CH,CH,) ; 1,62-1,26 (m, 32H, CHCH”CH,CH,,
(C(CH3)3)3)

® RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm), produit obtenu sous la forme de 2 diastéréoisoméres : 172,68
; 172,63 ; 172,61 ; 172,56 ; 172,40 ; 172,39 (3C, COy) ; 157,44 et 157,42 (NHCONH) ; 146,37
(CarNO3) ; 133,18 et 133,10 (d, Jc.p = 8.2 Hz, CaCH>) ; 129,04 et 129,00 (CHa/) ; 81,87 ; 81,86 ; 81,49
; 81,43 (3C, C(CHs)3) ; 56,48 et 56,38 (2d, %Jcr = 3,8 Hz, CH,0) ; 53,42 et 53,23 (CHCH,CH,CH>) ;
52,89 et 52,82 (CHCH,CH,CO) ; 49,33 et 49,24 (2d, 2C, %cr = 4,7 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 42,70 (2C,
N(CH,CH,Cl),) ; 40,56 et 40,20 (CH,NH) ; 34,48 (NaCHs) ; 32,16 et 32,00 (CHCH,CH.CH,) ; 31,67
(CH»CO) ; 31,00 et 30,95 (2d, *Jcr = 6,2 Hz, CH,CH,NH) ; 28,67 et 28,65 (CH.CH,CO) ; 28,11 ; 28,07 ;
28,02 (9C, C(CHs)s) ; 21,81 et 21,75 (CHCH,CH,CH,)

® RMN 3P (CDCls, 202 MHz) & (ppm) : produit obtenu sous la forme de 2 diastéréoisoméres: 16,63
et 16,62

® HRMS (ESI) : m/z 830,3392 [M+H]* (valeur théorique : m/z 830,3382)
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Partie expérimentale

N,N-Bis(2-chloroéthyl)-N"-pent-4-ynphosphorodiamidate de (1-N’-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-5-
yl)méthyle (68)

on | cl
)8
N O*I‘D*N
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Cl

A une solution de I'alcool 12 (322 mg ; 2,05 mmol; 1,0 éq.) dans du THF anhydre (30 mL),
refroidie a -78°C, est ajoutée une solution 1 M de bis(triméthylsilyl)Jamidure de lithium dans le THF
anhydre (2,2 mL; 2,20 mmol ; 1,1 éq.). Apres 5 minutes d’agitation, une solution du dichlorure de
I'acide phosphoramidique 1 (605 mg; 2,34 mmol; 1,1 éqg.) dans du THF anhydre (6 mL) et
préalablement refroidie a -78 °C est ajoutée rapidement au mélange réactionnel. Le suivi de la
réaction est monitoré par RMN 3!P. Aprés 1 heure d’agitation a -78 °C, une solution de pent-4-yn-1-
amine (200 uL; 2,07 mmol; 1,0 éq.) et de TEA (280 pL ; 2,01 mmol ; 1,0 éq.) dans du THF anhydre
(500 pL) est ajoutée goutte a goutte au milieu réactionnel. Aprés 30 minutes d’agitation a -78 °C, la
réaction est stoppée par addition d’eau (10 mL). Aprés retour a température ambiante, le milieu
réactionnel est extrait avec du DCM (3 x 10 mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées
sur sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous pression réduite. Deux chromatographies
successives sur colonne de gel de silice sont réalisées (1°" éluant : DCM/éthanol, 96/4, v/v; 2°me
éluant : acétate d’éthyle/éthanol, 95/5, v/v + 0,5% TEA) pour conduire au phosphorodiamidate 68
(301 mg; 0,706 mmol).

® Aspect : huile jaune @ Formule brute : C14H»,Cl:NsO4P @ Masse molaire : 426,23 g.mol™?

® Rendement : 34%

® CCM (SiO,, UV 254 nm et NBP, DCM/éthanol, 96/4, v/v) : Rf= 0,40

® IRV (cm™):3292 ;3233 (Vzch, Vin) ; 1490 (Vasnoz) 5 1350 (Vsno2) ; 1220 (Ve-o, Ven) ; 1008 ; 978 (vc.

0, Vp-0, Vp-N)

RMN H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 7,22 (s, 1H, Har) ; 5,11 (dd, 1H, 2Juy = 13,3 Hz, ¥Jur = 7,9 Hz,

OCH’) ; 5,04 (dd, 1H, 2J4.s = 13,3 Hz, 3Jur = 7,1 Hz, OCH”) ; 4,08 (s, 3H, NaCHs) ; 3,68-3,59 (m, 4H,

N(CH,CH,Cl),) ; 3,53-3,36 (m, 4H, N(CH.CH,Cl),) ; 3,09-3,00 (m, 2H, NHCH) ; 2,73 (se, 1H, NHCH,) ;

2,27 (td, *Ju.n = 6,8 Hz, “Jy.py = 2,7 Hz, 2H, CH,C=CH) ; 1,96 (t, 1H, “Jy.py = 2,7 Hz, C=CH) ; 1,72 (qt, 2H,

3Jy-1 = 6,8 Hz, CH,CH,CH>)

® RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & (ppm) : 146,21 (CaNO;) ; 132,98 (d, Jcr = 7,9 Hz, CaCH,) ; 129,00
(CHar) ; 83,20 (CH,C=CH) ; 69,35 (CH,C=CH) ; 56,09 (d, %cr= 3,9 Hz, OCH,) ; 48,93 (d, 2C, Jcr=4,8
Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 42,61 (2C, N(CH2CH,Cl),) ; 39,95 (NHCH,) ; 34,50 (Na:CH3) ; 30,05 (*Jc.p= 6,0 Hz,
CH,CH,CH,) ; 15,72 (CH,C=CH)

® RMN 3'P (CDCl;, 202 MHz) 6 (ppm) : 16,24

® MS (ESI) : m/z 426,10 [M+H]* (valeur théorique : m/z 426,09)

®
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Partie expérimentale

{[(1S)-6-Azido-1-(tert-butoxy)-1-oxohexan-2-yl]carbamoyl}-(L)-glutamate de di-tert-butyle (69)

N3
(0] (0]
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A une solution d’azoture de sodium (93,2 mg; 1,43 mmol; 1,0 éq.) dans I'eau (3,0 mL), est ajouté du
DCM (4,5 mL). Le mélange est refroidi a 0 °C puis de I'anhydride triflique (500 uL ; 2,98 mmol ; 2,0
éqg.) est additionné goutte a goutte. Apres 3 heures d’agitation a température ambiante, le milieu est
décanté et la phase aqueuse est extraite avec du DCM (3 x 2 mL). Les phases organiques sont
rassemblées, lavées avec une solution aqueuse saturée de carbonate de sodium (3,5 mL), pour
conduire a 6 mL d’une solution d’azoture triflique, théoriquement a une concentration de 0,238 M.

A une solution d’amine 59 (87,3 mg ; 0,179 mmol ; 1,0 éq.) dans de I'eau (700 pL) et du méthanol (1,5
mL), sont ajoutés successivement du carbonate de potassium (44,2 mg; 0,320 mmol ; 1,8 éq.), du
sulfate de cuivre pentahydraté (0,7 mg ; 2,80 umol ; 0,02 éq.) puis rapidement la solution d’azoture
triflique (1,25 mL; 0,298 mmol; 1,7 éq.). Le mélange est agité durant 18 heures a température
ambiante. Aprés décantation, la phase aqueuse est extraite avec du DCM (2 mL). Les phases
organiques sont réunies, séchées sur sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous pression
réduite. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant :
DCM/MeOH, 98/2, v/v) pour donner I’azoture 69 (72,0 mg; 0,140 mmol).

® Aspect:solide blanc @ Formule brute : C;1Hi3Ns0O- ® Masse molaire : 513,64 g.mol*

® Rendement : 78%

® CCM (SiO,, DCM/MeOH, 98/2, v/v) : Rs= 0,67

® Point de fusion : 83-84 °C

® IRV (cm™): 3369 (Vnn) ; 2099 (Vas n=n) 5 1722 (V=0 ester) ; 1645 (Vo urse) ; 1534 (Snn) ; 1250 ; 1148 (vs

N=N, V-0, VCN)

® RMN H (CDCl3, 500 MHz) & (ppm) : 5,31 (se, 2H, NH) ; 4,31 (m, 2H, CHCH,CH,CO, CHCH,CH,CH>) ;
3,22 (t, 3/ = 6,7 Hz, 2H, CH2Ns) ; 2,36-2,17 (m, 2H, CH,CO) ; 2,03 (tdd, 1H, 3/ = 9,4 Hz, 3/ = 5,9 Hz, %J4.
w = 13,7 Hz, CH'CH,CO) ; 1,86-1,78 (m, 1H, CH”CH,CO) ; 1,78-1,71 (m, 1H, CHCH'CH.CH,) ; 1,65-
1,50 (m, 3H, CHCH”’CH,CH,, CHCH,CH,CH,) ; 1,48-1,31 (m, 29H, CHCH,CH,CH,, C(CHs)s)

® RMN 23C (CDCl5, 126 MHz) & (ppm) : 172,52 ; 172,44 ; 172,33 (CO5) ; 156,99 (NHCONH) ; 82,06 ;
81,90 ; 80,53 (C(CHs)s) ; 53,36 ; 53,14 (CHCH,CH,CH,, CHCH,CH,CO) ; 51,23 (CH.Ns) ; 32,84
(CHCH,CH,CH,) ; 31,66 (CH,CO) ; 28,55 ; 28,50 (CHCH.CH,CH,, CHCH,CH,CO) ; 28,14 ; 28,08
(C(CHs)s) ; 22,37 (CHCH,CH,CH,)

® MS (ESI) : m/z 514,27 [M+H]* (valeur théorique : m/z 514,27)
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Partie expérimentale

Acide [((1S)-5-azido-1-carboxypentyl)carbamoyl]-(L)-glutamique (70)

N3
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Le triester 69 (120 mg ; 234 umol ; 1,0 éq.) est mis en solution dans un mélange TFA/TIS/eau (2 mL;
95/2,5/2,5 ; v/v/v). Le mélange est laissé sous agitation a température ambiante durant 3 heures. Le
milieu réactionnel est ensuite évaporé sous pression réduite puis remis en solution dans du TFA (2,0
mL). Aprés 3 heures d’agitation a température ambiante, le milieu réactionnel est évaporé sous
pression réduite. Le TFA est co-évaporé avec du DCM (2 x 10 mL). L’huile marron obtenue est purifiée
par chromatographie préparative en phase inverse (éluant : gradient d’ACN dans I'eau + 0,1% TFA)
pour conduire aprés lyophilisation au triacide 70 (23,4 mg ; 67,8 umol).

Aspect : huile incolore ® Formule brute : C12H19NsO5 ® Masse molaire : 345,31 g.mol*
Rendement : 29%

IRv (cm™) : 3362 (vnn) ; 3300-2500 (vu) ; 2096 (Vas n=n) ; 1709 (V=0 acide) ; 1628 (V=0 uree) ; 1557
(Onm) ; 1208 (Vs N=N, Vco, Ven)

RMN *H (CDs;0D, 500 MHz) & (ppm) : 4,32 (dd, 1H, °J = 8,6 Hz, 3J = 5,1 Hz, CHCH,CH,CO) ; 4,28 (dd,
1H, 3/ = 8,1 Hz, 3/ = 5,0 Hz, CHCH,CH,CH,) ; 3,30 (t, 2H, 3/ = 6,8 Hz, CHxN3); 2,48-2,35 (m, 2H,
CH.CO); 2,19-2,10 (m, 1H, CH’'CH,CO); 1,95-1,80 (m, 2H, CH”’CH,CO, CHCH'CH,CH,CH,) ; 1,73-
1,55 (m, 3H, CHCH”’CH,CH,) ; 1,53-1,42 (m, 2H, CHCH,CH,CH,)

RMN 3C (CD3;0D, 126 MHz) & (ppm) : 176,45 ; 176,31 ; 175,82 (CO,) ; 160,09 (NHCONH) ; 53,92
(CHCH,CH,CH,) ; 53,52 (CHCH,CH,CO) ; 52,28 (CH2Ns) ; 33,06 (CHCH,CH,) ; 31,10 (CH,CO); 29,51 ;
28,92 (CHCH,CH,CH,, CHCH,CH,CO) ; 23,79 (CHCH,CH,CH,)

MS (ESI) : m/z 344,05 [M-H] (valeur théorique : m/z 344,12)

Conditions de purification : détection : 210 nm et 220 nm ; durée de la séparation : 20 minutes ;
éluant : H,O + 0,1 % TFA/ACN + 0,1% TFA (v/v) : 95/5 durant 3 minutes ; 95/5 - 10/90 durant 7
minutes ; 10/90 durant 10 minutes ; temps de rétention : 16,2 minutes
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Partie expérimentale

Acide [((1S)-5-{4-[3-({[bis(2-chloroéthyl)amino][(1-N’-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-5-
yl)méthoxy]phosphoryllamino)propyl]-1H-1,2,3-triazol-1-N-yl}-1-carboxypentyl)carbamoyl]-(L)-
glutamique (66)
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A une solution de I'azoture 70 (55,9 mg ; 162 umol ; 1,0 éq.) et de I'alcyne 68 (77,6 mg; 182 umol ;
1,1 éq.) dans un mélange tBuOH/eau (50/50, v/v) (4 mL), est ajoutée une solution 0,1 M d’acide
ascorbique dans I'eau (245 pL ; 24,5 umol ; 0,15 éqg.). Une solution de catalyseur de Fokin, préparée a
partir d’une solution 0,1 M de sulfate de cuivre (+Il) dans I'eau (81 pL ; 8,1 umol ; 0,05 éq.) et d’'une
solution 0,23 M de THPTA dans I'eau (35 uL; 8,1 umol ; 0,05 éq.), est ajoutée au milieu réactionnel.
Aprés 9 heures d’agitation a température ambiante, des solutions d’acide ascorbique et de
catalyseur de Fokin sont une nouvelle fois ajoutées au milieu réactionnel dans les mémes
proportions. Aprés 24 heures d’agitation a température ambiante, une solution 0,1 M d’acide
ascorbique dans l'eau (490 pL; 49,0 umol; 0,30 éq.) est de nouveau ajoutée. Apres agitation
pendant 24 heures, le milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite puis co-évaporé avec de
I’ACN. L’huile jaune/verte obtenue est purifiée par chromatographie préparative sur phase inverse
(éluant : gradient d’ACN dans I'eau, + 0,1% de TFA) pour conduire apres lyophilisation au triazole 66
(46,1 mg; 59,8 umol).

® Aspect : lyophilisat blanc trés hygroscopique ® Formule brute : C36Ha1CI:N10011P

® Masse molaire : 771,55 g.mol?

® Rendement : 37%

® IRV (cm™?) : 3500-2500 (v, Von) ; 1716 (V=0 ester/acide) ; 1659 (Veo uree) ; 1549 (Snn) ; 1494 (Vas noa) ;

1353 (Vsno2) ; 1190 ; 1136 (Ve=0, Ven) ; 1009 ; 962 (vc-o, Vp-o, Ve-n)

RMN H (CDs0D, 500 MHz) & (ppm) : 7,77 (s, 1H, Har triazole) ; 7,23 (s, 1H, Har imidazole) ; 5,12 (d, 2H,

3up = 8,0 Hz, CH20) ; 4,38 (t, 2H, 3Jun = 7,0 Hz, NaCHa) ; 4,33-4,24 (m, 2H, CHCH,CH,CO,

CHCH,CH,CH,) ; 4,05 (s, 3H, NaCHs) ; 3,70-3,59 (m, 4H, N(CH.CH.Cl),) ; 3,51-3,33 (m, 4H,

N(CH,CH,Cl),) ; 2,94-2,87 (m, 2H, NHCH,CH,CH,) ; 2,74 (t, 2H, 3Jun = 7,4 Hz, NHCH,CH,CH,) ; 2,46-

2,37 (m, 2H, CH,CO) ; 2,18-2,08 (m, 1H, CH’CH,CO) ; 2,05-1,81 (m, 6H, CH"’CH,CO, CHCH’CH,CH,,

NHCH,CH.) ; 1,74-1,62 (m, 1H, CHCH”CH,CH>) ; 1,45-1,36 (m, 2H, CHCH,CH,CH>)

® RMN 3C (CD;0D, 126 MHz) & (ppm) : 176,40 ; 176,13 ; 175,80 (CO,) ; 160,07 (NHCONH) ; 148,24 ;
147,63 (CaNO3, Car triazole) ; 134,99 (d, 3Jcp = 7,5 Hz, CA\CH20) ; 129,19 (CHar imidazole) ; 123,55 (CHar
Triazole) 5 57,62 (d, Uep = 4,6 Hz, CH,0) ; 53,76 ; 53,55 (2C, CHCH,CH,CO, CHCH,CH,CH) ; 51,20
(NaCH2) ; 50,27 (d, 2C, 3Jcp = 7,5 Hz, N(CH,CH,Cl),) ; 43,18 (2C, N(CH,CH,Cl),) ; 41,16 (d, %Jcp = 3,7
Hz; NHCH>CH>CH>) ; 35,09 (NaCH3) ; 32,87 (CHCH,CH,CH,) ; 32,28 (d, *Jcp = 6,2 Hz, NHCH,CH,CH>) ;
31,12 (CH.CO) ; 30,65 (CHCH,CH.CH,) ; 28,89 (CH.CH,CO) ; 23,48 (CHCH,CH,CH.) ; 23,33
(NHCH,CH,CH,)

[ J
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Partie expérimentale

® RMN 3!P (CD;0D, 202 MHz) & (ppm) : 18,32 ppm

® HRMS (ESI) : m/z 771,2151 [M+H]* (valeur théorique : m/z 771,2144)

® Conditions de purification : détection : 220 nm et 323 nm ; durée de la séparation : 22 minutes ;
éluant : H,O + 0,1 % TFA/ACN + 0,1% TFA (v/v) : 95/5 durant 3 minutes ; 95/5 - 60/40 durant 7
minutes ; 60/40 durant 3 minutes ; 60/40 - 10/90 durant 3 minutes ; 10/90 durant 6 minutes ;
temps de rétention : 18,7 minutes
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Partie expérimentale

(5)-2-Amino-3-(naphtalén-2-yl)propanoate de tert-butyle (71)

o
HoN j<
o

A une suspension de I'acide (S)-2-amino-3-(naphtalén-2-yl)propanoique (100 mg ; 465 umol ; 1,0 éq.)
dans de 'acétate de tert-butyle (1,2 mL; 8,95 mmol ; 19 éq.) refroidie a 0 °C, est ajouté goutte a
goutte de I'acide perchlorique a 70% dans I'eau (61 uL ; 707 umol ; 1,5 éq.). Aprés agitation pendant
24 heures a température ambiante, la réaction est stoppé par addition d’eau (3 mL) puis de DCM (5
mL). La solution est alcalinisée (pH 9-10) par addition d’une solution aqueuse saturée de carbonate
de sodium (5 mL). Aprés décantation, la phase aqueuse est extraite au DCM (3 x 3 mL). Les phases
organiques sont réunies, séchées avec du sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous pression
réduite. L'ester 71 (79,8 mg ; 294 umol) est obtenu analytiquement pur d’aprés les analyses RMN H
et 3C.

*
*
*

Aspect : huile marron @ Formule brute : C;;H,:NO, @ Masse molaire : 271,16 g.mol*
Rendement : 63%

IRv (cm™) : 3053 (vnn) ; 1725 (ve=o0) ; 1149 (vco)

RMN H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 7,83-7,75 (m, 3H, Har) ; 7,67 (s, 1H, Has) ; 7,49-7,41 (m, 2H, Ha/)
;7,36 (dd, 1H, 3/ = 8,4 Hz, ¥J = 1,5 Hz, Ha) ; 3,72 (dd, 1H, 3 = 7,6 Hz, 3/ = 5,7 Hz, CHCH,Ar) ; 3,21
(dd, 1H, %J = 13,6 Hz, 3J = 5,6 Hz, CHCH’Ar) ; 3,01 (dd, 1H, %/ = 13,6 Hz, 3/ = 7,7 Hz, CHCH”’Ar) ; 1,73
(s, 2H, NH;) ; 1,43 (s, 9H, C(CH3)3)

RMN 23C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 174,22 (CO) ; 135,13 ; 133,53 ; 132,44 (Civa) ; 128,12 ; 128,07
; 127,68 ; 127,65 ; 127,58 ; 126,10 ; 125,57 (CHar) ; 81,27 (C(CHs)3) ; 56,30 (CHCHAr) ; 41,41
(CHCH.Ar) ; 28,07 (3C, C(CHs)3)

MS (ESI) : m/z 272,14 [M+H]* (valeur théorique : m/z 272,16)
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Partie expérimentale

(25)-2-[(1r,4S)-4-(Azidométhyl)cyclohex-1-ylcarboxamido]-3-(naphtalén-2-yl)propanoate de tert-
butyle (72)

.
O

A une solution de I'amine 71 (345 mg; 1,27 mmol ; 1,0 éq.) dans du DCM anhydre (20 mL) refroidi a 0
°C, sont ajoutés successivement de |'acide trans 4-azidométhylcyclohexane carboxylique (231 mg;
1,26 mmol ; 1,0 éq.), de 'HOBt (173 mg; 1,28 mmol ; 1,0 éq.), de 'HBTU (482 mg; 1,27 mmol ; 1,0
éq.) puis goutte a goutte de la DIPEA (450 pL; 2,58 mmol; 2,0 éq.). Apres agitation a température
ambiante pendant 2 heures, le milieu réactionnel est dilué avec de I'acétate d’éthyle (50 mL) et la
solution est lavée successivement avec de l'eau (25 mL), une solution aqueuse saturée
d’hydrogénocarbonate de sodium (25 mL), et une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium
(25 mL). La phase organique est séchée avec du sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous
pression réduite. Le brut est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant:
cyclohexane/acétate d’éthyle, 70/30, v/v) pour donner I'amide 72 (540 mg ; 1,24 mmol).

N3\\\

® Aspect : solide blanc ® Formule brute : C;sHs;N4sOs @ Masse molaire : 436,56 g.mol*

® Rendement: 97%

® CCM (SiO,, UV 254 nm ou acide phosphomolybdique, cyclohexane/acétate d’éthyle, 70/30, v/v) :
Rf= 0,49

® Point de fusion : 120-121 °C

® IRv(cm™): 3343 (van) ; 2083 (Vas n=n) 5 1718 (Vo ester) ; 1657 (V=0 amide) ; 1523 (Snn) ; 1246 ; 1148 ;
1136 (Vs n=N, Vco, Ven)

® RMN H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 7,82-7,72 (m, 3H, Ha) ; 7,58 (s, 1H, Har) ; 7,49-7,42 (m, 2H, Har)
;7,28 (dd, 1H, 3/ = 8,4 Hz, / = 1,7 Hz, Ha) ; 5,93 (d, 1H, 3/ = 7,5 Hz, NH) ; 4,83 (td, 1H, 3/ = 7,5 Hz, 3J
=5,9 Hz, CHCH,Ar) ; 3,30 (dd, 1H, 2/ = 13,8 Hz, 3/= 6,1 Hz, CHCH’Ar) ; 3,26 (dd, 1H, 2/ = 13,8 Hz, 3/ =
5,4 Hz, CHCH”Ar) ; 3,12 (d, 2H, 3/ = 6,5 Hz, CHaN3) ; 2,02 (tt, Joxax = 12,2 Hz, *Joxeq = 3,5 Hz,
CHCONHCH) ; 1,95-1,79 (m, 4H, CH3 cyciohexyle) ; 1,59-1,39 (m, 3H, CH; cyciohexyle, CHCH2N3) ; 1.42 (s,
9H, C(CHs)s) ; 0,98 (dddd, 2H, *Jaxax = 13,2 Hz, *Jaxax = 13,2 Hz, %) = 13,0 Hz, *Joxeq = 3,5 Hz, CH>
cyclohexyle)

® RMN 3C (CDCls;, 126 MHz) & (ppm) : 174,97 (CO,) ; 170,98 (CONH) ; 133,97 ; 133,47 ; 132,60 (Ca/) ;
128,38; 128,08 ;127,87 ;127,81 ;127,56 ;126,29 ; 125,79 (CHa) ; 82,62 (C(CHs)3) ; 57,79 (CH2N3) ;
53,41 (CHCH,Ar) ; 45,19 (CHCONHCH) ; 38,18 (CHCH,Ar) ; 37,47 (CHCH:N3) ; 29,82 ; 29,74 ; 29,05 ;
28,79 (CHZ cvclohexvle) ; 28,14 (3C: C(§H3)3)

® MS (ESI) : m/z 437,19 [M+H]* (valeur théorique : m/z 437,25)

261



Partie expérimentale

Acide (25)-2-[(1r,4S)- 4-(azidométhyl)cyclohex-1-ylcarboxamido]-3-(naphtalén-2-yl)propanoique (73)
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A une solution de I'ester 72 (307 mg ; 703 umol ; 1,0 éq.) dans du DCM anhydre (6 mL) refroidie a O
°C, est ajouté du TFA (3 mL). Apres agitation a température ambiante pendant 2 heures 30, le milieu
réactionnel est évaporé sous pression réduite et co-évaporé avec du DCM (3 x 15 mL). Le résidu est
trituré dans I'éther diéthylique anhydre puis évaporé sous pression réduite pour donner I'acide 73
(298 mg ; 783 umol) analytiquement pur.

L]
L]
*
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*

Aspect : solide beige ® Formule brute : C;;H4N,0; @ Masse molaire : 380,45 g.mol*
Rendement : Quantitatif

CCM : (SiO2, UV 254 nm, acétate d’éthyle/cyclohexane, 50/50, v/v) : Rf= 0,73

Point de fusion : 120-121 °C

IRv (cm™®) : 3500-2500 (Von, Van) ; 2096 (Vas n=n) 5 1727 (Ve=0 acide) ; 1633 (Vc=0 amide) ; 1509 (Snh) ;
1251;1197; 1171 (Vs n=N, Vco, V)

RMN ®H (CDsOD, 500 MHz) & (ppm): 7,80 (dd, 1H, 3/ = 7,8 Hz ,*J = 1,5 Hz, Ha) ; 7,77 (d, 2H, 3J =
8,6 Hz, Har) ; 7,67 (se, 1H, Har) ; 7,48-7,39 (m, 2H, Ha) ; 7,37 (dd, 1H, 3/ = 8,4 Hz, *J = 1,6 Hz, Ha) ;
4,78 (dd, 1H, 3/ = 9,3 Hz, 3/ = 5,1 Hz, CHCH,Ar) ; 3,39 (dd, 1H, 3/ = 5,0 Hz, J = 14,0 Hz, CHCH'Ar) ;
3,16-3,09 (m, 3H, CHCH”Ar, CH2Ns) ; 2,11 (tt, 1H, *Juxax = 12,2 Hz, *Jaxeq = 3,4 Hz, CHCONHCH) ;
1,84-1,68 (M, 3H, CHa cyciohexyie) ; 1,63-1,55 (M, 1H, CHa cyciohexyie) ; 1,50-1,42 (m, 1H, CHCH2Ns) ; 1,42-
1,20 (m, 2H, CH2 ¢yciohexyte) ; 1,05-0,88 (m, 2H, CH2 cyciohexyle)

RMN 3C (CDCls, 126 MHz) 6 (ppm) : 178,56 (CO>) ; 174,80 (CONH) ; 136,07 ; 134,93 ; 133,94 (Ca/) ;
128,97 ; 128,94 ; 128,59 ; 128,53 ; 128,47 ; 127,07 ; 126,59 (CHar) ; 58,72 (CH2Ns3) ; 54,55
(CHCH,Ar) ; 45,80 (CHCONHCH) ; 38,68 (CHCH:N:) ; 38,62 (CHCH,Ar) ; 30,64 ; 30,58 ; 29,98 ; 29,65
(CH2 cyclohexyle)

MS (ESI) : m/z 379,11 [M-H]" (valeur théorique : m/z 379,18)
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Partie expérimentale

{[(25)-6-{(2S)-2-[(1r,4S)-4-(azidométhyl)cyclohex-1-ylcarboxamido]-3-(naphthalén-2-yl)propanamido}-
1-(tert-butoxy)-1-oxohexan-2-yllcarbamoyl}-(L)-glutamate de di-tert-butyle (74)
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A une solution de I'amine 59 (343 mg ; 0,703 mmol ; 1,0 éqg.) dans du DCM anhydre (20 mL) refroidie
a 0 °C, sont ajoutés successivement de I'acide 73 (298 mg; 0,783 mmol; 1,1 éq.), de 'HOBt (96,6
mg; 0,715 mmol; 1,0 éq.), de 'HBTU (266 mg; 0,701 mmol; 1,0 éq.) puis goutte a goutte de la
DIPEA (250 pL; 1,43 mmol; 2,0 éq.). Le mélange est agité a température ambiante durant 1 heure
30. La réaction est stoppée par addition d’eau (10 mL). Aprés décantation, la phase organique est
lavée successivement par une solution aqueuse saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (20 mL) et
une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium (20 mL). La phase organique est séchée avec du
sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous pression réduite. Le brut est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle, 70/30 puis
50/50, v/v) pour donner le triacide 74 (334 mg; 0,393 mmol).

® Aspect : solide blanc ® Formule brute : C4sHs7N7Os @ Masse molaire : 850,07 g.mol*

® Rendement : 56%

® CCM : (SiO;, UV 254 nm, cyclohexane/acétate d’éthyle, 70/30, v/v) : Rf= 0,27

® Point de fusion : 71-72°C

® RMN 'H (CDCls, 500 MHz) 6 (ppm) : 8,56 (se, 1H, CH,NH) ; 7,98 (de, 1H, 3/ = 6,3 Hz, NHCHCH,Ar) ;
7,66 (d, 1H, %) =9,0 Hz, Har) ; 7,65 (s, 1H, Har) ; 7,54 (d, 1H, %/ = 8,2 Hz, Ha/) ; 7,46 (t, 1H, 3/ = 7,4 Hz,
Ha) ; 7,38 (t, 1H, 3/ = 7,5 Hz, Har) ; 7,17-7,04 (m, 3H, 2Ha, NHCHCH,CH,CO) ; 6,17 (d, 1H, 3/ = 8,7
Hz, NHCHCH,CH,CH,) ; 5,24-5,18 (m, 1H, CHCH,Ar) ; 4,69 (td, 1H, 3/ = 9,1 Hz, 3/ = 4,3 Hz,
CHCH,CH,CO) ; 4,31 (td, 1H, 3/ = 8,2 Hz, 3J = 5,4 Hz, CHCH,CH,CH,) ; 3,54-3,45 (m, 1H, NHCH’) ;
3,22 (dd, 1H, % = 13,6 Hz, 3J = 3,9 Hz, CHCH’Ar) ; 3,12-2,93 (m, 4H, NHCH", CHCH”’Ar, CH.N;) ; 2,51-
2,35 (m, 2H, CH,CO) ; 2,25-2,16 (m, 1H, CH’CH,CO) ; 1,94-1,84 (m, 2H, CH”’CH,CO, CHCONHCH) ;
1,75-0,69 (m, 42H, CHCH,CH,CH,, CHCH2N3 , 4XCH3 ¢yciohexyle, C(CH3)3)

® RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 177,11 ; 175,12 ; 174,48 ; 172,58 ; 172,53 (CO) ; 157,56
(NHCONH) ; 135,06 ; 133,37 ; 132,22 (Car) ; 128,09 ; 127,97 ; 127,86 ; 127,31 ; 127,03 ; 126,00 ;
125,46 (CHa) ; 82,58 ; 80,99 ; 80,45 (C(CHs)s) ; 57,66 (CH:Ns) ; 54,68 (CHCH.Ar) ; 53,23
(CHCH,CH,CH,) ; 52,23 (CHCH,CH,CO) ; 44,24 (CHCONHCH) ; 40,30 (CONHCH,) ; 39,59 (CHCH,Ar) ;
37,22 (CHCH;Ns) ; 31,68 (CH,CO) ; 32,96 ; 29,91 ; 29,76 ; 29,48 ; 29,44 ; 29,15 ; 27,70 ; 23,56
(4%CH2 cyclohexyiey CHCH2CH2CHa2, CHCHACH,CO) ; 28,26 ; 28,20 ; 28,11 (9C, C(CHs)s)

® MS (ESI) : m/z 850,55 [M+H]* (valeur théorique : m/z 850,51)

m/z 872,54 [M+Na]* (valeur théorique : m/z 872,49)
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Acide [((15)-5-{(25)-2-[(1r,45)-4-({4-[3-({[bis(2-chloroéthyl)amino][(1-N’-méthyl-2-nitro-1H-imidazol-5-
yl)méthoxy]phosphoryllamino)propyl]-1H-1,2,3-triazol-1-N-yl}méthyl)cyclohex-1-ylcarboxamido]-3-
(naphthalén-2-yl)propanamido}-1-carboxypentyl)carbamoyl]-(L)-glutamique (67)
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Le tri-ester 74 (50,6 mg ; 74,2 umol ; 1,0 éq.) est mis en solution dans du TFA (500 uL) a 0 °C. Apres
retour a température ambiante, le milieu réactionnel est agité pendant 2 heures avant d’étre
évaporé sous pression réduite. Le résidu est co-évaporé avec du DCM (3 x 5 mL) puis de I'éther
diéthylique anhydre (2 x 5 mL) pour donner le tri-acide 75 utilisé sans autre purification.

Ce dernier est mis en solution avec l'alcyne 68 (27,1 mg; 63,6 umol; 0,8 éqg.) dans un mélange t-
BuOH/eau (50/50, v/v) (2 mL), puis sont ajoutées successivement, une solution 0,1 M d’acide
ascorbique dans I'eau (60 puL ; 6,0 umol ; 0,1 éq.) et une solution 0,1 M de sulfate de cuivre dans I'eau
(60 uL; 6,0 umol; 0,1 éq.). Aprés une heure d’agitation a température ambiante, une solution de
catalyseur de Fokin, préparée a partir d’'une solution 0,1 M de sulfate de cuivre dans I'eau (4 uL ; 4,0
pmol ; 0,06 éq.) et d’une solution 0,23 M de THPTA dans I'eau (8,5 uL; 2,0 umol ; 0,03 éq.) et une
solution 0,1 M d’acide ascorbique dans I'eau (4 pL; 4,0 umol; 0,06 éq.) sont ajoutées au milieu
réactionnel. Apres 1 heure d’agitation a température ambiante, une solution 0,1 M d’acide
ascorbique dans I'eau (535 pL; 53,5 pmol ; 0,8 éq.) et une solution 0,1 M de sulfate de cuivre dans
I’eau (535 uL; 53,5 umol; 0,8 éq.) sont une nouvelle fois ajoutées. Apres 30 minutes d’agitation a
température ambiante, le milieu est filtré sur un filtre PTFE 0,45 uM. Le filtrat est évaporé sous
pression réduite. L’huile marron obtenue est purifiée par chromatographie préparative sur phase
inverse (éluant : gradient d’ACN dans I’eau + 0,1% TFA) pour conduire apres lyophilisation au triazole
67 (26,9 mg; 59,8 umol).

® Aspect : lyophilisat blanc treés hygroscopique ® Formule brute : C47HssCIN1;013P

® Masse molaire : 1107,98 g.mol

® Rendement:37%

® IRV (cm™) : 3500-2800 (Vih, Von) ; 1720 (Vc=o acide) ; 1633 (V=0 amidesuree) ; 1540 (Snw) ; 1191 ; 1129 ;
1010 ; 964 (Vp-0, Ve, Vco, V-0, Ve-N)

RMN *H (CDs0OD, 500 MHz) & (ppm) : 7,83-7,74 (m, 4H, Har naphtaiene, Har triazote) ; 7,67 (S, 1H, Har
naphtatene) ; 7,45-7,39 (M, 2H, Har naphtatene) ; 7,37 (dd, 1H, 2Juy= 8,5 H, “Ju.n= 1,6 Hz, Har naphtaiene) ; 7,23
(s, 1H, Har imidazote) ; 5,11 (d, 2H, 3Jwr = 7,3 Hz, CH,0) ; 4,65 (dd, 1H, 3Juy = 8,6 Hz, ’Jun = 6,7 Hz,
CHCH,Ar) ; 4,31 (dd, 1H, 3Jus = 8,6 Hz, 3Ju.y = 5,0 Hz, CHCH,CH,CO) ; 4,20 (d, 2H, 3Jun = 7,2 Hz,

®
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NaCH2) ; 4,17 (dd, 1H, 3Ju.s = 8,5 Hz, 3Juy = 4,8 Hz, CHCH,CH,CH>) ; 4,04 et 4,03 (2s, 3H, Na.CHs) ;
3,70-3,59 (m, 4H, N(CH,CH,Cl)) ; 3,48-3,33 (m, 4H, N(CH,CH,Cl);) ; 3,23 (dd, 1H, 2Ju.s= 13,7 Hz, 3Ju.
4= 6,6 Hz, CHCH'Ar) ; 3,18-3,08 (m, 2H, CONHCH,) ; 3,06 (dd, 1H, ZJu.y = 13,7 Hz, 3Jun = 8,7 Hz,
CHCH”Ar) ; 2,91 (td, 2H, 3Jup = 11,1 Hz, 3Juw = 7,1 Hz, PNHCH.) ; 2,75 (t, 2H, 3Jun = 7,4 Hz,
CH,CH,Ar) ; 2,46-2,34 (m, 2H, CH,CO) ; 2,21-2,09 (m, 2H, CH’CH,CO, CHCONHCH) ; 1,92-1,77 (m,
5H, NaCH,CH, CH,CH,Ar, CH”’CH,CO, CHCH'CH.CH,) ; 1,72-1,47 (m, 5H, 2xCH; cyclohexyle,
CHCH”’CH,CH,) ; 1,40-1,20 (m, 6H, CH; ¢yciohexyle, CHCH2CH,CH,CHz) ; 1,09-0,96 (m, 2H, CH; cyciohexyle)

RMN ®3C (CDsOD, 126 MHz) & (ppm) : 178,53 ; 176,38 ; 175,98 ; 173,63 (5C, CO) ; 160,12
(NHCONH) ; 147,64 (CarNOz / Car triazote) ; 135,95 ; 135,94 ; 134,89 ; 133,89 (Car) ; 129,16 ; 129,03 ;
128,97 ; 128,64 ; 128,54 ; 128,49 ; 127,11 ; 126,64 (CHa:) ; 124,21 (CHar triazole) ; 57,58 (d, 2Jcr = 4,5
Hz, CH;0) ; 57,25 (NaCH,) ; 55,94 (NHCHCONH) ; 53,88 (CHCH,CH,CH,) ; 53,49 (CHCH,CH,CO) ;
50,20 (2C, Ycp = 4,6 Hz, N(CH2CH,Cl)2); 45,52 CHCONHCH) ; 43,14 (2C, N(CHCH,Cl),) ; 41,09
(PNHCH,) ; 39,81 (CONHCH,) ; 39,31 (CHCH.Ar) ; 39,25 (NaCH.CH) ; 35,10 (NaCHs) ; 32,80
(CHCH,CH,CH,) ; 32,27 (d, 3Jcr = 5,6 Hz, CH,CH,Ar) ; 31,11 ; 30,46 ; 30,53 ; 29,94 ; 29,56 ; 29,42 ;
28,94 ; 23,57 ; 23,14 (4%CH; ¢yciohexyle; CHCH2CH>CH,, CHCH,CH,CO, CH,CH,Ar)

RMN 3P (CDs;0D, 202 MHz) & (ppm) : 18,24

HRMS (ESI) : m/z 1107,3962 [M+H]* (valeur théorique : m/z 1107,3981)

Conditions de purification : détection : 220 nm et 323 nm ; durée de la séparation : 30 minutes ;
éluant : H,0 +0,1 % TFA/ACN + 0,1% TFA (v/v) : 95/5 durant 3 minutes ; 95/5 - 60/40 durant 7
minutes ; 60/40 durant 3 minutes ; 60/40 - 20/80 durant 2 minutes ; 20/80 durant 7 minutes ;
20/80 - 0/100 durant 1 minutes ; 0/100 durant 7 minutes ; temps de rétention : 20,3 minutes
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Il. Etude de stabilité et de clivage chimique des prodrogues par RMN
31P

Les études de stabilité et de cinétique de clivage ont été réalisées a 37 °C sur un spectrometre
Bruker DRX 500 (Bruker Biospin SAS, Wissembourg, France), aprés programmation d’une séquence
d’acquisitions a intervalles de temps déterminés (toutes les 100, 250 et 550 secondes durant les 20,
60, 120 minutes puis a intervalles plus longs jusqu’a 24 heures). Les solutions a analyser sont placées
dans un tube RMN muni d’un tube co-axial contenant une solution de TPPO a 5% dans le DMSO-ds
(26 ppm) et la température du spectrometre est maintenue a 37 °C.

Les prodrogues (= 12 mg) sont solubilisées dans de I’ACN (= 65 pL), puis environ 350 pL de
tampon cacodylate (Na(CHs),AssH,0 ; 0,1 M, pH = 7,4) sont additionnés™" pour obtenir une solution
a 29 mg.mL?. Les acquisitions RMN 3P sont alors réalisées sur 24 heures et a 37 °C pour les études
de stabilité.

Pour les études de clivage, une acquisition RMN 3P est réalisée 3 partir de cette solution pour
obtenir le temps to de la cinétique. Trois équivalents de dithionite de sodium sont alors ajoutés
(solution & 195 mg.mL? dans du tampon cacodylate, pH = 7,4) et la séquence d’acquisition de RMN
31p est initiée.

Pour l'interprétation individuelle de chaque spectre, le logiciel Mnova a été utilisé et les
concentrations relatives des différentes espéces ont été déterminées a partir des intégrales de leurs
signaux respectifs, aprés avoir normalisé a 100 le pic de référence. Les courbes et les données de
cinétiques ont été déterminées avec le logiciel GraphPad Prism en reportant les rapports d’intégrale
au temps t a I'intégrale corrigée a to de la prodrogue, en fonction du temps.

*okok

Pour le clivage des phosphorodiamidate p-nitrobenzyle, la proportion finale du mélange tampon/ACN est de
25/75 (v/v)
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Ill. Etude du clivage enzymatique des prodrogues

Les études ont été réalisées avec une nitroréductase recombinante d’Escherichia Coli (90%)
(Sigma Aldrich) en présence de dihydronicotinamide adenine dinucleotide (NADPH, forme réduite,
sel tétrasodique, Sigma Aldrich).

Une solution a 17 uM de composés a tester est préparée a partir de 10 pL d’une solution mere
(1,7 mM dans I'eau ultra pure™) et de 100 pL d’une solution de NADPH (9 mM dans I’eau ultra pure),
complétée a 1000 pL avec du PBS (10 mM, pH 7,4, 37 °C). La réaction a été initiée par I'addition de 25
ou 15 pL d’E. coli nitroréductase (1,0 mg/mL dans le PBS) et incubée a 37 °C. Des aliquots sont
prélevés a différents temps sur une période de 2 heures et analysés par CLHP.

Le pourcentage de prodrogue restante au cours du temps est évalué par le rapport des
surfaces sous les courbes de la prodrogue a un temps donné sur celles obtenues avec la prodrogue
en présence de NADPH mais en absence de I'enzyme.

Les modélisations et les données de cinétiques ont été déterminées avec le logiciel GraphPad
Prism.

" Pour les composé 66 et ICF05017 la solution mére contient 30% de DMSO
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IV. Etude de cytotoxicité des prodrogues

Les cellules de chondrosarcome humain H-EMC-SS (Human Extraskeletal Myxoid
Chondrosarcoma) ont été obtenues de I'ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures).
Elles ont été cultivées en flacon de culture T75 cm? (Nunc) dans 12 mL de milieu de culture
DMEM/F12 (Invitrogen) supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal (Dutscher) et 4 ug/mL de
gentamicine (Invitrogen).

La lignée de cellules épithéliales dérivée d’'un adénocarcinome prostatique humain LNCaP-Luc
(Lymph Node Cancer Prostate) (PerkinElmer), sont transfectées par le gene de la luciférase. Elles sont
cultivées en flacon de culture T75 cm? (Nunc) dans du milieu RPMI 1640 (Invitrogen) supplémenté
avec 10 % de sérum de veau foetal (Eurobio) et 4 ug/mL de gentamycine (PAN Biotech).

Les cellules de carcinome prostatique humain PC3-Luc (PerkinElmer), sont transfectées par le
géne de la luciférase. Elles ont été cultivées en flacon de culture T75 cm? (Nunc) dans du milieu MEM
(Invitrogen) supplémenté avec 10 % de sérum de veau foetal (Eurobio) et 2 pg/mL de puromycine
(Invivogen).

Aprés décollement avec 2 mL de trypsine 1X et numération, les cellules PC3-Luc sont
ensemencées dans des plaques 96 puits (a raison de 20.10° cellules pour la lignée H-EMC-SS et de
5.103 cellules pour la lignée LNCaP-Luc et PC3-Luc) dans 150 pL de milieu de culture complet. Afin
que les cellules adhérent au support, les plaques sont incubées 24 heures dans une étuve a 37 °C
(21% 03 ; 5% CO,).

Des concentrations croissantes de prodrogue diluée dans le DMSO (en maintenant la
concentration finale en DMSO a 0,5% (v/v)) ont été ajoutées. Aprés incubation des plaques durant 24
heures dans des conditions normoxiques (21% O, ; 5% CO,, 37 °C) ou hypoxiques (N, O, < 0,3%, 37
°C), le milieu de culture a été enlevé et les cellules rincées avec 200 pl de PBS 1X. Deux cents
microlitre de milieu de culture a ensuite été ajouté et les cellules laissées incuber durant 48 heures
en condition normoxique. La viabilité cellulaire a été quantifiée grace au test a la résazurine
(AlamarBlue®). L'activité cytotoxique est quantifiée par la Clso, c’est-a-dire la concentration de
prodrogue nécessaire pour inhiber la croissance cellulaire a hauteur de 50% (Clso). Elle a été
déterminée grace au logiciel GraphPad Prism
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V. Protocole de I'étude de compétition des prodrogues pour
I’antigene PSMA

Les cellules LnCap-Luc (Perkin Elmer) sont ensemencées a raison de 150 000 cellules par puits en
plaque 24 puits et cultivées pendant 48 heures jusqu’a confluence.

Le ligand [**°1]-ICF01305 est préparé a une concentration de 0,45 nM selon I'activité spécifique
donnée. Les ligands froids 66 et PMPA (AX6113, Interchim) sont dilués successivement dans le DMSO
stérile puis dans le tampon (RPMI1640 Glutamax, 0,5% BSA) afin d’avoir une concentration finale
dans le puits de 10 uM, 1 uM, 0,1 uM, 0,01 uM et 0,001 uM (avec une concentration maximale de
DMSO n’excédant pas 0,5%).

Le milieu de culture est retiré et le tapis cellulaire est rincé avec 300 puL de tampon (RPMI1640
Glutamax, 0,5% BSA). Les deux ligands ([***1]ICF01305 + ligand froid) sont mélangés dans 300 plL de
tampon puis incubés sur les cellules 1 heure a 37 °C (21% O, ; 5% CO,). Apres incubation, le
surnageant est retiré et le tapis cellulaire est rincé avec 300 pL de tampon.

Les cellules sont lysées dans 300 pL de tampon RIPA (50 mM Tris pH = 7,5, 150 mM NaCl, 1% NP40,
0,5% deoxycholate de sodium, 0,1% SDS) et le puits est rincé avec 1 mL de PBS.

Les échantillons sont ensuite comptés au Gamma Counter (Perkin Elmer).

La quantité de radioactivité retrouvée dans les cellules incubées avec le ligand [**°I]ICF01305 et le
ligand froid d’intérét aux différentes concentrations est normalisée par rapport a la quantité de
radioactivité retrouvée dans les cellules incubée avec le ligand [**°1]ICFO1305 seul. L’affinité du ligand
d’intérét est exprimée comme la concentration de ligand nécessaire pour déplacer le ligand chaud de
50% de I'antigéne PSMA. Elle a été déterminée grace au logiciel de calcul XLSTAT.
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Le chondrosarcome (CHS), cancer du cartilage est
une tumeur chimio- et radiorésistance dont le seul
traitement efficace reste la chirurgie. Une prodrogue
vectorisée et activable en hypoxie, ICF05016, est
actuellement développée par 'UMR 1240, et évaluée
en préclinique comme potentielle alternative théra-
peutique pour ce cancer. La structure de cette molécule
regroupe i) une moutarde cytotoxique, ii) un vecteur
ammonium quaternaire chargé positivement possédant
un tropisme pour I'aggrécane, protéoglycane
majoritaire de la matrice extracellulaire tumorale, iii)
une gachette de type 2-nitroimidazole permettant une
activation sélective en situation d’hypoxie, une des
caractéristiques principales du CHS.

Ces travaux de these ont consisté a pharmaco-
moduler cette prodrogue bispécifique ICF05016 en
modifiant la position du vecteur ainsi que la nature de
I'agent cytotoxique. Ainsi sept prodrogues vectorisées
ont été synthétisées présentant une chaine vectrice
N,N,N-triméthylpropylaminium soit en C-4, soit en N-1
du cycle imidazole. Leur activation par réduction
chimigque, mimant I’"hypoxie, ainsi que leur affinité pour
I"aggrécane ont été confirmées in tubo par des analyses
de RMN 3P et de SPR, toutefois elles se sont avérées

non sélectives en termes de cytotoxicité (Clso comprises
entre 15 et 1 uM, et ce, quelles que soient les
conditions d’oxygénation) et faiblement sensibles a une
bio-réduction enzymatique. La fonctionnalisation par un
vecteur ammonium quaternaire de la gachette 2-
nitroimidazole annihile donc I'activation en hypoxie des
prodrogues.

Cette stratégie a ensuite été étendue au cancer
de la prostate en remplagant le vecteur ammonium
qguaternaire par un ligand de type urée affin pour
I'antigéne membranaire spécifique de la prostate
(PSMA). La premiere molécule synthétisée, qui possede
un espaceur triazole, a démontré une affinité pour le
récepteur PSMA, par une étude de compétition avec un
radioligand, ainsi qu’une activation in tubo par
bioréduction enzymatique. Toutefois aucune
cytotoxicité n’a été constatée sur les lignées LNCaP-Luc
et PC3-Luc. Une seconde molécule combinant un
espaceur triazole avec une séquence peptidique
identifiée pour la molécule PSMA-617, actuellement en
cours d’essai cliniqgue, est actuellement développée
mais sa synthése doit étre optimisée, notamment au
niveau de [I'étape de cycloaddition 1,3-dipolaire.
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Chondrosarcoma (CHS), the malignant tumor
of the cartilage, is a chemo- and radio-resistant
cancer. Surgical resection is still considered the
mainstay of treatment of this pathology. A dual
targeted hypoxia-activated prodrug, ICF05016 was
developed by the UMR 1240 and evaluated in
preclinical studies as a potential therapeutic
alternative for CHS. The latter is a nitroheteroaryl-
based compound designed as follows: a
phosphorodiamidic mustard functionalized with a
quaternary ammonium (QA) used as targeting
function, and a 2-nitroimidazole group to trigger
fragmentation and then release the bis-alkylating

mustard anion by bioreduction under hypoxic
conditions, chemical hallmark of CHS.
This project deals with the

pharmacomodulation of ICF05016, more specifically
by modification of the position of the targeting
moiety as well as the nature of the cytotoxic agent.
Seven QA-targeted prodrugs have been synthesized
with N,N,N-trimethylpropylaminium tethered to the
imidazole either in the C-4, or the N-1 position. These
prodrugs were cleaved in vitro under chemical

reductive conditions, which mimic in vivo hypoxia
conditions. In addition, the binding of these
derivatives to aggrecan was highlighted by surface
plasmon resonance. In vitro assays on human CHS
cells (H-EMC-SS) demonstrated quite equivalent
cytotoxicities, whatever the oxygen conditions used
and their evaluation as substrate of an oxygen-
insensitive nitroreductase revealed the almost total
lack of activation. A QA targeting moiety grafted on
the trigger seems to alter hypoxia activation.

New prodrugs with prostate specific membrane
antigen (PSMA)-targeting ligand were synthesized to
extend this HAP strategy to prostate cancer. The first
tested compound, having a triazole spacer, presented
selective affinity for PSMA in an in vitro binding
experiment as well as activation under enzymatic
reduction. However, no cytotoxicity was observed on
LNCaP-Luc and PC3-Luc cells. The synthesis of a
prodrug combining the spacer of PSMA-617,
currently in clinical trial, and a propyltriazole moiety,
was initiated but the 1,3-dipolar cycloaddition still
need to be optimized.

Keywords : chondrosarcoma, structure-activity relationships, quaternary ammonium, hypoxia-activated prodrug,

PSMA, prostate cancer




