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Présentation générale

Les travaux de thése ont visé a développer des plateformes de radiomarquage polyvalentes

pour faciliter I'incorporation du fluor-18, un isotope de choix pour I'imagerie TEP (Figure 1).

Deux plateformes ont été a I’étude. La premiere comporte une structure sultone conduisant
3 un [*®F]-fluorosulfonate par ouverture du cycle avec le [*8F]fluorure. Celle-ci sera valorisée
par le couplage a un ligand nitroimidazolique pour former des agents d’imagerie de I'hypoxie
qui seront évalués in vivo par tomographie par émission de positons dans des modeles
animaux tumoraux. Une série de dérivés caractérisés par des propriétés d’hydrophilie
différentes a été synthétisée afin de comparer I'impact sur I'imagerie.

La seconde plateforme est de nature boratrane, composée d’une entité borée, capable de
réagir avec le [*®F]fluorure en milieu physiologique pour former une espéce zwiterionique
[*®F]monofluoroborate stable in vivo. Aprés mise au point de sa synthése et de sa
radiofluoration, cette plateforme sera exploitée pour le radiomarquage direct de structures

peptidiques et protéiques avec une haute radioactivité spécifique grace a la séparation facile

entre précurseur boratrane neutre et I'espéce radiofluorée zwiterionique.

a NO NO.
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Y s ['°F1 ; s
ey et
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Figure 1 : Radiomarquage au fluor-18 des plateformes A) Sultone pour la formation d’un ["®FIfluorosulfonate B)
Boratrane pour la formation d’un [18F]monofluoroborate.

L'ensemble des recherches envisagées ont impliqué des travaux pluridisciplinaires en chimie
(synthése des plateformes), en radiochimie (marquage au fluor-18), en développement de
radioligands incluant I'optimisation et I'automatisation des radiosynthéses, la production

répétée pour les évaluations par imagerie et les études de radiométabolisation.
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I. Introduction

1) L’Hypoxie

L'oxygéne, essentiel aux organismes aérobies, intervient dans différents processus de
I'organisme. L'oxygene passe par la trachée puis les poumons ou il est introduit dans le
réseau capillaire. L'oxygene est transporté via ’"hémoglobine du réseau capillaire jusqu’aux
tissus. Il joue le réle de carburant dans les cellules lors de la production d’ATP (adénosine
triphosphate) : énergie nécessaire pour la vie des cellules. Tous les tissus n’ont pas besoin du
méme apport en oxygéne pour fonctionner, ainsi la pression partielle en oxygene (pO,) ne

sera pas la méme dans tous les organes et les tissus (Tableau 1).*

Tableau 1 : Pressions normales en oxygéne dans certains tissus. (Koh & Powis)

Tissus pO, normale (mmHg) %0,
Trachée 150 19,7
Sang artériel 100 13,2
Sang veineux 40 5,3
Cerveau 35 4,4
Muscle 29 3,8

Le niveau normal en oxygeéne pour un organe en condition physiologique est appelé
normoxie. En dessous du niveau physiologique, on parle d‘hypoxie. Ce manque d’oxygéne
dans certaines cellules est d(i a une inadéquation entre I'apport et la consommation en
oxygene. |l existe différents degrés d’hypoxie. L’hypoxie est considérée comme modérée
jusqu’a environ 8 mmHg d’oxygéne et sévere en dessous de 8 mmHg.2 En dessous de 0.08
mmHg (soit en I'absence d’oxygéne), c’est une situation d’anoxie. En condition d’anoxie,
I’ATP n’est plus produite conduisant a la mort cellulaire (nécrose). L’hypoxie est accrue par

une demande en oxygéne supérieure a ce qui ne peut étre fourni, et entraine des situations

' M. Y. Koh, G. Powis, Trends Biochem. Sci. 2012, 37, 364
2'S. K. Chitneni, G. M. Palmer, M. R. Zalutsky, M. W. Dewhirst, J. Nucl. Med. Off. Publ. Soc. Nucl. Med. 2011,
52, 165
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pathologiques et dysfonctionnements plus ou moins sévéres et réversibles.®> L’hypoxie est
caractéristique de nombreuses situations pathologiques telles que I'athérosclérose, des
maladies rénales et la polyarthrite rhumatoide.® Des tissus ou régions hypoxiques sont
localisés dans les zones d’ischémie ou d’hémorragie ainsi que dans les tumeurs solides
malignes comme les cancers du poumon, du sein, du pancréas, de la prostate, du cerveau,

téte et cou souvent associés a des pronostics défavorables.>®

Le cancer, tout type confondu, est la 2° cause de décés en France aprés les maladies
cardiovasculaires et représente un probleme de santé publique majeur. En France en 2018,
157400 déces ont été recensés (54 % d'hommes et 46 % de femmes). Cette méme année
382 000 nouveaux cas dont 57 % d'hommes et 43 % de femmes ont été diagnostiqués. Chez
la femme, ce sont les cancers du sein (11 900 déces), du poumon (10 200 déces) et du colon
(8 400 déces) qui sont les plus meurtriers. Chez 'homme, ce sont les cancers du poumon (20
800 déces), du cOlon (9 300 déces) et de la prostate (8 200 déces) (Graphique 1). Les
données et les graphiques sont recueillis a partir de données de I'lARC « International

Agency for Research on Cancer ».

Nombre estimé de morts et d'incidence
pour les hommes/femmes en France en 2018

70000 r
60000 Morts/hommes
M Incidence/hommes
50000 [ Morts/femmes
M Incidence/femmes
40000
30000
20000 F
10000 F
6 . BN

Poumon Colorectal Prostate Sein Foie Pancréas

Graphique 1 : Données sur le cancer en France en 2018 (a partir des données IARC)

®P. Vaupel, L. Harrison, The Oncologist 2004, 9, 4

*P. Bonnitcha, S. Grieve, G. Figtree, Free Radic. Biol. Med. 2018, 126, 296

® M. V. C. Maldaun, D. Suki, F. F. Lang, S. Prabhu, W. Shi, G. N. Fuller, D. M. Wildrick, R. Sawaya, J.
Neurosurg. 2004, 100, 61

®S. Jawhari, M.-H. Ratinaud, M. Verdier, Cell Death Dis. 2016, 7, 2434

21



Chapitre 1 : Introduction

La différence entre l'incidence et le nombre de décés indique le pronostic de survie des
patients. Pour le cancer de la prostate et du sein, le pronostic est considéré comme bon car
la survie du patient aprés 5 ans est supérieure a 80%. Pour le cancer du cOlon, elle est
comprise entre 20 et 80%. Pour le cancer du poumon et du pancréas, le pronostic de survie
est défavorable avec une survie apres 5 ans inférieure a 20%. D’aprées I'lARC I'incidence et la
mortalité dues aux cancers vont incontestablement augmenter du fait de 'augmentation de
la population et de son vieillissement. Entre 2010 et 2018, le nombre de cancers avérés
diagnostiqués a augmenté. Néanmoins une baisse de mortalité de 0,7% chez les femmes et
de 2% chez 'homme a été observée. Cette baisse s’explique par des traitements plus
efficaces mais aussi grace a de nombreuses campagnes de préventions contre les facteurs de
risques et pour le dépistage, qui génerent des diagnostics plus précoces. Ces diagnostics se
traduisent par des examens cliniques (consultation par un médecin), examens biologiques
(sanguin et urinaire), des biopsies (par ponction ou chirurgie exploratoire) et des examens
d’imagerie qui sont la premiére étape de la prise en charge du cancer et avant toute

démarche de traitement.

Pour résumer, les cancers les plus meurtriers, sont tous des tumeurs « solides » malignes qui
évoluent rapidement. La croissance cellulaire trés rapide engendre une vascularisation
imparfaite des tissus tumoraux et entraine un déséquilibre entre lI'apport d’oxygéne

nécessaire et le besoin réel des cellules tumorales : I’hypoxie.

1.1. L’hypoxie tumorale

Au sein d’'une méme tumeur, la répartition des tissus hypoxiques est trés hétérogene avec
différents degrés d’hypoxie. L’hypoxie tumorale comprend I’hypoxie chronique et I'hypoxie
aiglie qui se différencient selon la durée a laquelle les cellules sont exposées au manque
d’oxygene. Ces phénomeénes évoluent au cours du temps et s’influencent mutuellement.
Dans les cas d’hypoxie tumorale, la prolifération cellulaire entraine une vascularisation
dysfonctionnelle de la tumeur. Cela engendre I'éloignement des cellules par rapport aux

vaisseaux sanguins (Figure 2). Pour des régions situées a une distance de 70 a 100 um d’un
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vaisseau, la quantité d’oxygéne diminue mais reste suffisante pour la survie des cellules.’
Dans le cas ou I'éloignement des cellules par rapport aux vaisseaux est trop grand (> 100
um), celui-ci géneére une restriction totale de I'apport en oxygéne et de production d’ATP :

les régions sont dites nécrotiques.

Degré d’hypoxie

Vaisseau Cellules Cellules Nécrose
sanguin normoxiques hypoxiques

Figure 2 : Organisation des cellules au sein d'une tumeur hypoxique.

L’hypoxie induit des conditions de stress cellulaire conduisant alors la mise en place
de différents mécanismes de survie. Au niveau moléculaire, I'adaptation des cellules a un
environnement hypoxique va étre régulée par la famille des facteurs de transcription HIFs
(Hypoxia Inducible Factor). Les protéines HIFs sont des hétérodimeres constituées d’une
sous-unité a dont la stabilité dépend de la concentration en oxygéne, et d’'une sous-unité
[ constitutive. En situation de normoxie, HIFa est hydroxylée par une enzyme PHD (Prolyl
Hydroxylase Domain), qui permet sa reconnaissance par la protéine de von Hippel-Lindau
(pVHL), et entraine son ubiquitination, puis sa dégradation par le protéasome. En cas
d’hypoxie, I'activité de PHD est réduite et la sous-unité HIFo n’est pas dégradée. Celle-ci va
alors pouvoir se dimériser avec la sous-unité HIFg, entrer dans le noyau et exercer son réle
de facteur de transcription, en se liant a la séquence de I’ADN spécifique que I'on appelle
éléments de réponse a I'hypoxie (HRE pour Hypoxia Responsive Element) (Figure 3). Il existe

de nombreux génes cibles induits par I’hypoxie sous le contrdle des protéines HIFs, comme

"I. N. Fleming, R. Manavaki, P. J. Blower, C. West, K. J. Williams, A. L. Harris, J. Domarkas, S. Lord, C.
Baldry, F. J. Gilbert, Br. J. Cancer 2015, 112, 238
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I’ADM (adrenomedulline) ou le VEGF (vascular endothelial growth factor), impliqués dans
I’'angiogénese (phénomene physiologique normal de construction des nouveaux vaisseaux
sanguins), GLUT1, impliqué dans le transport du glucose, ou CA-IX (carbonic anhydrase IX),
impliquée dans la régulation du pH. L'expression de ces genes participe au développement
et a la survie de la tumeur dans un environnement hypoxique ainsi qu’a la résistance aux

traitements.®

A) Normoxie B) Hypoxie
% - ", ()
(O, PHD ., | PHD
Hydroxylation "..‘

4
M‘OH HIF-o. . HIF-B

Formation du dimeére

| pVHL\_ Jubiquitination

O @
i I D'
Protéasome

HIF-a détruite§ w CYTOPLASME

—> GLUT1

Figure 3 : Mécanisme d’action de HIF dans la cellule (adapté de SIMON 20168)

1.2. Résistance aux traitements

L’hypoxie est souvent associée a un faible pronostic de survie en raison de la batterie de
genes activés sous le contréle de HIF pour la survie et la croissance de la tumeur, diminuant
ainsi I'efficacité des traitements (qu’ils soient chimio ou radio-thérapeutiques) et conduisant

9,10

aux mécanismes de résistance. La chimiorésistance peut étre due a une mauvaise

délivrance des drogues au niveau tumoral en raison d’un réseau vasculaire altéré ou d’une

8 M. C. Simon, N. Engl. J. Med. 2016, 375, 1687

° K. Graham, E. Unger. Int. J. Nanomedicine 2018

M. Gérard, A. Corroyer-Dulmont, P. Lesueur, S. Collet, M. Chérel, M. Bourgeois, D. Stefan, E. J. Limkin, C.
Perrio, J.-S. Guillamo, B. Dubray, M. Bernaudin, J. Thariat, S. Valable, Front. Med. 2019, 6, 117
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11,12,13,14

modification du pH tissulaire. La radiorésistance s’explique par la sensibilité aux

radiations 2 a 3 fois moins grande des cellules hypoxiques par rapport aux cellules

12,15,16,17

normales. Cependant, la radiothérapie (RT) reste une pratique importante dans le

traitement des cancers.

La radiothérapie (RT), utilisée depuis plus d’un siécle, est une méthode utilisée, seule ou en
complément, dans le traitement du cancer.'® Il existe deux types de radiothérapie: la
thérapie interne et la thérapie externe. La thérapie interne comprend la thérapie vectorisée
o, ou B (injection d’un radiopharmaceutique capable de se fixer de maniére spécifique sur les
cellules tumorales a traiter) et la curiethérapie qui implique lI'introduction d’une source
radioactive (iridium—192 (") et I'iode—125 (y)) au contact de la zone a traiter (indiquée
généralement pour les cancers de la prostate ou gynécologique). La thérapie externe
comprend la thérapie conventionnelle (par RX), et de maniere moins fréquente
I’hadronthérapie incluant la proton- et carbone-thérapie. La radiothérapie externe reste la
technique plus utilisée dans les hopitaux et doit faire correspondre le plus précisément
possible la zone sur laquelle vont étre dirigés les rayons, sur la tumeur. L’hadronthérapie
utilise un faisceau de particules tels que les protons ou les ions carbones et permet d’obtenir
une précision balistique en ajustant I'énergie du faisceau pour que le parcours des hadrons
corresponde rigoureusement a la profondeur de la tumeur (en liaison a I'existence du « pic
de Bragg »). Cette balistique permet ainsi de disposer d’une efficacité maximum d’ionisation
au sein de la tumeur pour stériliser les cellules cancéreuses, mais aussi de créer moins de
dommages dans les tissus sains traversés en amont, tout en épargnant ceux qui sont situés
au-dela de la zone d’arrét des protons. Ces avantages sont a la base de l'intérét potentiel de
I’hadronthérapie par rapport a la radiothérapie par rayons X traversant le corps du patient.
Dans les deux cas, un examen d’imagerie sensible et précis du volume tumoral est

indispensable.

' E. J. Moon, D. M. Brizel, J. A. Chi, M. W. Dewhirst, Antioxid. Redox Signal. 2007, 9, 1237

2. H. Gray, A. D. Conger, M. Ebert, S. Hornsey, O. C. A. Scott, Br. J. Radiol. 1953, 26, 638.

13 A. Unruh, A. Ressel, H. G. Mohamed, R. S. Johnson, R. Nadrowitz, E. Richter, D. M. Katschinski, R. H.
Wenger, Oncogene 2003, 22, 3213

Y M. M. Vleugel, A. E. Greijer, A. Shvarts, P. van der Groep, M. van Berkel, Y. Aarbodem, H. van Tinteren, A.
L. Harris, P. J. van Diest, E. van der Wall, J. Clin. Pathol. 2005, 58, 17

P Vaupel, M. Hockel, A. Mayer, Antioxid. Redox Signal. 2007, 9, 1221

16 3. D. Chapman, R. C. Urtasun, E. A. Blakely, K. C. Smith, C. A. Tobias, Br. J. Cancer. Suppl. 1978, 3, 184

" W. R. Wilson, M. P. Hay, Nat. Rev. Cancer 2011, 11, 393

8 B.-J. Hong, J. Kim, H. Jeong, S. Bok, Y.-E. Kim, G.-O. Ahn, Radiat. Oncol. J. 2016, 34, 239
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La RT de maniere générale exploite les rayonnements ionisants ciblés sur les cellules
tumorales pour arracher des électrons a la matiere. Cela conduit a 'endommagement direct
de I’ADN et des macromolécules entrainant la mort cellulaire ou bien majoritairement a la
création d’espéces radicalaires via la radiolyse de I'eau.’ La molécule H,O se dissocie en
radicaux libres HO® (radical hydroxyle) et H® (radical hydrogéne) trés instables et réactifs.
Ces radicaux hydroxyles vont créer d’autres espéces radicalaires comme des peroxydes
générant un stress oxydatif dans la cellule (Figure 4). Ces peroxydes en présence d’O,
peuvent former d’autres espéces radicalaires ou peroxydes qui vont attaquer et

endommager I’ADN ou les macromolécules conduisant a la mort cellulaire.?®

H,0* — H+ HO

HO’+ HO' —» H,0, H+0, — HOO’
HOO *+ HOO®* —»H,0, + O,
H'+ HOO'— H,0,
En résumé
H2o Radiations ionisantes _ e-aq, HO, H, HOZ, H3O+, Ho-, H202, H2

Figure 4 : Espéces réactives issues de la radiolyse de I'eau

La production de radicaux libres essentielle au mécanisme de destruction de la cellule est
donc accrue par la présence d’O, : c’est « I'effet oxygéne ».°* En 1933, Crabtree et Cramer
ont montré que la réponse d’une cellule aux radiations dépendait de son taux d’oxygéne.*?
Dans les cas d’hypoxie, la présence des espéces radicalaires (peroxydes) est diminuée en
raison de la faible proportion d’O, et de la production de glutathion activée qui neutralise les
peroxydes. Ces mécanismes ont pour conséquence de diminuer I'effet |étal des radiations et

conduisent a la radiorésistance. (Figure 5).

'S, Le Caér, Water 2011, 3, 235

2p_Kovacic, J. Osuna Jr., Curr. Pharm. Des. 2000, 6, 277

2 H. Wang, X. Mu, H. He, X.-D. Zhang, Trends Pharmacol. Sci. 2018, 39, 24

22 H. G. Crabtree, W. Cramer, J. A. Murray, Proc. R. Soc. Lond. Ser. B Contain. Pap. Biol. Character 1933, 113,
238
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Figure 5 : Mécanisme de radiation indirect de L'ADN via les produits issus de la radiolyse de I’eau (Schéma adapté de
Wang, Bamatraf et Wardman 21,2324

2) Caractérisation et diagnostic de I’hypoxie

Comme discuté précédemment, les conséquences de I’hypoxie sont nombreuses au niveau
moléculaire et cellulaire. Disposer d’une technique d’'imagerie de I'"hypoxie sensible pour la
cancérologie permettrait de : 1) caractériser la nature de la tumeur, 2) aider dans le choix de
la stratégie thérapeutique, 3) mieux cerner les zones a traiter (cartographie) et guider la
radiothérapie 4) suivre l'efficacité des traitements, 5) évaluer la résistance.”” Des essais
cliniques récents ont montré que l'identification de I'hypoxie dans les tumeurs permettait
d’avoir de meilleures réponses apres I'adaptation des traitements comparé a une thérapie
standard qui donnait méme de mauvais résultats sur les tumeurs hypoxiques.26

Historiqguement, I'hypoxie était détectée grace a la mesure a la pression d’oxygéne (p0,), via
des électrodes implantées dans la tumeur. Cette méthode invasive n’était envisageable que
sur les tumeurs facilement accessibles. Elle s’est également révélée peu reproductible en
raison de I'emplacement de I'électrode choisi pour la mesure.?’ Les techniques d’imagerie

médicales non invasives, et notamment les imageries nucléaires, ont largement été

2 M. M. M. Bamatraf, P. O’Neill, B. S. M. Rao, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 11852

2 p_Wardman, Clin. Oncol. 2007, 19, 397

% 3. C. Walsh, A. Lebedev, E. Aten, K. Madsen, L. Marciano, H. C. Kolb, Antioxidants & Redox. 2014, 21, 1516
% M. R. Horsman, L. S. Mortensen, J. B. Petersen, M. Busk, J. Overgaard, Nat. Rev. Clin. Oncol. 2012, 9, 674
21'C. J. Koch, S. M. Evans, Semin. Nucl. Med. 2015, 45, 163
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exploitées pour le diagnostic de I'hypoxie, celles-ci devant répondre aux critéres suivants

.7,28,29

- étre spécifiques de I’hypoxie
- étre sensibles a la pO,
- étre reproductibles quelles que soient la taille et la nature de la tumeur

- étre non invasive.

Les deux techniques d’imagerie nucléaire majeures sont la TEP (Tomographie par Emission
de Positons) et la TEMP (Tomographie par Emission MonoPhotonique), qui reposent toutes
les deux sur [linjection d’'une molécule radioactive (traceur, radiotraceur ou
radiopharmaceutique) possédant un radionucléide instable capable d’émettre suite a sa

désintégration un rayonnement détectable a I'extérieur de la matiere.

2.1. Tomographie par émission de positons (TEP)

La TEP met en jeu un isotope émetteur de positon (+). Son principe est basé sur la
détection par une série de détecteurs, disposés en couronne, de deux photons gamma de
511 kev et diamétralement opposés résultant de l'annihilation du positon émis par le
radionucléide avec un électron. Des images 2D et 3D peuvent étre ensuite reconstituées
informatiquement.28 La TEP est caractérisée par une trés bonne sensibilité temporelle mais
une faible résolution spatiale (4-7 mm pour les imageurs cliniques, ~1.5 mm pour les

imageurs précliniques).

%8 A. G. Rickard, G. M. Palmer, M. W. Dewhirst, Adv. Exp. Med. Biol. 2019, 1136, 19
2 M. M. Khalil, J. L. Tremoleda, T. B. Bayomy, W. Gsell, Int. J. Mol. Imag. 2011, 796025
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Figure 6 : Principe de I'imagerie TEP (images adaptées source CEA)

La TEP utilise en routine quasi-exclusivement le [**F]FDG (fluorodésoxyglucose), un analogue
fluoré du glucose, qui contient un atome radioactif, le fluor-18 (Figure 7). Le [*®F]FDG,
« gold » standard en imagerie TEP, est un marqueur métabolique qui permet de visualiser la
consommation du glucose particulierement active dans les cellules cancéreuses.*®
Cependant, le [*®F]FDG est connu pour son manque de spécificité générant ainsi des faux
positifs (en particulier dans le cas des cellules du systéme immunitaire impliquées dans la

réaction inflammatoire).

OH

/&‘
HO
HOA—"T>~
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['®FIFDG

Figure 7 : [18F]FDG - FluoroDesoxyGlucose

2.2. Tomographie par émission monophotonique (TEMP)

La Tomographie par émission monophotonique utilise des radioisotopes émetteurs d’un seul
photon. Ces derniers traversent le corps du patient et sont détectés par la caméra équipée

d’un collimateur qui ne laisse passer que les rayons paralleles, pour délimiter les points

% J. Maublant, J.-P. Vuillez, J.-N. Talbot, J. Lumbrosco, J.-P. Muratet, J.-Y. Herry, J.-C. Artus, Bull. Cancer
1998, 85, 935
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d’émission des photons. La caméra tourne autour du patient afin d’obtenir, apres
reconstitution informatique, des images 3D de I'organe étudié. Sa résolution spatiale est
légerement plus faible que celle de la TEP néanmoins, elle a un moindre co(t et utilise des
isotopes émetteur ytels que : le technetium-99m et l'iode-123 souvent moins onéreux a
produire et avec une demi-vie plus longue que celle des radioisotopes émetteurs de

positons.

Traitement des images

L. . Détecteur
- Injection du radiotraceur et examen TEMP S !

Rotation de la caméra

-
@ Radiotraceur | ——

Figure 8 : Principe de I'imagerie TEMP (images adaptées source CEA)

A cOté des techniques nucléaires, I'imagerie moléculaire comprend également I'imagerie
optique par fluorescence ou par bioluminescence.?! Sa résolution spatiale, de I'ordre de 100
um, est bien meilleure que celle de la TEP ou la TEMP. Néanmoins, elle ne permet pas une
imagerie en profondeur et reste limitée aux études précliniques ou aux diagnostics de

surface.

2.3. Les radioisotopes pour I'imagerie médicale

Les radioisotopes utilisés en imagerie TEMP et TEP se caractérisent par leur demi-vie, leur
mode de désintégration, I'énergie des particules ou photons émis ainsi que par leur

méthode de production (Tableau 2).

1 M. J. Sanderson, I. Smith, 1. Parker, M. D. Bootman, Cold Spring Harb. Protoc. 2014, 7179
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En TEP, les radioisotopes les plus connus sont le fluor-18, le carbone-11, |'oxygene-15,
I'azote-13, le gallium-68 et le cuivre-64. Le fluor-18 reste le radioisotope le plus avantageux
en raison 1) de sa période de 2 h suffisamment courte pour I'innocuité vis-a-vis du patient et
suffisamment longue pour développer une radiochimie et des examens d’imagerie
confortables, 2) de sa pureté d’émission B (x97%) favorable pour la sensibilité, 3) de
I’énergie cinétique faible du positon émis lui conférant le parcours le plus court dans la
matiere avant de rencontrer I’électron et donc induisant la meilleure résolution spatiale. Le
carbone-11 trouve son utilité pour le marquage de molécules ne possédant pas d’atome de
fluor. Le cuivre-64 avec sa période de 12 h est souvent exploité avec succes pour le
radiomarquage de radiopharmaceutiques caractérisés par des pharmacocinétiques
particulierement lentes comme les anticorps.>” Enfin, le gallium-68 est attractif en clinique
par sa production a partir d’'un générateur de moindre colt de fonctionnement et de plus
grande disponibilité qu’un cyclotron.

Le technétium-99m utilisé en TEMP est aussi fourni a partir d’'un générateur. Comme pour le
gallium-68 et le cuivre-64, sa radiochimie fait appel a la chimie de complexation ou de
coordination plutot dédiée au marquage de peptides et de macromolécules. Enfin, I'iode-
123 dont I'application la plus connue est celle du MIBG, est le plus souvent limité au
marquage de dérivés iodoaromatiques. En effet, la liaison carbone-iode aliphatique est

instable in vivo et des problémes de déshalogénation sont souvent observés.

Tableau 2 : Caractéristiques des isotopes pour la TEP et TEMP.

MODE DE Emax MODE DE REACTION
RADIOISOTOPE ~ DEMI-VIE
DESINTEGRATION (keV) PRODUCTION NUCLEAIRE
+ 18 18
18 . B"97% O(p,n)F
F 109.7 634 Cyclot
min CE 3% yclotron Ne(d,0)®F
BN 9.97 min B+ 100% 1190 Cyclotron *0(p,0) N
>0 2.1 min B 100% 1732 Cyclotron ¥N(d,n) >0
e 20 min B 100% 961 Cyclotron “N(p, a)*'C
B* 19%
64 0 64n: 64
Cu 12.8 h CE 41% 656 Cyclotron Ni(p,n)”"Cu
B 40%
+ 7 .
. 89% L Décroissance
8Ga 67.6 min EE 11(;; 1890 Générateur 683G
9mre 6h v 100% 141 Générateur Mo/ MTc

%2 ). Barbet, M. Bardiés, M. Bourgeois, J.-F. Chatal, M. Chérel, F. Davodeau, A. Faivre-Chauvet, J.-F. Gestin, F.
Kraeber-Bodéré, Methods Mol. Biol. 2012, 907, 681
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1215b(0L, 2n)123I

123, 13.2 h v 83% 159 Cyclotron 227e(d, n)

CE: capture électronique

3) Les 2-nitroimidazoles et I’hypoxie : une longue histoire

3.1. Meécanisme des 2-nitroimidazoles et spécificité pour I’hypoxie

En 1981 Chapman a décrit le marquage du misonidazole au carbone-14,> et au tritium-3.3**

Ces traceurs, adaptés du radiosensibilisateur misonidazole, ont mis en lumiere I’'hétérocycle
2-nitroimidazole 6 comme motif clé pour la spécificité vis-a-vis des cellules
hypoxiques.'®**37383% | e motif 2-nitroimidazole a été intégré a de nombreuses molécules

pour créer des outils de diagnostic et de traitement de I'hypoxie

La spécificité du 2-nitroimidazole provient de la sensibilité de cet hétérocycle a I'oxydo-
réduction.®® En effet, il a été proposé que dans les cellules en normoxie, le groupement
fonctionnel nitro est facilement réduit par un transfert d’électrons, puis facilement ré-oxydé
par I'oxygene présent (Figure 9 a)). Le dérivé 2-nitroimidazole est alors sans cesse régénéré,
pouvant ressortir (puis re-pénétrer) de la cellule. En revanche, en condition d’hypoxie, la ré-
oxydation n’est pas possible. L’hétérocycle est soumis a plusieurs réductions successives par
les enzymes nitroréductases conduisant aux dérivés nitroso, hydroxylamines ou amines
capables de se lier de maniere irréversible a divers composants et protéines cellulaires
environnants. Ainsi, le dérivé initial 2-nitroimidazole n’est pas régénéré ; il reste piégé et
s’accumule dans le milieu intracellulaire sous forme de métabolites de différentes natures
(Figure 9 b))."® Des études couplées en histochimie et en spectroscopie de masse ont mis en
évidence récemment le couplage de dérivés 2-aminoimidazoliques issus des composés
parents 2-nitroimidazoliques avec le gluthation (GS) 7, un tripeptide composé d’acide

glutamique, de cystéine et de glycine. Le GS 7 peut jouer le role de transporteur, le produit

¥ A.J. Varghese, G. F. Whitmore, Cancer Res. 1980, 40, 2165

#J. L. Born, B. R. Smith, J. Label. Compd. Radiopharm. 1983, 20, 429

% B. R. Smith, J. L. Born, Int. J. Radiat. Oncol. 1984, 10, 1365

% J. D. Chapman, N. Engl. J. Med. 1979, 301, 1429

%7 ). D. Chapman, A. J. Franko, J. Sharplin, Br. J. Cancer 1981, 43, 546

% J. D. Chapman, E. L. Engelhardt, C. C. Stobbe, R. F. Schneider, G. E. Hanks, Radiother. Oncol. 1998, 46, 229
¥ . S. Rasey, Z. Grunbaum, S. Magee, N. J. Nelson, P. L. Olive, R. E. Durand, K. A. Krohn, Radiat. Res. 1987,
111, 292

“OK. A. Krohn, J. M. Link, R. P. Mason, J. Nucl. Med. 2008, 49, 129S
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3637 Ce couplage est important car il

de couplage pouvant ainsi ressortir de la cellule.
relativise le mécanisme des 2-nitroimidazoles initialement admis impliquant I'accumulation

des 2-nitroimidazoles modifiés dans les cellules hypoxiques.

Cellule normoxique Cellule hypoxique

Figure 9 : Mécanisme d'action des 2-nitroimidazoles au sein a) d’une cellule normoxique. b) d’une cellule hypoxique.

3.2. Les nitroimidazoles pour la RT

Pour rappel, le manque d’oxygene (nécessaire a la création de radicaux) est une des causes
de la diminution de I'effet létal de la radiothérapie (partie 1.2.). Pour pallier ce probléme,
différentes stratégies sont adoptées telles que 'augmentation locale de la dose de rayons ou
la réoxygenation locale. Les radiosensibilisateurs sont des molécules qui permettent de
rendre les cellules tumorales plus sensibles aux radiations tout en contribuant a

endommager leur ADN (phénomeéne de potentialisation).

414243 peatanidazole™ et le

Les radiosensibilisateurs les plus connus sont le misonidazole,
. 45 . . " . o ee ,
nimorazole™ (Figure 10). Leur efficacité en tant que radiosensibilisateur, prouvée sur des
modeles murins, est controversée chez humain avec des problemes de dose et de toxicité
neurologique. Néanmoins le nimorazole qui contient un cycle 5-nitroimidazole, est utilisé en

phase 2 au Danemark en complément de la radiothérapie.46 Le mécanisme détaillé restant

*1J. D. Chapman, K. Baer, J. Lee, Cancer Res. 1983, 43, 1523

“2 A, J. Franko, Int. J. Radiat. Oncol. 1986, 12, 1195

* A. J. Franko, J. D. Chapman, Br. J. Cancer 1982, 45, 694

“P. Webb, M. D. Threadgill, J. Label. Compd. Radiopharm. 1990, 28, 265

%% J. Overgaard, M. Overgaard, A. R. Timothy, Br. J. Cancer 1983, 48, 27

% |.-B.-A. Tran, A. Bol, D. Labar, T.-T. Cao-Pham, B. Jordan, V. Grégoire, B. Gallez, Radiotherapy &
Oncology.2015, 114, 189
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toujours inconnu (celui-ci étant toutefois basé sur la capacité des nitroimidazoles a former
des espéces radicalaires permettant de fixer les Iésions radioinduites au niveau de I’ADN, le

design de nouvelles molécules plus efficaces reste difficile.*’

O,N O,N H o
N\)/j/\(\o/ N\);N/ﬁ]/N\L N//\N/\/NJ
_ OH — o oH \?(Noz
Misonidazole Etanidazole Nimorazole

Figure 10 : Radiosensibilisateurs nitroimidazole connus

La borothérapie, ou BNCT (Boron Neutron Capture Therapy), proposée par Locher en 1936,
consiste en l'injection d’'un composé boré s’accumulant de maniére spécifique dans les
cellules tumorales. Ces cellules sont par la suite, exposées a un bombardement de

neutrons.*®*°

L'isotope ''B absorbe ces neutrons et se divise en particules d’hélium et de
lithium. Ces particules libérent un rayonnement y de haute énergie au plus proche de la zone
a traiter. Dans les années 90, les groupes de Wilbur,”*** Wood**? et Masunaga53’54 ont
développé des dérivés borés couplés au cycle nitroimidazole tels que le TX-2060 et le
composé 8 en utilisant le cycle borocaptate de sodium (BSH) connu pour libérer de maniére

localisée un rayonnement alpha conduisant a la mort des cellules cancéreuses (Figure 11).

*"'S. Pandeti, L. Feketeovd, T. J. Reddy, H. Abdoul-Carime, B. Farizon, M. Farizon, T. D. Mark, RSC Adv. 2017,
7, 45211

“® W. G. Woods, Environ. Health Perspect. 1994, 102, 5

“J. A. Coderre, G. M. Morris, Radiat. Res. 1999, 151, 1

* D, s. Wilbur, D. K. Hamlin, J. C. Livesey, R. R. Srivastava, G. E. Laramore, T. W. Griffin, Nucl. Med. Biol.
1994, 21, 601

1 D, H. Swenson, B. H. Laster, R. L. Metzger, J. Med. Chem. 1996, 39, 1540

°2p_J. Wood, M. Scobie and M. D. Thread, Int. J. Radiat. Biol. 1996, 70, 587

*% 3. Masunaga, H. Nagasawa, M. Hiraoka, Y. Sakurai, Y. Uto, H. Hori, K. Nagata, M. Suzuki, A. Maruhashi, Y.
Kinashi, K. Ono, Appl. Radiat. Isot. 2004, 61, 953

*'S.-1. Masunaga, H. Nagasawa, M. Hiraoka, Y. Sakurai, Y. Uto, H. Hori, K. Nagata, M. Suzuki, A. Maruhashi,
Y. Kinashi, K. Ono, Anticancer Res. 2004, 24, 2975
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Figure 11 : Composés borés pour la radiothérapie

3.3. Les 2-nitroimidazoles dans les prodrogues

Les prodrogues sont des molécules dont I'activité biologique initiale n’est pas exprimée, leur
efficacité est révélée aprés réactions biologiques ou métabolisation dans I'organisme. Ces
molécules sont congues pour « libérer » la partie active de la prodrogue au niveau de la
partie ciblée. La bioconversion fait intervenir divers mécanismes comme I'activité
enzymatique ou I’hydrolyse.

L’Evofosfamide (ou TH302) impliqué dans de nombreux essais cliniques dont un essai en
phase 3 pour le traitement du sarcome, est une prodrogue contenant le cycle 2-

55,56,57
Le

nitroimidazole, celui-ci jouant le réle d’agent de ciblage des cellules hypoxiques.
TH302 permet la libération dans les cellules hypoxiques de la cytotoxine bromo-
isophosphoramide (Br-IMP), un agent alkylant de 'ADN composé 10, contribuant a sa

destruction (Figure 12).

. D. Sun, Q. Liu, D. Ahluwalia, D. J. Ferraro, Y. Wang, D. Jung, M. D. Matteucci, C. P. Hart, Cancer Biol.
Ther. 2016, 17, 371

% C. R. Hong, B. D. Dickson, J. K. Jaiswal, F. B. Pruijn, F. W. Hunter, M. P. Hay, K. O. Hicks, W. R. Wilson,
Biochem. Pharmacol. 2018

" R. T.H. M. Larue, L. Van De Voorde, M. Berbée, W. J. C. van Elmpt, L. J. Dubois, K. M. Panth, S. G. J. A.
Peeters, A. Claessens, W. M. J. Schreurs, M. Nap, F. A. R. M. Warmerdam, F. L. G. Erdkamp, M. N. Sosef, P.
Lambin, BMC Cancer 2016, 16, 644
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Figure 12 : Mécanisme d’action de I'Evofosfamide

3.4. Les 2-nitroimidazoles pour I’histologie

L’histologie est I'’étude des tissus biologiques et utilise des colorants pour révéler des tissus
via une réaction ou un processus biologique connus. L'immunohistologie utilise les anticorps
pour se lier de maniéere spécifique aux antigénes ciblés. Cette méthode couramment utilisée
en oncologie par les anatomopathologistes, est un bon moyen de corréler les résultats in
vitro avec ceux obtenus in vivo en TEP (voir les sondes radioactives spécifiques de I'hypoxie,
partie 3.6.b). L’histologie permet une sensibilité de détection de I’hypoxie inférieure a 1
mmHg et donne des informations sur la distribution des zones plus ou moins hypoxiques au
niveau cellulaire. Néanmoins les études histologiques requierent une biopsie ou résection,
des prélévements invasifs pour le patient et peut également manquer de reproductibilité en

fonction de la localisation du tissu prélevé et de I’hétérogénéité de I'ensemble du tissu.

h>®°° et I'EF5 développé par Koch® (Figure 13) sont

Le pimonidazole développé par Raleig
couramment utilisés en histologie Ils présentent tous les deux des sensibilités de détection
pour une pO, d’environ 10 mmHg. Les adduits résultants des réductions successives

(antigéne) et couplage sont révélés grace aux anticorps spécifiques fluorescents ou

%8 J. Raleigh, G. Miller, A. Franko, C. Koch, A. Fuciarelli, D. Kelly, Br. J. Cancer 1987, 56, 395

% M. A. Varia, D. P. Calkins-Adams, L. H. Rinker, A. S. Kennedy, D. B. Novotny, W. C. Fowler, J. A. Raleigh,
Gynecol. Oncol. 1998, 71, 270

80°C.J. Koch, S. M. Evans, E. M. Lord, Br. J. Cancer 1995, 72, 869
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phosphorescents. Le couple pimonidazole/anticorps est commercialisé sous forme de kit

Hypoxyprobe®.
ioz )N\Oz
H F
e BN
HO Q o LOF
Pimonidazole EFS

Figure 13 : Le Pimonidazoles et I'EF5

3.5. Les 2-nitroimidazoles pour la fluorescence

Comme déja évoqué, I'imagerie optique présente l'intérét d’avoir une haute résolution
spatiale, une facilité de mise en ceuvre et un affichage en temps réel. L'utilisation de la
lumiére dans la région du proche infrarouge (NIR I) de 700 a 900 nm, permet la faible
diffusion de la lumiéere et limite la pénétration tissulaire sur quelques centimeétres, une
profondeur suffisante pour I'imagerie des petits animaux et les tumeurs superficielles.‘az'63
L'imagerie par fluorescence proche infrarouge est une technique d’imagerie non invasive et

peu onéreuse mais reste limitée aux cibles de « surface » pour guider I'histologie ou la

chirurgie.

Le GPU-167 developpé pour l'imagerie NIR, a été synthétisé a partir du colorant

tricarbocyanine qui porte deux motifs 2-nitroimidazole.®*®*

Les analyses in vivo et ex vivo ont
montré une corrélation entre la fluorescence détectée et la présence de I'activation de HIF
(Figure 14). En 2018, le groupe de Meng a développé la sonde bimodale IR1048-MZ
activable en proche infrarouge (NIR II) de 1000 a 1700 nm. Cette sonde s’est également
avérée efficace comme photosensibilisateur pour la photothérapie thermique (Figure 14).°

En 2013, Xu et al. ont synthétisé la sonde Cy-NO, de structure cyanine (Figure 14).%

%2 B, G. M. Youssif, K. Okuda, T. Kadonosono, O. I. A. R. Salem, A. A. M. Hayallah, M. A. Hussein, S. Kizaka-
Kondoh, H. Nagasawa, Chem. Pharm. Bull. 2012, 60, 402

% K. Okuda, Y. Okabe, T. Kadonosono, T. Ueno, B. G. M. Youssif, S. Kizaka-Kondoh, H. Nagasawa,
Bioconjug. Chem. 2012, 23, 324

K. Xu, F. Wang, X. Pan, R. Liu, J. Ma, F. Kong, B. Tang, Chem. Commun. 2013, 49, 2554

% X. Meng, J. Zhang, Z. Sun, L. Zhou, G. Deng, S. Li, W. Li, P. Gong, L. Cai, Theranostics, 2018, 8, 6025
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N /N IR1048-MZ Cy-NO,

Figure 14 : Structures de sondes pour I'imagerie NIR

3.6. Les 2-nitroimidazoles pour I'imagerie nucléaire

3.6.a) Radiotraceurs SPECT

e Avec du technétium

Le *™TcO(PnAO-1-(2-nitroimidazole) également appelé BMS-181321, est le premier

nitroimidazole marqué au Tc-99m. Il a été développé par Rumsey en 1993 et Linder en 1994

66,67
En

et a montré une accumulation spécifique dans les régions hypoxiques du myocarde.
2000, Melo et son équipe ont développé une seconde-génération de dérivés avec le BRU59-
21 plus stable que son prédécesseur BMS-181321.%° Le HL91, réduit a la structure complexée
sans motif 2-nitroimidazole, utilisé au départ comme controle négatif, a montré une

spécificité inattendue envers les cellule ; s hypoxiques (Figure 15).%%7%71

% J.R. Ballinger, J. W. M. Kee, A. M. Rauth, J. Nucl. Med. 1996, 37, 1023

%" Ng Chin K., Sinusas Albert J., Zaret Barry L., Soufer Robert, Circulation, 1995, 92, 1261

% T_Melo, J. Duncan, J. R. Ballinger, A. M. Rauth, J. Nucl. Med. 2000, 41, 169

% G.J. R. Cook, S. Houston, S. F. Barrington, |. Fogelman, J. Nucl. Med. 1998, 39, 99

L. Li,J. Yu, L. Xing, K. Ma, H. Zhu, H. Guo, X. Sun, J. Li, G. Yang, W. Li, J. Yue, B. Li, Am. J. Clin. Oncol.
2006, 29, 628

™ Okada Robert D., Johnson Gerald, Nguyen Kiem N., Edwards Barbara, Archer Colin M., Kelly James D.,
Circulation 1997, 95, 1892
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Figure 15 : Radiotraceurs technetiés TEMP de I'hypoxie.

e Les dérivésiodés

Le iodoazomycine arabinoside marqué a I'iode-123 ([*Z*I]IAZA) présente la particularité de
posséder I'atome d’iode en position aliphatique. Sa synthése, développée par Mannan en
1991 et décrite par Parliament en 1992, met en jeu une substitution nucléophile du
groupement partant tosylate avec [**’I]Nal (Figure 16). Plusieurs autres analogues iodés,
marqués a l'iode-123, 124, 125 ou 131, tels que le IAZGP décrit par Suehiro en 2009, ont été
synthétisés de la méme maniére que le IAZA.”? Les composés iodés radioactifs souffrent de
déshalogénation. Par ailleurs, la demi-vie de I'iode-123 de plus de 13 h augmente les délais

d’acquisition et la dosimétrie des patients.73’74

123
0
N/ N N/ N

\/ OH \—=/Ho

['21AzA IAZGP

Figure 16 : Radiotraceurs iodés pour I'imagerie de I'hypoxie

3.6.b) Radiotraceurs TEP

2.G. Reischl, D. S. Dorow, A. Katsifis, P. Roselt, D. Binns, R. J. Hicks, J Pharm Pharmaceut Sci 2007, 9

® M. Suehiro, P. Burgman, S. Carlin, S. Burke, G. Yang, O. Ouerfelli, C. Oehler-Janne, J. O’Donoghue, C.
Ling, J. Humm, Nucl. Med. Biol. 2009, 36, 477

™). A. O’Donoghue, J. G. Guillem, H. Schéder, N. Y. Lee, C. R. Divgi, J. A. Ruby, J. L. Humm, S. A. Lee-
Kong, E. M. Burnazi, S. Cai, S. D. Carlin, T. Leibold, P. B. Zanzonico, C. C. Ling, EINMMI Res. 2013, 3, 42
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e Les dérivés du gallium-68

Le groupe de Hoigebazar a développé des dérivés 2-nitroimidazole marqués au gallium-68
possédant une structure chélatante de type NOTA/DOTA (composés 11, 12, 13, 14 Figure
17). Ces composés ont montré une accumulation spécifique sur un modéle murin hypoxique

727877 Néanmoins les ratios tumeur/muscle

apres seulement 30-60 min post injection.
restent faibles (1.6, 2.3) et les deux composés présentent une forte captation dans le foie et

les reins.
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Figure 17 : Radiotraceurs 2-nitroimidazole marqués au gallium-68

e Les dérivés fluorés

Plus d’une trentaine de dérivés 2-nitroimidazoliques ont été marqués au fluor-18.”8 tels que
le [**FIFMISO, le [|FIFAZA, le [*®|F]HX4, le [|FJFETNIM, le [*®F]FRP170, le [*®F]DIFA,
I[**FIEFL, I'[**FIEF5, le [**FIFAZAL, le [**FI2NIm, le ['*FIFPN, le ['*FIFON, le ['°FI3-NTR, le
[*®FINEFT, le ["®FINEFA, le [*®F]TEMISO, le [*®F]JAMBF;-Bu-NI, le ["®F]NPFT et les molécules
['®F115,7° [*®F116, [‘°F117, [*°F118, [*°F]19, [*°F]20, [*°F]21, [*®F]22, [*®F]23, [**F]24, [*°F]25,
[*®F]26, [*®F)27, [*®F]28, [*®F]29, [*®F]30 et [*®F]31. IIs se différencient par leur chaine latérale

plus ou moins hydrophile (Figure 18).
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Figure 18 : Radiotraceurs 2-nitroimidazole marqués au fluor-18.
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Les radiotraceurs les plus utilisés a ce jour ou identifiés comme les plus efficaces ou
prometteurs sont le [**F]JFMISO, le [*®F]FAZA, le [*®F]HX4, le [*®FJFETNIM, le [*®F]FRP170 et
le [**F]DIFA développé dernierement. La comparaison directe de ces différents radiotraceurs
pour le diagnostic de I'hypoxie reste compliquée en raison des nombreux parameétres
expérimentaux différents selon les protocoles tels que la nature de la tumeur étudiée, le
protocole d’injection et d’anesthésie. Néanmoins le Tableau 3 résume une partie des

4,7,80

résultats des études cliniques obtenus dans le cas des cancers du poumon, du cerveau

et de la téte et cou.

Tableau 3 : Résumé des valeurs des ratio moyens Tumeur sur organe de référence pour les différents radiotraceurs
hypoxie pour les études cliniques.
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Le [*®*F]JFMISO (*®F-fluoromisonidazole) reste le radiotraceur de référence. Il a été exploité
dans plus de 80 essais cliniques impliquant la plupart des cancers hypoxiques. Que ce soit en
imagerie clinique ou préclinique, le [*®F]JFMISO est caractérisé par une clairance trés lente

induisant des délais d’acquisition post-injection de 2 a 3 heures pour assurer la visibilité des
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zones hypoxiques Ce temps d’attente est un sérieux défaut pour une prise en charge
confortable du patient et de sa dosimétrie. La relative lipophilie du [**FJFMISO (estimée par
la valeur du logP de I'ordre de 0.6), avancée comme un avantage pour la pénétration des
membranes, en fait aussi sa limitation car elle contribue a la clairance lente dans les tissus
sains et de surcroit a la faible spécificité pour les zones hypoxiques. Par ailleurs, le
[*®F]FMISO présente un taux de métabolisation de I'ordre de 25 % chez ’homme et présente
une élimination hépatobiliaire importante.

Les radiotraceurs développés par la suite ([*®F]FAZA, [*|F]HX4, [*®F]FETNIM, [*®F]FRP170 et
[*®F]DIFA) sont caractérisés par une plus grande hydrophilie (logP/logD compris entre 0.17 et
-0.69). lls s’éliminent prioritairement par voie rénale, un atout pour la dosimétrie du patient

en diminuant la charge radiologique.'®®*1%!!

Dans tous les cas, les résultats d’imagerie in
vivo sont quasiment similaires a ceux du ['*®F]JFMISO.

Différentes publications comparant différents radiotraceurs en études préclinique et clinique
ont été publiées.”*?*3 En 2015, Peeters et al. comparent le [*®F]FMISO, le [**F]FAZA et le
[18F]HX4 sur un modele murin de rhabdomyosarcome. Dans tous les cas les ratios
tumeur/muscle maximum ont été obtenus 3 h pi et sont compris entre 2 a 3 (Figure 19). Le

[*®FIHX4, le composé le plus hydrophile, conduit au meilleur ratio, laissant penser que

I’hydrophilie peut jouer un role sur I'imagerie (valeurs des contrastes).

3hpi

Mean tumor to muscle ratio
o - 2 W s ;g
*

=lE

["FIFDG ['FIFAZA ["FIFMISO ["F]HX4

Figure 19 : comparaison des ratios tumeur sur muscle du [18F]FDG, [18F]FAZA, [18F]FMISO et [18F]HX4 (Peeters et al.
2015)""
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4) Les marqueurs d’hypoxie non nitroimidazole

4.1. Cuivre ATSM pour la PET

Le [**Cu]-ATSM (Cu-diacétyl-bis(N-méthylthiosemicarbazone), a été développé par le groupe
de Fujibayashi en 1999.' Sa spécificité envers I'hypoxie dépend de son potentiel d’oxydo-
réduction et de la réaction de réduction intracellulaire de Cu (ll) en Cu (I). Néanmains, ce
mécanisme d’action reste encore incertain.'*® La lipophilie (logP : 1.48) du [**Cu]-ATSM, ainsi
gue son faible poids moléculaire et sa planéarité lui permettraient de passer les membranes
facilement. Son action trés rapide, permet une imagerie 1 h pi, avec de bons contrastes et
permet une utilisation pour des études cIiniques.116 Ce radiotraceur pour le diagnostic de
I'hypoxie offre une facilité d’utilisation (absence de radiosynthése). Cependant sa
disponibilité reste limitée en raison du faible nombre de sites de production du cuivre-64.
Des analogues, moins efficaces, ont également été développés faisant varier les substituants

des amines ou la position R (Figure 20).'"’

Le [®*Cu]-ATSM a notamment été comparé au [®F]FMISO,''® les deux radiotraceurs ont
montré une efficacité certaine pour I'imagerie TEP de I’hypoxie. Le 4Cu-ATSM, est apparu
meilleur en terme d’imagerie et surpasse le [**F]JFMISO qui a une trop lente accumulation

associée a de faible contrastes.

R
N, N
A et 1
SN s s N
H H

Figure 20 : Structure du Cuivre 64 chélaté par : R = Me [64Cu]ATSM ;R=H [64Cu]PTSM.

4.2. Marquage de I'anhydrase carbonique CAIX
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Identifiée en 1992 par Pasterokova, le CAIX (carbonic anhydrase) est une enzyme activée par

HIF.**° Le CA-IX contribue 2 la survie des cellules hypoxiques en maintenant I'acidification du

milieu extracellulaire par catalyse du dioxyde de carbone en acide carbonique. Le marquage

du CA-IX se différencie des autres radiotraceurs de I’hypoxie car il mesure une valeur

indirecte de I"hypoxie. Son marquage a son intérét en immunohistologie, avec I'utilisation

d’un anticorps spécifique du CAIX (fluorescent ou non) permettant sa visualisation.

Des inhibiteurs de CAIX ont prouvé leur efficacité dans le retard de la croissance tumorale.

Les antigenes G250 and M75 sont également devenus une cible pour I'imagerie TEP. Ainsi

des radiotraceurs contenant les fonctions sulfonamides connues pour cibler le CAIX ont été

synthétisées tel que ’AMBF3(ABS)s, le VMA-037 ou la molécule 32,120

NN o NN *F 0 ['*FIVMA-037
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/\( -\ 8F
HN g ) 1ol F
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Figure 21 : Radiotraceurs pour le marquage du CAIX.
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5) Radiosynthéses de dérivés 2-nitroimidazoles radiofluorés

5.1. Rappel de la chimie de fluor-18

La production du fluor-18 est principalement réalisée par irradiation d’une cible d’eau
enrichie en oxygene-18 par un faisceau de protons de 18 MeV selon la réaction nucléaire
18O(p,n)lgF. Il est alors obtenu sous forme d’anion [*®F]fluorure avec une haute radioactivité
spécifique (74-370 Gbg/umole) et une pureté radiochimique supérieur a 98%. En solution
aqueuse, I'anion [*®F]fluorure est solvaté, diminuant son pouvoir nucléophile. Pour le rendre
chimiquement efficace, il est nécessaire de le déshydrater. Le protocole usuel consiste a fixer
les ions [*®F]fluorures sur une résine échangeuse d’anions puis a éluer avec une solution
contenant généralement une base alcaline (K,CO; Cs,COs) ou le bicarbonate de
tétrabutylammoium (TBAHCOs). Enfin une étape de séchage est réalisée par distillation
azéotropique dans un mélange d’eau et d’acétonitrile sous flux d’azote. Le [*®F]fluorure
anhydre est mis en réaction avec le précurseur de marquage dans un solvant aprotique
(DMF, ACN ou DMSO).

Les cations volumineux tels que Cs* et (tBu)sN* permettent d’activer les ions [*®F]fluorures
par leur encombrement stérique. Afin d’améliorer la solubilité des fluorures dans les milieux
aprotiques et d’augmenter leur nucléophilie des agents cryptants sont ajoutés au milieu. Ces
cryptants sont des complexants qui vont chélater le contre ion (K*) et augmenter la réactivité
de lion fluorure « nu ». Les complexants les plus utilisés sont le 4,7,13,16,21,24-hexaoxa-
1,10-diazabicyclo[8.8.8]hexacosane appelé Kryptofix ou K, et I'éther couronne 18-Crown-6

ou 18c6.

5.1.a) Formation de liaison C-'®F en série aliphatique
Le marquage au fluor-18 en série aliphatique s’effectue généralement par réaction de
substitution nucléophile entre le ®F-fluorure et un substrat portant un groupe nucléofuge
tel qu’un halogéne (I, Br ou Cl) ou un ester sulfonique (tosylate, nosylate, triflate, mésylate)
(Figure 22).2%'?2 Cette méthodologie a permis le radiomarquage de « petites » molécules

comme : le [*®F]FDG (2—désoxy—2—[18F]fIuoro—D—gIucose (Figure 22 A)), le « gold » standard

121 M. M. Alauddin, Am. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 2011, 2, 55
122 3 Ermert, BioMed Research International, 2014, e812973
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décrit partie 2.1) synthétisé a partir d’un précurseur triflate 33,2 la [*®F]FLT (3-désoxy-3-

18 124
[

Flfluorothymidine (Figure 22 B)), un marqueur de la prolifération cellulaire),”™ obtenu a
partir d’un précurseur nosylate 34 et le [**F]FMISO (([*®F]fluoromisonidazole (Figure 22 C))
un marqueur de I’hypoxie),*®> préparé a partir du précurseur tosylate NITTP. De plus, une
étape de déprotection par hydrolyse acide ou basique peut suivre la radiofluoration pour
obtenir le radiopharmaceutique final. Lexemple du [*®F]JFCH est également présenté
(I*®F]fluorométhylcholine (Figure 22 D)) marquage de la synthése des phospholipides)'?®*?’
obtenu a partir du dibromométhane 35. Des variantes ont été développées comme des
approches multi-étapes ou la fluoration de sulfonates, sulfamides pour la synthése de

composés hydroxy ou a—aminofluorés.
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Figure 22 : Radiosynthése du A) [**FIFDG D) [*®F]FMISO

123 K. Hamacher, H. H. Coenen, G. Stécklin, J. Nucl. Med. Off. Publ. Soc. Nucl. Med. 1986, 27, 235

124'3. J. Martin, J. A. Eisenbarth, U. Wagner-Utermann, W. Mier, M. Henze, H. Pritzkow, U. Haberkorn, M.
Eisenhut, Nucl. Med. Biol. 2002, 29, 263

125 E L. Kamariinen, T. Kyllénen, O. Nihtil4, H. Bjérk, O. Solin, J. Label. Compd. Radiopharm. 2004, 47, 37
126 E L. Kamarainen, Report Series in Radiochemistry, 2007.

27T, R. DeGrado, S. W. Baldwin, S. Wang, M. D. Orr, R. P. Liao, H. S. Friedman, R. Reiman, D. T. Price, R. E.
Coleman, J. Nucl. Med. 2001, 42, 1805
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5.1.a) Formation de liaison C-'8F en série aromatique
La radiofluoration par substitution nucléophile aromatique est en général efficace a partir
des substrats benzéniques possédant une fonction nitro (NO,) ou triméthylammonium
("NMes) comme groupe partant (GP), et également, en position para du nucléofuge
préférentiellement, un groupement électroattracteur permettant de désactiver le cycle
aromatique pour faciliter la SN, (Figure 23). La [*®F]FDOPA (dans le cadre de la maladie de
parkinson) fait partie des radiotraceurs aromatiques marqués au fluor-18 obtenus par SNa,.

Ces derniéres années, la chimie organométallique (catalyse au cuivre, palladium, nickel),

128 129
d

principalement développée par les groupes de Gouverneur,”” Scott & Sanford,”” et de

Ritter>%13

a permis l'introduction du fluor-18 sur des substrats aromatiques (boroniques ou
halogénés) non désactivés. Une des applications a été la radiosynthése de la [*F]JFDOPA, qui

reste un véritable enjeu de recherche (Figure 23).

GP 18FIF X
| A L, O/ GP = groupe partant
/ > EWG/ = EWG = groupe electroattracteur
EWG
18 18 B [erkEik %A(

0, oteu 1) [FITBAF F 222 o._.0

DMSO0,110°C COOH Cu(OTf),py, B
, L DMA, 110°C, 10 min COOH
2
MOMO NHTr 2)mCPBA  HO 22% - 100 min NH,

ACN, 60°C OH HO
3) HCI, 40°C L-['®F]JFDOPA OH

22% - 100 min x/
Boc
Cc o 18
) 0 1) ["®FIKF/Ky,,
H  DMSO, 140°C, 10 m|n
—_— =
eO N(Me);
®

1) LDA, -78°C, 5 min
2) HBr, 200°C, 20 min

2) SiH,l,
DCM, TA, 5 min

22% - 100 min

37 otmf®

Figure 23 : Radiosyntheése de la [18F]L-FDOPA par substitution SNAr d’un groupement A) nitro B) Ester boronique par
catalyse au cuivre."® C) Triméthyl ammonium

1285, Preshlock, S. Calderwood, S. Verhoog, M. Tredwell, M. Huiban, A. Hienzsch, S. Gruber, T. C. Wilson, N.
J. Taylor, T. Cailly, M. Schedler, T. L. Collier, J. Passchier, R. Smits, J. Mollitor, A. Hoepping, M. Mueller, C.
Genicot, J. Mercier, V. Gouverneur, Chem. Commun. 2016, 52, 836

129 A V. Mossine, et al. Org. Lett. 2015, 17, 5780

B0 A, S. Kamlet, C. et al., PlosOne, 2013, 8, 59187

BLE Lee, A. S. Kamlet, D. C. Powers, C. N. Neumann, G. B. Boursalian, T. Furuya, D. C. Choi, J. M. Hooker,
T. Ritter, Science, 2011, 334, 639
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En plus de ces réactions de fluoration par formation de liaison carbone-fluor-18, il existe
depuis quelques années des réactions de fluoration par formation de liaison hétéroatome
(aluminium, bore, silicium) -fluor-18. Ces approches, moins courantes pour le marquage de

« petites » molécules, seront discutées dans le chapitre 2.

5.2. Radiosynthése des principaux radiotraceurs de I’hypoxie

Les radiotraceurs 2-nitroimidazoles marqués au fluor-18 les plus utilisés tels que le
[*® F]IFMISO, le [*!F]FAZA, le [ F]HX4, le [**F]JFETNIM, le [*®F]FRP170 et le [**F]DIFA, ont tous
en commun la présence d’un ou plusieurs groupements alcools. Leur radiosynthése est assez
similaire et s’effectue par une méthodologie en deux étapes. La premiére étape est la
substitution nucléophile d’un groupe partant (tosylate ou nosylate) par I'ion *®F-fluorure. La
deuxieme étape est la déprotection de I'alcool en milieu acide ou basique pour enlever le(s)
groupe(s) protecteur(s) (tetrahydropyranyl/ acetyl / acétonide...). Leur radiosynthése et la

synthése de leur précurseur sont détaillées.

e [“*FIFMISO

Pour le [**F]FMISO, plusieurs méthodes de radiosynthése ont été décrites (Figure 24).
Historiquement, le [*®FJFMISO a été préparé a partir du (R)-glycidyl tosylate GOTS pour
former le [*F]EPI-F puis est ensuite ouvert par addition du cycle 2-nitroimidazole 6. La
méthode 1, est relativement longue (140 min), et peu efficace en raison de la volatilité de
I'intermédiaire [®F]EPI-F.2>'3313** |3 méthode 1 permet de synthétiser le [**F]FMISO avec
un rendement radiochimique de 40% apres un temps de synthése de 180 min et une activité
spécifique de 1 Ci/umol. La méthode 2 utilise comme réactif de départ le NITTP ([3-(2-
nitroimidazol-1-yl)-2-(oxan-2-yloxy)propyl] 4-methylbenzenesulfonate) qui par SN, du “*F

sur le tosylate forme le [**F]41. Le [*®F]41 est déprotégé en milieu acide pour obtenir le

327, J. McCarthy, C. S. Dence, M. J. Welch, Appl. Radiat. Isot. 1993, 44, 1129

13 M. Tada, R. Iwata, H. Sugiyama, K. Sato, K. Kubota, R. Kubota, H. Takahashi, H. Fukuda, T. Ido, J. Label.
Compd. Radiopharm. 1996, 38, 771

134 J.R. Grierson, J. M. Link, C. A. Mathis, J. S. Rasey, K. A. Krohn, J. Nucl. Med. 1989, 30, 343
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[*®(F]FMISO de maniére plus efficace, reproductible et adaptable a I'automatisation et

notamment a une purification sur cartouches.'” Le [**F]FMISO pour la méthode 2 est
obtenu avec un rendement radiochimique de 60% un temps de synthése de 50 min et une

activité spécifique de 1 Ci/umol.

Méthode 1
fo) ['8FIKF/Kyp, o K,CO,
—_— F—
A OTs ACN, P 100°C, 3 min \ 50%
100°C, 10 min ’
O,N
GOTS ["*FIEPI-F N)\NH ON
"
Méthode 2 6 - 18
OH
O,N OZ)N\ 18
” ['8F]FMISO
N)\N/Y\OTs [FIKFIKy, N7 N e HCl 0%
ACN, = OTHP 100°C, 3 min

OTHP 100°C, 10 min

['8F]41
NITTP

Figure 24 : Radiosynthéses du ["®F]FMISO

Lors de la mise en place d’un nouveau radiotraceur, la disponibilité et la facilité de synthése
du précurseur sont des critéres importants. Le [**FJFMISO est synthétisé a partir du NITTP,
qui peut étre préparé par différentes méthodes (Figure 25). La premiere a été décrite par Oh
et al. a partir du glycérol 42 monoprotégé sélectivement par un groupement THP puis les
groupements alcools libres ont été transformés en groupements tosylates pour obtenir la
molécule 43. L’étape limitante a été la substitution nucléophile du tosylate 43 par le 2-
nitroimidazole 6 avec un rendement modéré de 30%. Le NITTP a été préparé en 3 étapes
avec un rendement global de 18%."*> Une autre méthode a été décrite par I'équipe de Nieto,
en 2010, utilisant comme précurseur le a,B-Isopropylideneglycérol-y-tosylate 44 qui permet
d’alkyler le 2-nitroimidazole 6. L'intermédiaire 45 obtenu avec un rendement de 59%, a
ensuite été déprotégé, I'un des groupements alcools a été protégé par un groupement THP
et I'autre transformé en tosylate. Cette autre voie permet de préparer le NITTP en 4 étapes

avec un rendement global satisfaisant de 60%.°

1355, J. Oh, D. Y. Chi, C. Mosdzianowski, J. Y. Kim, H. S. Gil, S. H. Kang, J. S. Ryu, D. H. Moon, Nucl. Med.
Biol. 2005, 32, 899 )
38 E. Nieto, R. Alajarin, J. Alvarez-Builla, I. Larrafiaga, E. Gorospe, M. Pozo, Synthesis 2010, 2010, 3700
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NO,
N7 NH
Oh et al. 1996 \—/
Cs,CO
HO > OH  ———— Ts0” Y~ “oTs 2773, Rdt globat 18%, 3 étapes
OH OTHP DMF,  \
42 43 100°C, 1h NO,
NO, 31% A
A N7 N%
Nieto et a/. 2010 N” "NH \—/ OTs
\—/ 6 O THPO

o/\oK\OTs CSZCO;;,! N\)’\JN /\K\O 4>—> / NITTP
DMF, — o o .
A/ “ 110°C, 21h 45 7< Rdt globat 60%, 4 étapes

59%
94% si brut

Figure 25 : Différentes synthéses pour la préparation du NITTP, précurseur du [18F]FMISO

o [*FIFAZA

Le [*®F]FAZA est synthétisé par substitution nucléophile du précurseur 1-(2,3-di-O-acétyl-5-
O-tosyl-a-D-arabinofuranosyl) 2-nitroimidazole 46 par Iion '®F fluorure. L’hydroxyde de
sodium est ajouté pour enlever les groupements « acétyles » des alcools de la molécule
marquée [*®F]47 (Figure 26). Le [*®F]FAZA est obtenu avec un rendement radiochimique de

21% et une activité spécifique de 8 Ci/umol aprés 50 min.**’

18
OTs 18 o F

0 0 ON OH
OZ)N\ @// ["9FIKF/Ky2 OZ)N\ @f DINNaOH L/
JE—— _—
" o °C 5, NN Oac  30°C:2min "o oM
— 100°C, 5 min —

46 ['®F147 ['®FIFAZA
Rdt global de 21%

Figure 26 : Radiosynthése du [18F]FAZA

Le précurseur du [*®F]FAZA (Figure 27) a été préparé a partir du D-arabinose 48. Un des
groupements alcools a été sélectivement transformé en tosylate, et les autres groupes
alcools ont été protégés afin d’obtenir I'intermédiaire 49. L’intermédiaire 49 a permis
d’alkyler le dérivé 2-nitroimidazole silylé 50 préalablement préparé. Le précurseur du

['®FJFAZA 46 a été obtenu en 4 étapes avec un rendement global de 70%."3%%°

Y7 p. Kumar, D. Stypinski, H. Xia, A. J. B. McEwan, H.-J. Machulla, L. I. Wiebe, J. Label. Compd.
Radiopharm. 1999, 42, 3

138 p_ Kumar, L. I. Wiebe, M. Asikoglu, M. Tandon, A. J. B. McEwan, Appl. Radiat. Isot. 2002, 57, 697

139 p_ Kumar, L. I. Wiebe, E. Atrazheva, M. Tandon, Tetrahedron Lett. 2001, 42, 2077
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2 étapes de préparation
O,N

)\ OTs
_TES fo)

OH ors N7 N O,N

o 1. TsCl, pyridine o \—/ 50 "’)\ OAC

OH OAc N 7 N
HO 2. Ac,0, pyridine  AcO TfOTES \__/ OAc

OH OAc o .
48 49 100°C, 5 min 46

Rdt globat 70%, 4 étapes

Figure 27 : Synthése du précurseur du [*F]FAzZA

e [“*F]HX4

Le [*®F]HX4 a été obtenu par substitution nucléophile d’un nosylate 50 par un [**F]fluorure
conduisant au produit fluoré 51. Le groupement acétyle de ce dernier a été hydrolysé en
milieu acide (Figure 28). Le [*®F]HX4 a été obtenu avec un rendement radiochimique de 34%,

aprés un temps de synthése de 55 min et une activité spécifique de 66 Ci/umol.**°

oz)N\ O,N O,N
N“ "N /Ha\ OAc ['|FIKF/Ky,, N)\ N = OAc HCI N)\N OH
Ny ACN, Ny 130°C, 5 min Nsy
ONs 85°C, 7 min 18 18
50 [18F]51 ['®FIHX4

Rdt global 34%

Figure 28 : Radiosyntheése du [18F]HX4.

La synthése du précurseur 50 a été effectuée a partir du glycérol protégé 51, dont le
groupement alcool libre a été transformé en tosylate, puis en azoture. Le groupement
protecteur a été hydrolysé en milieu acide pour obtenir I'intermédiaire 52, qui a ensuite été
sélectivement protégé conduisant a |'azoture 53. L'azoture 53 a été engagé dans une
réaction de CuAAc avec le 2-nitroimidazole propargylique 54 préalablement préparé en
présence de K,CO3 dans le DMF avec un bon rendement de 85%. Enfin, le groupement alcool
a été transformé en nosylate 50. Le précurseur 50 du [*®F]JHX4 a été synthétisé en 6 étapes

avec un rendement correct de 28 %.'*

19D, R. Turton, H. M. Betts, D. Dutton, A. C. Perkins, Nucl. Med. Biol. 2015, 42, 494
YI'H, Kolb, J. C. Walsh, 2008, CA2683433C - Nitro-imidazole hypoxia imaging agents 76
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O,N
/SN
saN” )" o
1. TsClipyridine MeC(OEt); on oAc 1.K,CO; DMF PN
oo ——r OH OH ——» ¢ I T NN OAc
2. NaNy/DMF 2. NsCl, =/ N:N'N
3. Hcl Ny TEA, THF
OH N3 NsO
51 52 53 50

Rdt global 28% sur 6 étapes

Figure 29 : Synthése du précurseur du [18F]HX4

e [“*FIFETNIM

Le [*®)FJFETNIM a été obtenu par substitution nucléophile d’un tosylate 55 par un
[*®F]fluorure suivi de I’hydrolyse de I'acétonide 56 en milieu acide. Le [®*F]JFETNIM a été
obtenu en deux étapes avec un rendement radiochimique de 16% apres 50 min de

radiosynthése et une activité spécifique de 8.9 Ci/umol.**?

NO, TsO NO, NO, 18
18E]KF/K '°F HCI2N
N AN [°FIKF/Kpz, N )\N )\N o
— ACN, — 90°C, 5 min —
o) o] ,
°7< 90°C, 8 min °7< HO
55 [18F]56 [18F]FETN|M

Rdt global 16%

Figure 30 : Radiosynthése du [18F]FETNIM

Le précurseur du [*®F]FETNIM 55 a été synthétisé a partir du diol 57 2,3-O-Isopropylidéne-L-
threitol, transformé en ditosylate 58. Le ditosylate 58 a permis d’alkyler le 2-nitroimidazole 6

pour obtenir le tosylate 55 avec un rendement de 70%

Y2 T Gronroos, O. Eskola, K. Lehtio, H. Minn, P. Marjamaki, J. Bergman, M. Haaparanta, S. Forsback, O.
Solin, J. Nucl. Med. 2001, 42, 1397
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HO N%NH i TsO
TsCl, \—/ 6
“°ﬁ/2 - - Tsoq N7 V
o pyridine, 0 Cs,CO,/DMF 7<

o
CH,CI o

7< 22 7{ 70%

57

58

Figure 31 : Synthése du précurseur du FETNIM

e [**F]FRP170

Le [*®F]FRP170 a été obtenu par substitution nucléophile du tosylate 59 par le [*®F]fluorure,

puis le groupement acétyle 60 a été hydrolysé en milieu basique. Le [**F]FRP170 a été

préparé avec un rendement radiochimique de 25% et un temps de synthese de 60 min. %

/Nf’z ots NO, 18F NaOH NO, 18F
FIKF/K. a
N7 NN ["°F] 222 %N/\ )\N/\
\__/ DMF, ~ Vo OAc 40°C,1.5min \_; © OH
AcO 110°C, 3 min
59 60 ['8F]IFRP170

Rdt global 25%

Figure 32 : Radiosyntheése du [18F]FRP170

Le précurseur 59 du [*®F]JFRP170 a été synthétisé en 5 étapes avec un rendement global de

13%.

N N)\N,TMS
/[2 o \—/ 62 NO, oH 1-BuSnOjtoluene  NO2 OTs
o/\o/g 1.SnCl, ACN N)\N/\ /g 2. AcCIITHF-CH,CI, N*N/\o/g
o . \—/
o o 2. NH; MeOH \—/ Ho 3.TsCl/pyridine AcO
o .
61 7? 63 50% sur les 3 étapes 59
Figure 33 : Synthése du précurseur du FRP170
18
e [TFIDIFA

La radiosynthése de [*®F]DIFA et d’analogues ont été publiées en 2014 par le groupe de

Nakata.'**® Le [*®F]DIFA a été obtenu par substitution nucléophile du tosylate 64 par un

1432 . Kaneta, Y. Takai, Y. Kagaya, Y. Yamane, H. Wada, M. Yuki, R. Iwata, M. Tsujitani, S. Takahashi, S.

Yamada, JNM, 2002, 43, 109. Y. Ishikawa, R. Iwata, S. Furumoto, Y. Takai, Applied Radiation and Isotopes
2005, 62, 705-710.

143 4. Yasui, S. Zhao, K. Higashikawa, N. Ukon, Y. Shimizu, H. Matsumoto, N. Tamaki, Y. Kuge, J. Nucl.
Med. 2017, 58, 1027
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[*®F]fluorure, suivi de I’hydrolyse de I'acétonide 65 en milieu acide avec un rendement

radiochimique de 37%.

NO, NO NO
OTs 2 2
N)KN ["®FIKF/K a2, . %N 15F HCI 2N A 18F
R — ——> NN
\=/ Y ACN,  \=/ ?C\o 90°C, 5min  \—/ ?C\
o7< 90°C, 8 min o OH OH
64 [18F]65 [18F]D|FA

37%

Figure 34 : Radiosynthése de DIFA

Le précurseur 64 du [*®F]DIFA a été synthétisé a partir du triol 66 dont les groupements
alcools ont été sélectivement protégés pour conduire a lI'intermédiaire 67 qui a permis
I’alkylation du 2-nitroimidazole 6 avec un rendement de 57%. L’alcool 68 a été transformé en

tosylate pour conduire au précurseur 64 avec un rendement global correct de 27% sur 5

étapes.
NO,
HO N7 NH NO,
Br 1. CSA/acetone OTBS "\, NO, OH 1. TBAFITHF )\ OTs

JE— Br N)\N —_— N 7 N
OH 2. TBSCI, imdazole b KCOyDMF T\ 2. TsCl/pyridine \—/

OH DMF o o o)

7< 57% o7< o7<

66 67 68 64

Rdt global 27% sur 5 étapes

Figure 35 : Synthése du précurseur du DIFA

Les rendements radiochimiques des différents radiotraceurs 2-nitroimidazoles marqués au

fluor-18, leur temps de synthese et leur activité spécifique sont résumés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Caractéristiques des radiotraceurs fluorées 2-nitromidazole les plus connus

18 . Rendement Temps de synthése RAS
F-Radiotraceurs logP radiochimique (%) (min) (Ci/umol)
[18F]FMISO 0.40 60 50 1
[**F]FAZA -0.4 21 50 8
[*®F]HX4 -0.69 34 55 66
[18F]FETNIM 0.17 16 50 8.9
[18F]FRP170 0.09 25 60 0.7
[*®F]DIFA NR 40 69 NR

NR : non renseigné
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6) Conclusions

Il n"existe pas actuellement de radiopharmaceutique « idéal » pour lI'imagerie TEP de
I’hypoxie. L'ensemble des radiotraceurs de la famille des 2-nitroimidazoles sont caractérisés
par une clairance relativement lente et nécessitant une imagerie au-dela de 2 h post-

e . 7,112,144
injection.”” ™™

Il semblerait que le caractére hydrophile soit un facteur important en
imagerie. Les principaux radiotraceurs fluorés TEP de I’hypoxie sont représentés Figure 36 et
classés selon leur logP reflétant leur caractére hydrophile. Les radiotraceurs 2-nitroimidazole
restent toujours un sujet de recherche actuel, de nombreux analogues sont toujours

développés.

by Ny &
18F
N7°N NZONT\, /(/ N” N =
\—/ d 18 \—/ o OH \—/ /\,!:\,N
N
["®FIFMISO ['®FIFRP170 ['8FIHX4
0.40 0.09 -0.69
| 1 i
1 -
C
0.17 0.4 ?
NO NO NO.
)\ 2 OH )\ 2 o 18 )\ 2  HO
N7 NWF N? N—OH NN
— \—/ \—=/ 18F
HO
OH OH
['®*FIFETNIM ['®FIFAZA ['®FIDIFA

Figure 36 : Répartition de logP des différents radiotraceurs 2-nitroimidazole marqués au fluor-18

144 g, carlin, H. Zhang, M. Reese, N. N. Ramos, Q. Chen, S.-A. Ricketts, JINM, 2014, 55, 515
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Il. Travaux envisageés

Comme les rappels ci-avant I'ont mis en lumiere, il n’existe pas encore a I'heure actuelle de
radiotraceurs performants pour I'imagerie de I’hypoxie et la recherche d’'une sonde efficace

15 Le [*®F]FMISO reste le radiotraceur de référence. Cependant, les

est toujours d’actualité.
résultats récents obtenus avec le [*®FJHX4 ou encore ceux annoncés avec le [*®F]DiFA
semblent montrer que le caractere hydrophile serait un atout majeur en favorisant une

1% Nous avons alors envisagé de

clairance rapide et en permettant une meilleure spécificité.
développer de nouveaux dérivés 2-nitroimidazoliques dotés d’une hydrophilie encore
supérieure a celle du [*®FJHX4 (radiotraceur le plus hydrophile décrit a ce jour) dans un
double objectif : d’'une part mettre au point une imagerie de I’hypoxie précise et sensible,
d’autre part évaluer véritablement I'impact de I’hydrophilie du radiotraceur sur la
performance de l'imagerie. Nous avons concu de nouveaux radiotraceurs (molécules
FLUSONIM, 69, 70, 71, 72, 73, 74) sur la base de la structure du [18F]HX4, avec la présence
de I'entité 2-nitroimidazole 6, de I'atome de fluor-18, du motif 1,2,3-triazole et du groupe
sulfonate en remplacement du groupe hydroxyle (Figure 37). Les différents analogues
envisagés se différencient par les chainons reliant ces éléments structuraux principaux, et
correspondant a des chaines alkylénes perfluorées on non, ou a un noyau phényle. La
justification des éléments structuraux choisis (hormis celle du fluor-18, radioisotope de choix

pour l'imagerie nucléaire, et du motif 2-nitroimidazole indispensable pour I'hypoxie) est

discutée ci-apres.

155 Apte, F. T. C. and E. E. Graves, Curr. Org. Synth. 2011
146 5. Watanabe, S. Okamoto, K. Hirata, T. Shiga, T. Toyonaga, K. Kobayashi, O. Manabe, Y. Uchiyama, J.
Katahata, Y. Munakata, K. Magota, K. Nishijima, Y. Kuge, N. Tamaki, J. Nucl. Med. 2017, 58, 839
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Figure 37 : Dérivés fluorés 2-nitroimidazoliques ciblés

1) Justification des choix structuraux

1.1. Le motif 1,2,3-triazole

Le motif 1,2,3-triazole est un hétérocycle a cinq chainons comportant deux atomes de

carbone et trois atomes d’azote contigus, connu pour étre un bioisostére du groupe

147

amide.™ Il permet la formation de liaisons hydrogénes contribuant a améliorer la solubilité

du composé le comportant. D’'un point de vue syntheése, il résulte de la cycloaddition de

Huisgen ou de la CuAAc (Copper(l)-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition), réactions de

chimie click largement utilisées en chimie médicinale."****’

Le terme de « chimie click » est introduit en 2001 par Sharpless et employé pour des

réactions rapides, stéréospécifiques et avec de bons rendements et sans production de

150,151

produits parallélles. La CuAAc appartient a ce groupe de réactions a c6té des additions

de thio-Michaél, de la ligation de Staudinger, la IEDDA (cycloaddition de Diels-Alder a

152

demande inverse en électrons) et la SPAAC™ (Strain-Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition),

ces dernieres ayant la propriété d’étre bioorthogonales. C’'est Huisgen qui décrit en 1963 la

YT A, Massarotti, S. Aprile, V. Mercalli, E. Del Grosso, G. Grosa, G. Sorba, G. C. Tron, ChemMedChem 2014,
9, 2497

183 G. Agalave, S. R. Maujan, V. S. Pore, Chem. — Asian J. 2011, 6, 2696

19K, Bozorov, J. Zhao, H. A. Aisa, Bioorg. Med. Chem. 2019, 27, 3511

10'H, C. Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharpless, Angew Chem Int Ed 2001, 18

B ML. V. Gil, M. J. Arévalo, O. Lépez, Synthesis, 2007, 32

2D, W. Kim, J. Fluor. Chem. 2015, 174, 142
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formation du 1,2,3-triazoles par réaction de cycloaddition 1,2 dipolaire entre un alcyne et un

153,154

azoture. Cette réaction activée thermiquement conduit a un 1,2,3 triazole substitué en

150
l.

position 4 ou 5. Kolb et a en 2001 ont reconsidéré cette réaction avec l'introduction de

cuivre en quantité catalytique pour rendre la réaction régiosélective en position 4. Dans ces

conditions, cette réaction est dénommée CuAAc.™>

Le cuivre pris comme catalyseur est
utilisé sous forme de sels de cuivre de degré d’oxydation | (iodure, bromure ou acétate de
cuivre). Ces derniers pouvant facilement étre oxydés par I’air sont souvent associés pour les
réactions de click a des agents réducteurs tels que I'acide ascorbique ou des bases (TEA,
DIEA)."® Lutilisation de cuivre-63 a permis de montrer que le mécanisme de la réaction met

en jeu deux atomes de cuivre.”’

régioisomeéres

1,4 1,5
O\N’N\‘N N N\\N
e g
O_ ® o 1,4
N=N=N = N =
Q oo OuNf_\N =0 ca (U
[Cul <——= ()= -
[cu]
H* i Cu
O —
%@a_ﬁm
N N N/O

Schéma 1 : Produits de réaction de la CUAAC et Mécanisme d'une réaction de CUAAC entre un alcyne et un azoture.

1.2. Les chainons alkylidénes, phenylénes et perfluorés

153 R. Huisgen, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1963, 2, 565

14\, V. Rostovtsev, L. G. Green, V. V. Fokin, K. B. Sharpless, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2596
155C. W. Tornge, C. Christensen, M. Meldal, J. Org. Chem. 2002, 67, 3057

1% F Fazio, M. C. Bryan, O. Blixt, J. C. Paulson, C.-H. Wong, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 14397
7B, T. Worrell, J. A. Malik, V. V. Fokin, Science 2013, 340, 457
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Afin d’établir des relations de structure-activité, nous avons souhaité effectuer des
modifications structurales tels que I’ajout d’alkyle, d’aryle, d’alkylpolyfluoré. Les effets
électroniques ou 'encombrement stérique jouent un réle dans I'activité de la molécule.™®
Par exemple I'ajout d’un groupement phényl peut figer la libre rotation des liaisons,
augmenter la lipophilie de la molécule. Néanmoins ce groupement apolaire n’offre pas la
possibilité de former des liaisons hydrogénes de par I'absence d’hétéroatome, ou
modification du pKa ou la surface polaire. Augmentation de I’hydrophilie avec des

° Jeffries a montré que l'ajout de groupements

groupements CH, ou triazole.”
difluorométhane ou trifluorométhane sur des chaines alcools influencait leur lipophilie (logP)

(Tableau 5). 160141

Tableau 5 : Valeur de logP, pKa et PSA des groupements fonctionnels choisis

Entrée Nom Structure LogP pKa/b TPSA
1 Méthylene -CH,- -1.02° - -
2 1,2,3-Triazole ”'L"‘N -0.63°  1,2et87 4157
2,2,3,3-tetrafluorobutan- F;
3 HoO ¢ O 0.87°¢ 13.3 20.23
1-ol F2
4 Butan-1-ol HO™ " 0.88°¢ 16.1 20.23
5 4,4 A-trifluorobutan-1-ol HO™ ™>""CF, 0.91°¢ 15.4 20.23
2,2,3,3,4,4,4- F,
6 Ho e O e, 1.98° 11.4/12.53 20.23
heptafluorobutan-1-ol Fa
7 Benzene © 2.18° - -

159 160
h™¢ |

® cLogP b reporté par Smit LogP expérimenta

158 R. M. Zavod, J. J. Knittel, Principles of Discovery, 2002

9D, A Smith, ADMET RSC, 2010

180, Jeffries, Z. Wang, J. Graton, S. D. Holland, T. Brind, R. D. R. Greenwood, J.-Y. Le Questel, J. S. Scott, E.
Chiarparin, B. Linclau, J. Med. Chem. 2018

181 Drug Design: Structure - Activity Relationships. PharmaFactz 2014
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1.3. Le groupe sulfonate

Le groupe sulfonate (SO3) est trés présent dans les molécules naturelles et médicaments.™®
On peut citer la taurine (acide 2-aminoéthanesulfonique), présent dans le tissu nerveux, les
muscles et le cceur. L'homotaurine, analogue de la taurine et de I'acide y-aminobutyrique
(GABA), un neurotransmetteur majeur du systeme nerveux central, fait I'objet d’une étude

clinique en phase lll pour le traitement de la maladie d’Alzheimer. 1%

L'acamprosate,
vendu sous le nom de marque Campral, est un médicament utilisé pour traiter la
dépendance a l'alcool. Par ailleurs, il est bien connu que la présence du groupe sulfonate
procure de I'hydrophilie a une structure organique. L'introduction d’un groupe sulfonate est
largement exploitée dans la synthése de fluorophores organiques hydrophiles tels que 75,76

et 77 utilisables en imagerie in vitro ou in vivo et caractérisés par une structure

polyaromatique comme les dérivés présentés Figure 38.

Produits naturels Fluorophores
Produits de synthése

A) SO;
o\\ o Q\ (o) o N(\/ o /T‘QO{
- - +
N

Taurine Homotaurine acide y-aminobutyrique
logP -2.6 fogP -3.8 logP -3.17
C)
o
fo) o
] o
HOJJ\/\ﬁ\O_ )J\ N /\/\S/
NH;* O H A
acide cystéique Acamprosate
logP -4.1 logP -1.1

Figure 38 : Molécules naturelles ou artificielles contenant un groupement sulfonate molécule dont pour la spectroscopie
NIR A)IGSB) 166 C)167

162 A, Kalir, H. H. Kalir, Biological Activity of Sulfonic Acid Derivatives 2006

3 M. C. Chung, P. B. Malatesta, P. L. Bosquesi, P. R. Yamasaki, J. L. D. Santos, E. de O. Vizioli, In
Pharmaceuticals; 2012

164 3. D. Madura, J. B. Lombardini, J. M. Briggs, D. L. Minor, A. Wierzbicki, Amino Acids 1997, 13, 131

1655, M. Pauff, S. C. Miller, J. Org. Chem. 2013, 78, 711

16D Wu, D. F. O’Shea, Org. Lett. 2013, 15, 3392

1" D. M. Mizrahi, O. Ziv-Polat, B. Perlstein, E. Gluz, S. Margel, Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 5175
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Les groupes sulfonates peuvent étre synthétisés par ouverture de sultones.'®® Les sultones
sont des esters sulfoniques cycliques, et considérées comme les analogues soufrés des
lactones. Erdmann en 1888, propose le terme sultone provenant de la contraction de

sulfone et lactone.'®

Les sultones décrites jusqu’a présent contiennent de 4 a 15 chainons.
Plusieurs nomenclatures sont utilisées pour les numéroter (Figure 39): avec les chiffres
arabes ou lettres grecs de la chaine carbonée la plus longue dont I'origine est le carbone en
o du soufre et ajout du suffixe sultone. La dénomination des hétérocycles en utilisant les
préfixes des hétéroatomes (oxa pour I'oxygene, thia pour le soufre...) et les suffixes éthane,

olane, ane, ou épane pour les taille du cycle 4, 5, 6 ou 7 chainons est également utilisée.

Pour la suite du manuscrit les termes de propane sultone 79 et butane sultone 80 seront

employés.
(e o)
9 9/0 N
Oy é’/o 1 é( 1950
S0 g 230 “3 230 32y
|3_14| 4 6 2pa 5
1o 2 2;34 53 2PN\~ 45 5 6/
s v 3y 3y 45
ethane-1,2-sultone propane-1,2-sultone butane-1,2-sultone pentane-1,2-sultone
ethane-B-sultone propane-y-sultone butane-§-sultone pentane-g-sultone

1,2-oxathiane-2,2-dioxide 1,2-oxathiolane-2,2-dioxide 1,2-oxathiane-2,2-dioxide 1,2-oxathiepane-2,2-dioxide

Figure 39 : Nomenclature des sultones les plus rencontrées

L'ouverture des sultones par de nombreux nucléophiles comme les amines ou alcoolates, est
largement décrite dans la littérature. Cette réaction permet la synthése de liquides ioniques
comme [(HSO3)4C4C1im][HSO,] et 81,7%11172173 de détergents ou de fluorophores

hydrophiles tel que le BODIPY 821"

188 \W. Harnying, D. Enders, 2004

194, Erdmann, Justus Liebigs Ann. Chem. 1888, 247, 306

0 N. Paape, W. Wei, A. Bésmann, C. Kolbeck, F. Maier, H.-P. Steinriick, P. Wasserscheid, P. Steffen Schulz,
Chem. Commun. 2008, 0, 3867

1y Kohno, T. Makino, M. Kanakubo, React. Chem. Eng. 2019, 4, 627

12 A 'S. Amarasekara, Chem. Rev. 2016, 116, 6133

1731 Niedermaier, C. Kolbeck, N. Taccardi, P. S. Schulz, J. Li, T. Drewello, P. Wasserscheid, H.-P. Steinriick, F.
Maier, ChemPhysChem 2012, 13, 1725

¥ H. C. Daly, G. Sampedro, C. Bon, D. Wu, G. Ismail, R. A. Cahill, D. F. O’Shea, Eur. J. Med. Chem. 2017,
135, 392
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—SZ Nu —SZ_
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Nu
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Figure 40 : Exemples d’ouverture de sultones par des nucléophiles

Aucun exemple d’ouverture de sultone avec les ions fluorures n’avait été décrit. La
laboratoire a introduit pour la premiere fois au laboratoire la synthése de

[18/19F]fluorosulfonate par réaction d’ouverture d'un cycle sultone par les ions

[18/19F]fluorures.175 Nos travaux préliminaires a partir des sultones modéles (Tableau 6) ont
montré que la réaction de fluoration était quantitative en utilisant du TBAF non radioactif.
Les radiofluorations ont été réalisées avec le complexe K[18F]F/K222 a TA, 50°C ou 110°C.
Leurs rendements dépendent de la nature du substrat. Les résultats montrent que le cycle
propane sultone s’ouvre plus facilement que le cycle butane sultone. La benzoyle sultone
(Tableau 6 entrée 5) s’est avérée moins réactive avec seulement 15% de rendement, cette

faible conversion s’explique par la déprotonation du proton acide en o du carbonyle par

I’anion fluorure.

15 5 Schmitt, C. Bouteiller, L. Barré, C. Perrio, Chem. Commun. 2011, 47, 11465
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Tableau 6 : Dérivé sulfonate issu de I'ouverture du cycle sultone. Schmit 2011'"°

(o o) 18-
\\S//\ F ) 303'
l/’_‘ o —M» ,” ° 18F
R ) AN R .
n - N n=1,2

T°, time

Entrée Précurseur Sultone [ISF]Fluorosulfonate T (°C) Temps RCC

(min) (%)
C\)\ 0 SO;K
1 ©/\D° m RT 10 80
18F
Q\SP SO,K
2 OAU o 110 5 65
Q 0 SO;K
3 @/\Ls:o m 50 2 42
NC
NC 18F
4 P MK 110 5 60
O o o o
5 W SOsK 110 15 15
DA
18F
6 \@o o TA 5 85
c'?\\o SO;K

RCC : rendement radiochimique corrigé

Ces résultats intéressants ont été exploités par le marquage en deux étapes de la lysine en
partant de la bissultone 86. La radiofluoration a été effectuée avec le [*8F]TBAF a 75°C
pendant 15 min dans I'acétonitrile avec un rendement de 67%. L'intermédiaireissu de cette
premiére étape a été traité avec la NH,-lysine pour obtenir le dérivé 87 avec un rendement

radiochimique global correct de 37%.'7

o 1.['®FITBAF, 70°C, 5 min, H
. N Cco,”
-0 MeCN, 67% 18 SN2

SOy

o

[*N

\‘/,Iro
< s

(¢}

4l

I

w

2. Lysine, 110°C, 5min,  ©3°
86 MeCN/H,0, 55% 87

Schéma 2 : Radiofluoration de la lysine via la bisultone.
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Cette approche a été reprise par Priem et al. en 2012 pour le marquage du dodecapeptide

176 53 radiofluoration a été

EP43 en deux étapes avec la phényl biscarbonylsultone 88.
effectuée dans I'acétonitrile avec le complexe [*®F]KF/K,» & 110°C pendant 20 min
(rendement 25%). L'intermédiaire fluoré est impliqué dans la conjugaison au peptide en
présence de DIPEA dans un mélange ACN/DMF a 80°C pendant 30 min avec une conversion

de 55% pour le peptide radiomarqué 89.

1. ["8FIKF/K 0,

o 100°C, 20 min,
o /
7
o

2. NH,{ peptice ) DIPEA,
88 80°C, 30 min,
MeCN/DMF, 55%

Schéma 3 : Marquage au fluor-18 du dodécapeptide grace a la sultone 88.

1.4. Stratégie et sultones clés

En raison des avantages de la réaction d’ouverture du cycle sultone par I'anion fluorure
rappelés précédemment, nous avons basé la stratégie générale de radiosynthése des
nouveaux dérivés sur une seule étape de radiofluoration d'une sultone précurseur
appropriée. Cette sultone précurseur serait concue par réaction CuAAc pour former le cycle
1,2,3-triazole a partir des dérivés azotures correspondants et de la sultone propargylique 90

synthétisée a partir de la sultone 80 et du bromure propargylique 91.

NO,
Ay-X
N 4 N- \N
\—/ N
lll:/r‘>/ Y\/\k
F
o§/SQO
o
X, Y= CHz,
Y = C¢H4CHy

Figure 41 : Dérivé cible obtenus a partir de la sultone propargylique clé 90

76 T Priem, C. Bouteiller, D. Camporese, A. Romieu, P.-Y. Renard, Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 1068
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La syntheése des sultones fait appel a une chimie qui reste relativement difficile. Il existe deux
grandes voies, soit par construction du cycle sultone impliquant la préparation multi-étapes

V78179 shit par fonctionnalisation d’une sultone disponible

des réactifs de départ
commercialement. Cette derniere approche, plus immédiate, exploite le caractere acide du
proton en o du soufre pour introduire des électrophiles aprés déprotonation. Elle a été
exploitée pour la premiere fois par Durst en 1969 dans le cas de la fonctionnalisation des
propane et butane sultones 79 et 80 avec différents réactifs carbonylés (acétone,
benzophénone, benzaldéhyde...) ou halogénés (bromure de benzyle, iodure de méthyle...)

180

apres déprotonation avec le butyllithium (Tableau 7). Chang en 2015, a repris cette

approche pour synthétiser la propane sultone propargylique silylée 92 obtenue avec un

rendement de 39% (entrée 6 Tableau 7).'*!

Plus précisément, le mode opératoire consiste
en l'ajout du n-butyllithium (1 équiv) au goutte a goutte sur la propane sultone 79 (1.1
équiv.) dans le THF a -78°C (1.0 équiv.), puis aprés 15 min l'addition du bromure de

propargyle triméthylsilylé 93 (1 équiv).

Tableau 7 : Synthéses décrites de sultones

o\ /o O\ /O
g’ )Buli o g’
( o ~o
2) Réactifs
Entrée Réactif Produit Rendement Référence

YTW. E. Truce, D. N. Burdge, R. J. Steltenkamp, J. Org. Chem. 1962, 27, 3913

8 £ G. Bordwell, R. D. Chapman, C. E. Osborne, J. Am. Chem. Soc. 1959, 81, 2002
T, Durst, K.-C. Tin, Can. J. Chem. 1970, 48, 845

180T, Durst, J. du Manoir, Can. J. Chem. 1969, 47, 1230

181 C.-C. Chang, R. Letteri, R. C. Hayward, T. Emrick, Macromolecules 2015, 48, 7843
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1 (o] Ho O 0

Py % R=iPr 19%
0o R=CgH 68% ,
R R)\LO R= (('?s"fs)z 49°/: Smith 1981
EtO OEt OEt o\\s,/
2 Eto,\Si'\/\/l Eto\/s'i/\/\(_‘/o 19% Margelefsky 2007
EtO
0 o Q\Slp
OEt \O ) -
3 30% Schmitt 2011
\\s//
Br \O B 175
4 90% Schmitt 2011
o o0
OMe \‘S’/
£-BUO No) 51% Priem 2012"°
5 = t-BuO
© o
P Br c\)‘s//o
6 / P §
™S ™S~ P 39% Chang 2015"*
93 92

Dans le cadre de travaux préliminaires antérieurs a cette thése, I'étude de la réaction pour la
synthése des sultones 90 et 94 a été entreprise au laboratoire™® et a été comparée a celle
du 92 utilisant le bromure de propargyle silylé 93. Les résultats ont montré que I'obtention
de la sultone propargylique 90 et originale était plus efficace en une seule étape avec un
rendement de 40% et 20-35% en partant du bromure de propargyle non silylé 91. Cette
méthode permet de s’affranchir de I'étape délicate de déprotection des sultones 92 et 95

réalisée avec des rendements de 86% et 41%.

182 M. B. Smith, J. Wolinsky, J. Org. Chem. 1981, 46, 101

18 E. L. Margelefsky, R. K. Zeidan, V. Dufaud, M. E. Davis, J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 13691

184 A -E. Lafargue, Synthése et réactivité de sultones pour le développement de biopharmaceutiques destinés a
I’imagerie par tomographie par émission de positons. thése, Caen, 2016
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n=134%
n=232%
> o 0o TBAF, 00
s’ 1) BuLi, 1% THF ¥ e
\ N o, \ n=
o Z o el Z ° gon=2
n THF  TMS . o . =
2) -78°C. 4h n=186%
79n=1 B 92n=1 n=2 41%
80n=2 / r 95n=2 1)BuLi, | 2)
T™MS™ g3 THF 7 Brot
78°C,4h | =1 20-35%
n=2 40%
Q.0
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S\o 79n=1
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n

Schéma 4 : Synthése de la propane ou butane sultone propargylique.

La littérature a montré que la propane sultone 79 est plus réactive et s’ouvre plus facilement
gue la butane sultone 80. Néanmoins sa synthése pose des probléemes de reproductibilité de
par des rendements tres variables. La butane sultone propargylique 90 est donc un bon

compromis pour obtenir, aprés ouverture du cycle par un fluorure, un fluorosulfonate.
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Ill.Resultats

La présentation des résultats est organisée en deux parties. La premiére est dédiée a la
synthése, la radiosynthése et I'évaluation en imagerie TEP du [**F]JFLUSONIM, le premier
dérivé développé dont la structure est la plus proche du [*®F]HX4. La seconde partie est
consacrée au développement des autres analogues 69, 70, 71, 72, 73, 74, 96 et 97(Figure 42)

et aux résultats préliminaires d’évaluation in vivo.

*F = [19F]/[18F]
NO, NO, NO,

o o F F
I~ §-0 N>/\N_/\N N $=0 N%N% N=N o
N — = \ { /
N\) NN C\) = N o — F F N~ //S‘\O
FLUSONIM ‘F 69 ‘E 70 o

Figure 42 : Molécules cibles 69, 70, 71, 72, 73, 74, 96 et 97

2) Le FLUSONIM

Le développement du [ F]JFLUSONIM a été initié dans le cadre de la thése de A.E. Lafargue
en 2016 et correspond a la structure la plus simple comportant le cycle 2-nitroimidazole 6
relié par I'atome d’azote en position 1 via le chainon méthyléne au cycle triazole, lui-méme
substitué par la chaine alkyle comportant I'atome de fluor et le groupe sulfonate. Son
précurseur pour la fluoration est la sultone 98 issu de la réaction de click entre I'azoture 99
et la sultone propargylique 90. Nous avons entrepris de reprendre et d’optimiser a la fois sa

synthése, sa radiosynthése et sa production sur automate pour effectuer son évaluation

185 A -E. Lafargue, C. Perrio, Composés utiles comme agents d’imagerie 47
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dans différents modeéles animaux (sarcome et glioblastomes) afin de le valider comme

radiotraceur pour I'imagerie TEP de I’hypoxie.

Le [*®F]JFLUSONIM contient un groupe sulfonate issu de I'ouverture de la sultone 98 par un
ion fluorure. Le précurseur du [18F]FLUSONIM 98 est issu de la réaction de chimie click entre

la sultone propargylique 90 et le composé azoture 99.

FLUSONIM

Figure 43 : Rétrosynthése du [**FJFLUSONIM

2.1. Synthése du précurseur du [ FIFLUSONIM

2.1.a) Approche utilisant le bromochlorométhane

La synthése de la sultone 98 a été réalisée par chimie click entre la sultone propargylique 90
et I'azoture 99 préparé a partir de 2-nitroimidazole 6. Le 2-nitroimidazole 6 a été converti en
chlorométhyle 2-nitroimidazole 100 avec un rendement de 42% comme décrit dans la
littérature®® par réaction avec le bromochlorométhane 101 (20 équiv.) en présence de
carbonate de césium (2 équiv.) dans le DMF a température ambiante pendant 24 h. Le
rendement modeste obtenu s’explique par la faible nucléophilie du 2-nitro-1H-imidazole 6
rendant son alkylation difficile. Le prolongement du temps de réaction ou I'augmentation de
température de réaction jusqu’a 100 °C n’a pas permis de rendre |'alkylation plus efficace. La
réaction de l'intermédiaire chloré 100 avec l'azoture de sodium (3 equiv.) en présence
d’iodure de potassium (0.5 équiv.) dans I'eau a conduit a I'azoture 99 avec un rendement de
85%. La sultone propargylique 90 a été préparée selon la méthode citée précédemment par
alkylation avec le bromure de propargyle 91 de la butane sultone 80 déprotonée avec le n-
butyllithium dans le THF a -78 °C avec un rendement modeste de 40%. La cycloaddition de

CuAAC entre I'azoture 99 et la sultone propargylique 90 a été réalisée en présence de iodure

186 M. Bonnet, C. R. Hong, Y. Gu, R. F. Anderson, W. R. Wilson, F. B. Pruijn, J. Wang, K. O. Hicks, M. P. Hay,
Bioorg. Med. Chem. 2014, 22, 2123
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de cuivre (0.1 équivalent) et de NEt; (0.1 équivalent) dans le dioxane a température
ambiance pendant 12 h. La sultone précurseur 98 a été obtenue avec un rendement de 85%.
En bilan, la synthése totale de la sultone précurseur 98 a nécessité 4 étapes et a conduit a un

rendement global de 15%.

NO, Br  Cl101 NO, NO
NaN; KI 2
S - LT N L N
\=/ DMF, \—/ ¢ Ho =/
TA, 24h reflux, 24h Cul, NEt;
6 42% 100 86% 99 -
dioxane
TA, 48h
q\SP BuLi o‘\s" 65%
\o ’ ~
/Br b é (o]
THF
-78°C, 4h
91 80 40% 90

Schéma 5 : Synthése du précurseur du [lsF]FLUSONIM 98

Depuis 2017, le produit commercial chlorobromométhane 101 utilisé pour la synthése de
I'intermédiaire chloré 100 est soumis a la réglementation de I'EPA (Environmental Protection
Agency) car il fait partie des substances appauvrissant la couche d’ozone. Celui-ci n’étant
plus disponible, il nous a été nécessaire de chercher une autre voie de synthése pour

synthétiser la sultone précurseur 98.

2.1.b) Approches alternatives

Nous avons envisagé deux rétro-synthéses distinctes (Figure 44) :

- La premiere met en jeu soit I'intermédiaire chloré 100 impliqué dans la synthese
précédente, mais celui-ci serait obtenu selon une méthode originale, soit un
analogue possédant a la place de I'atome de chlore un groupe partant Z de type
halogene ou tosylate. Dans les deux cas, la synthése se poursuit par la substitution
nucléophile du groupe partant avec I'azoture pour conduire a I’'azoture 99.

- La seconde approche permettrait d’obtenir la sultone 98 a partir de I"alkylation d’un
triazole portant un groupe partant Z. Ce triazole serait obtenu par la réaction de
chimie click entre la sultone propargylique 90 et un azoture, portant un groupe

partant Z.
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NO, 2 NO,
N Approche 1 - N)\NJ — N)\NH
[ S—NO, 00 = =
N \\s//
S ~0 Z = groupe partant 6
N=N
(o) (o) o
98 z N:no-5° z 0-=%"
\—N _ N3J -+ \\

90

Figure 44 : Approches rétrosynthétiques

Dans tous les cas se pose la question de la réactivité du 2-nitroimidazole 6 dans la réaction
d’alkylation. Le 2-nitroimidazole 6 est difficilement soluble dans les solvants organiques.
D’autre part, la fonction nitro induit un effet inductif et mésomeére attracteur, qui a pour
conséquence d’appauvrir électroniquement le noyau aromatique et de diminuer la densité
électronique sur I'atome d’azote. Les valeurs de pKa montrent que le 2-nitroimidazole 6 est

une base beaucoup plus faible que I'imidazole non substitué.*®’

2
712 3 N7 NH 4.5
\—/
4 5
2- Nitroimidazole Imidazole
2-Nitro-71H-imidazole 1H-imidazole
Azomycin, Amicin 1,3-diazole, glyoxaline

Figure 45 : Structures du 2-nitroimidazole et de I'imidazole.’®

e Approche rétrosynthétique 1 : nouvelles syntheses de l'intermédiaire chloré 100 et

de ses analogues

Les nouvelles synthéses envisagées de l'intermédiaire chloré 100 ou de ses analogues
halogénés 102, 103, ou tosylés 104 consiste en I'alkylation directe du 2-nitroimidazole 6 avec
un dihalogénométhane 105, 106, 107 ou un équivalent ditosylate 108 (voie 1) ou de son sel

correspondant 109, 110 ou 111 (voie 2, Schéma 6). La troisieme voie met en jeu la synthese

187°C. E. Miiller, In Imaging of Hypoxia: Tracer Developments; Machulla, H.-J., Ed.; Developments in Nuclear
Medicine; Springer Netherlands: Dordrecht, 1999; pp. 47-59
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des 2-nitroimidazoles fonctionnalisés puis leur conversion en dérivé halogéné 105, 106, 107

ou tosyle 108 (voie 3).

105Z=Cl
106 Z=Br
z" >z 107zZ=1
108 Z=0OTs
Voie 1
NO, NO, NO, z
Voie 2 A~
N)\NH _ N%N-Y+ z” Z N)\NJ
\_—/ - \_ P—
6 109 Y= Na
110 Y=K 4 100z =Cl
. 111 Y=TBA K 102Z=Br
Voie 3 103Z=1
)N\Oz X 104 Z = OTs
N” NJ .........

X =O0OCOR, OMe, SMe...

Schéma 6 : Différentes voies pour I"approche 1

Voiel:

Le 2-nitroimidazole 6 a tout d’abord été mis en réaction a température ambiante dans le
DMF avec le dichlorométhane 105, le dibromométhane 106 ou le diiodométhane 107 en
présence de base Cs,CO3; K;CO3; NEts (2 équivalents). Malgré de nombreux essais résumés
dans le Tableau 8 pour lesquels ont été changés le nombre d’équivalents du réactif
dihalogéné, I'ordre et la vitesse d’ajout des réactifs, le temps de réaction, I'ajout de KI, la
formation des composés souhaités n’a jamais été observée. Le 2-nitroimidazole 6 de départ
a été récupéré intact la plupart du temps. Dans certains cas, nous avons pu constater la

présence du produit bis-nitroimidazolique 112 confirmé par analyses RMN et HRMS.

Voie 1
105Z=Cl No

NO, 27~z 106Z=Br 2 7 ON_
)\ b 107Z=1 )\NJ N/ﬁ jé
N7 NH P edul 408 Z=0Ts N™ N NVN\/)
\=/ Base (2 equiv.) O,N
6 DMF, 48h, TA 100Z=Cl 112

1022 =Br

103Z=1

104 Z = OTs

Figure 46 : Voie de synthése n°1

Tableau 8 : Différents essais réalisés pour I’alkylation du 2-nitroimidazole avec un méthyléne dihalogené.

Entrée X= Equiv. Base Temps Produit récupéré Rdt (%)
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(h)
1 Br 20 Cs CO, 24 112 75%
2 30 24 112 75%
3 20 NEts 16 NI X
4 20 K,CO3/ACN 4° NI X
5 cl 30 Cs,CO, 24 6 20
6 30 NEts 24 NI X
7 20 K,COs/ACN 4° 6 10
8 I 20 Cs CO, 48 NI X
9 30 24 NI X
NI = non identifié °80°C

En 2017, Cao a décrit l'alkylation du 2-nitroimidazole 6 avec I'éthyléne bistosylate en

188 Nous

présence de triéthylamine dans le DMF pendant 48 h avec un rendement de 43%.
avons adapté cette réaction pour l'obtention du 2-nitroimidazolylméthyltosylate 104 en
utilisant le méthyléne bistosylate 108 précédemment décrit dans la littérature par Rodnick
et al.'® Le ditosylate 108 a été synthétisé par double substitution nucléophile du
diiodométhane 107 avec le tosylate d’argent 113 dans |'acétonitrile a 80 °C pendant 20 h
avec un rendement isolé de 60%, bien inférieur a celui de la littérature (80-90%). Nous avons
envisagé une purification par simple filtration sur célite® (A) a la place de la purification par
chromatographie sur gel de silice (B). L’alkylation du 2-nitroimidazole 6 a ensuite été réalisée
dans le DMF avec le méthyleneditosylate 108 (1.1 équivalent). Nous avons fait varier certains
parameétres tels que: la température, la nature et le nombre d’équivalents de la base
(Tableau 9). A 50 °C, nous avons observé la dégradation du méthyleneditosylate 108.
L'utilisation des bases K,COs, NaH ou nBuli a la place de la EtsN n’a pas été utile. La méthode
de purification du méthylene ditosylate 108 (A ou B) semble avoir eu de l'influence sur la
réaction (entrée 1 et 2). Malgré de nombreux essais nous n’avons pas pu obtenir un
rendement supérieur a 28% pour le tosylate 104 obtenu avec 1.5 equiv de EtsN a

température ambiante. Ce faible rendement peut s’expliquer par la faible stabilité du

méthylene ditosylate 108.

188 3. Cao, Y. Liu, L. Zhang, F. Du, Y. Ci, Y. Zhang, H. Xiao, X. Yao, S. Shi, L. Zhu, H. F. Kung, J. Qiao, J.
Radioanal. Nucl. Chem. 2017, 312, 263
189 M. E. Rodnick, A. F. Brooks, B. G. Hockley, B. D. Henderson, P. J. H. Scott, Appl. Radiat. Isot. 2013, 78, 26
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TsOAg 113

ACN
CH2l2 | 45, 60°C
107 60-90%

NO, NO,
By CH,(OTs), 108 P O\\S

z —_— N7 N
N\:_JNH Base (nb eq) \—/ 0 \\0
DMF
48h, T(°C)
6 0-28% 104

Schéma 7 : Synthése du méthyléneditosylate 2-nitroimidazole.

Tableau 9 : Différentes conditions pour I’alkylation du 2-nitroimidazole avec le ditosylate.

Entrée Purification de 108 Base Base(nbeq) Température (°C) Rdt (%)
1 A NEt; 1.5 25 15
2 B NEt; 1.5 25 28
3 B NEt; 1.5 50 7
4 B NEt; 3 25 17
5 A K,CO3 3 25 7
6 B NaH 1.5 25 15
7 B n-BuLi® 15 25 12

A filtration sur célite® B chromatographie sur gel de silice. (a) Temps de réaction : 3 h

Afin d’améliorer le rendement de I'alkylation du 2-nitroimidazole 6, le ditosylate 107 a été
mis en réaction avec le Nal dans I'acétone pour former le dérivé iodé 114 décrit dans la

littérature selon le groupe de Zheng en 2014.1%°

Le iodométhyl tosylate 114 est formé avec
un bon rendement de 85%. L’alkylation du 2-nitroimidazole 6 a ensuite été réalisée avec le
iodométhyl tosylate 114 (5 équivalents) en présence de 2 équivalents de carbonate de
césium dans le DMF a température ambiante pendant 24 h. Deux produits différents ont été
identifiés et engagés sans purification intermédiaire dans la réaction d’azidation qui s’est

avérée peu efficace avec un rendement de 20%.

190 B, Zheng, R. J. Fox, M. Sugiyama, A. Fritz, M. D. Eastgate, Org. Process Res. Dev. 2014, 18, 636
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NO, — -
NO
N7 NH NO, /@/ 2
Nal, \—/ 0 NaN A
(o] — 6 e 3, z
TsO” OTs csore \©\s” o T N)\N/\O/S(\ —————= N7 Ny,
acétone 0// ~0 1 Base (nb eq) \—/ (o] DMF,
80% DMF 104 TA, 20h
108 114 o 99
48h, T(°C) NO, 20%
N%N/\|
\—/
L 103 -

Figure 47 : Synthése de I'azoture 99 a partir du ditosylate 108.

Voie 2 :

Nous nous sommes inspirés des travaux de Searcey en 1989 et de Long en 1991 qui
décrivent l'alkylation avec le dibromoéthane d’un sel de 2-nitroimidazole ayant comme

191192 Nous avons

contre ion le tétrabutylammonium, le sodium, le potassium ou le lithium.
synthétisé le sel potassique 110 par réaction du 2-nitroimidazole 6 avec de I’hydroxyde de
potassium dans I’eau. Le sel est séché sous vide et obtenu avec un rendement quantitatif. Le
sel de tétrabutylammonium 111 a été isolé avec un rendement de 90% aprés agitation, a
température ambiante pendant 3 h, d’un mélange biphasique eau/dichlorométhane avec le
bromure de tétrabutylammonium (TBAB) et I’hydroxyde de sodium. La formation des sels
110 et 111 a été vérifiée par analyse RMN 'H montrant la disparition du signal a 14,3 ppm
correspondant au proton de la fonction amine et I'apparition de 4 signaux RMN (0.96, 1.51,
1.85, et 3.17) pour le contre ion TBA. Les sels 110 et 111 ont été mis en réaction avec les
réactifs d’alkylation dihalogénés 105, 106, et ditosylate 108 utilisés précédemment. Avec le
dibromométhane, seul le produit de double alkylation 112 a été isolé avec un rendement de
75%. Avec le dichlorométhane, nous n’avons pas observé de produit formé. Avec le

ditosylate 108, le produit attendu 104 a été obtenu avec un rendement de 15% (inférieur a

celui de la voie 1).

91 M. Searcey, P. L. Pye, J. B. Lee, Synth. Commun. 1989, 19, 1309
192 A. Long, J. Parrick, R. J. Hodgkiss, Synthesis 1991, 1991, 709
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Voie 2
105Z =ClI
KOH NO, 106 Z = Br NO, 2z O,N
NO ® 27>z 108Z=0T = =N
1 : H,0 NANG Y ° N%NJ N/\\A, Z/j
N7 NH TA, 30 min \—/ Kong \—/ ~
=/ 110 Y=K ACN 10z=cl \ON .
. TBAB / 111Y=TBA 80°C, 12h 102Z=Br
104 Z=OTs
/T
NaOH (\O ow
H,O/DCM
TA, 2h R o/_\o/\N
90%
bo\ o)
K22y
Schéma 8 : Formation des sels de 2-nitroimidazole.
Tableau 10 : Essais pour I’alkylation du 2-nitroimidazole sous forme de sel.

Entrée X= eq Y= Temps (h) Pdt récupéré Rdt (%)
1 Br 20 TBA 24 112 75%
2 20 120 NI NI
3 30 K 24 112 70%
4 cl 30 TBA 24 6 X
5 30 K 24 X X
6 OTs TBA 120 104 15%

NI = Non identifié

Voie 3:

La voie 3 met en jeu la formation du 2-nitroimidazole méthanol 115.

NO, NO, x )N\oz OH )N\oz z

A 2 = N“°NT N7 NJ

2 o/ — \—/

6 i} 115 100z =cl
116 X = OMe, 1027 = Br
117 X = DMB 104Z=0Ts

Figure 48 : Formation de l'intermédiaire 115

Une méthode classique pour introduire un groupe hydroxyméthyle sur un cycle imidazole
est la réaction de formylation. Celle-ci a été décrite par Deberardinis en 2010 a partir de
I'imidazole non substitué avec un bon rendement de 82%.'%> Nous avons appliqué cette
méthodologie au 2-nitroimidazole en utilisant le paraformadéhyde dans le dioxane ou le

formadéhyde dans I’eau mais sans succes pour I'obtention de I'alcool 115 (Schéma 9).

193 A. M. DeBerardinis, M. Turlington, J. Ko, L. Sole, L. Pu, J. Org. Chem. 2010, 75, 2836
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Nous nous sommes alors tournés vers la syntheése des dérivés méthoxyméthyle 116,
diméthoxybenzyloxyméthyle 117, et éthoxycarbonyle 118 pouvant conduire par

déprotection, hydrolyse ou réduction au dérivé 2-nitroimidazole méthanol 115 (Schéma 9).

Le 2-nitromidazole 116 a été synthétisé a partir du 2-nitroimidazole en présence de Cs,CO3
(2 équivalents) et du chlorométhyl methyléther (3 équivalents) dans le DMF a température
ambiante avec un rendement de 80%. Le 2-nitroimidazole 116 a ensuite été chauffé en
milieu acide ou en présence de tribromure de bore mais le composé 115 n’a pas été identifié

(Schéma 9).

Le 2-nitromidazole 117 a été synthétisé avec un rendement de 85% a partir du 2-
nitroimidazole 6 en présence de Cs,COs; (2 équivalents) et du réactif chloré 119
(chlorométhyl-3,4-diméthoxybenzyl éther) dont la préparation est détaillée ci-aprés. La
déproctection du composé DMB-2-nitroimidazole 117 a été effectuée dans un mélange
DCM/H,0 avec 1,1 équivalent de 2,3-dichloro-5,6-dicyanobenzoquinone (DDQ). L’alcool 115

n’a pas pu étre isolé (Schéma 9).

Le 2-nitromidazole 118 a été synthétisé a partir du 2-nitroimidazole 6 en présence de Cs,CO3
(2 équivalents) et du chloroformiate d’éthyle (1 équivalent) dans le DMF a température
ambiante avec un rendement de 50%. La réduction du composé 118 a été envisagée avec
différents hydrures dans le THF a 0°C ou température ambiante mais s’est avérée dans tous

les cas inefficace (Schéma 9).
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Formylation
NO,
N” "NH
6
N02 (CH,0),, dioxane
ou
N/ N/\ CH,0 /H,0
e
j) M Réduction
(o]
Cl ou BBr:
Cs,CO, 3 NO, o CI/[( NO,
NO, DMF, N/KN 9N N
80% AN « 1 NG .

Déprotection de I'alcool

\—/
118 DMF, 6
Cs,CO, 50%
DMF, DD
\)@[ 85% ou Fer
&\/N\/O o~

NN
\_J
6

119

Schéma 9 : Essais pour synthétiser le 2-nitroimidazyl méthanol

Nous nous sommes ensuite tournés vers de nouvelles approches de synthése pour la
formation des dérivés chloro ou bromométhyle 100 et 102. La premiere consiste en la

194,1 s .
9195 | & dérivé pivalate

réaction d’halogénation d’un dérivé tributylcarbonyloxyméthyle 120.
120 est préparé a partir du 2-nitroimidazole 6 en présence de Cs,CO3 (2 équivalents) et du
chlorométhyl pivalate (1.5 équivalent) dans le DMF a température ambiante avec un
rendement de 61% avec le chlorure ou le bromure de triméthylsilyle. Apres réaction dans le
dichlorométhane a 0 °C pendant 2 h, nous n’avons pas observé la formation des produits

halogénés souhaités mais observé la formation de I'hypothétique imidazole silylé 121

caractérisé par analyse RMN.

La seconde met en jeu le dérivé soufré 122 obtenu avec un rendement de 82% par alkylation
du 2-nitroimidazole 6 avec le chlorométhyl méthylthioéther en présence de Cs,CO;3 (2
équivalents) dans le DMF a température ambiante pendant 48 h. La chloration de 122 avec
le chlorure de sulfuryle dans le dichlorométhane a température ambiante pendant 1 h n’a

cependant pas permis d’obtenir le dérivé chloré 100.

195 Ren, D. Hesk, P. McNamara, D. Koharski, S. Borges, J. Label. Compd. Radiopharm. 2014, 57, 632
195 J. Court, T. A. Lessen, D. J. Hlasta, ChemInform 1995, 26
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N02 NO, hypothése
Cclg JS// TMS-X, 0°C A
N/ N/\ — X - N“ N/\X TMS\N+ N/\
DCM, \—/
NO, CSZCOS TA, 2h 100 X =ClI
PN DMF, TA, 48h 102 X = Br
N? NH 61%
\—/
6 Cl-g—~ NO, NO,
\ )\ S°2C|2 )\
Cs,COy, NN Ng—- —X—= NN
DMF, TA, 48h  \=/ DCM \—/
82% TA, 1h
122 100
Schéma 10 : Essais pour la synthése des dérivés chloré 100 ou bromé 102
En bilan aucune des voies 1, 2 et 3 ne s’est avérée efficace.
e 2%approche rétrosynthétique
N \J o
\_—NO Y g’ O
[N>’ 2 o\\ //0 \\N = ~0 (\;\P [ 0=8
\\N/YU ‘N:N N AN
N=N Y =X, OH, OR... 90
98
NO,
N“ "NH
6

Figure 49 : Approche synthétique 2.

Nous avons abordé I'étude de la seconde approche rétrosynthétique en envisageant la
synthése de la sultone 98 a partir de la 2-nitroimidazole 6 et d’'un halogéné ou sulfonaté. Ces
derniers seraient obtenus selon une séquence « one-pot » en 2 étapes : formation in situ de
I'intermédiaire azidométhanol 123 par réaction entre le formaldéhyde protoné et 'azoture
de sodium puis réaction de chimie click avec la sultone propargylique 90 adapté de

. . 1 1
Kalisiak**® et Moon.*’

Cependant, cette réaction a conduit au mélange des deux triazoles
isomeres 124 et 125 avec un rendement global de 2% seulement, car I'isomere non souhaité

125 est majoritaire. Le mélange d’isomeres 124 et 125 non séparés a été directement

196 . Kalisiak, K. B. Sharpless, V. V. Fokin, Org. Lett. 2008, 10, 3171
97 B. S. Moon, B. S. Kim, C. Park, J. H. Jung, Y. W. Lee, H.-Y. Lee, D. Y. Chi, B. C. Lee, S. E. Kim,
Bioconjug. Chem. 2014, 25, 442
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engagé dans la réaction de chloration avec le chlorure de thionyle dans le DCM. Puis le
produit chloré 126 apres purification, a été engagé dans une réaction de substitution
nucléophile dans le DMF en présence du 2-nitroimidazole 6 (1 équivalent) et de 2
équivalents de Cs,CO3z a température ambiante pendant 48 h, afin d’obtenir la sultone 98
avec un rendement de 65%. Le rendement global de 2% est trés faible a cause de

I'isomérisation de I'intermédiaire 124.

1. HCO,H, dioxane, TA, 15min _ oo 025'\
2. NaN 00 ¥ N
50 HO Y | socl, ¢l S, NOE Ty o0
TA,15m 90 NS 0| DCM NS o =6 N Y
H,e™° N=N TA, 7h L Cs,CO; N
3. sodium ascorbate, | ] ’ 126 DMF, N=N
CuS0,.5H,0, TA, 15h 124 5 TA, 48h
r 1 4% sur les deux étapes ’ 98
ET 0o 0
Y 65%
N7 Y
N-N
_/
- HO— 425 -
majoritaire

Figure 50 : Voie de synthése 1, click effectuée sans protection de I'alcool.

Pour pallier le manque de sélectivité lors de la cycloaddition, nous avons entrepris de
développer |'azidodiméthoxybenzyloxyméthane 127 un précurseur original. Le DMB
(diméthoxybenzyl) a été utilisé comme groupement protecteur de I'hydroxyle. La
déprotection du DMB peut s’effectuer avec le DDQ qui serait a priori chimiosélectif et inerte
vis-a-vis des cycles sultone et triazole.

La synthese de l'azidodiméthoxybenzyloxyméthane 127 a été réalisée en 3 étapes: 1)
formation de [lintermédiaire 128 par réaction de Williamson entre Ialcool
diméthoxybenzylique DMB-OH et le chlorométhyl méthyl thioéther. Le rendement

obtenu de 61% est similaire a celui décrit dans la littérature (60%).'*®

La deuxieme étape est
la chloration avec le SO,Cl, du composé soufré 128 pour conduire a I'intermédiaire chloré
129. Le composé 129 trop sensible pour étre isolé a été mis en réaction avec de |'azoture de
sodium (3 équivalents) dans le DMF a température ambiante pendant 12 h. l’azoture 127

attendu a ensuite été engagé dans la cycloaddition de Huisgen catalysée au cuivre avec la

19|, Hayakawa, K. Saito, S. Matsumoto, S. Kobayashi, A. Taniguchi, K. Kobayashi, Y. Fujii, T. Kaneko, H.
Kigoshi, Org. Biomol. Chem. 2017, 15, 124
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sultone propargylique 90 pour former le triazole 131. Apres déprotection avec le DDQ,

I'alcool 124 n’a pas pu étre identifié. Nous n’avons pas poursuivi les investigations.

o Q.0
- 1.80,Cl,, S 0o
1 o:©) 0""s”  DCM, 07N m% s
. -78°C, 30min , NS 0
NaH, Nal, |—’ /o % /o /T \/Y\()
S BMDO 2N

cl 2. NaN3 Cul, DIPEA,
2. Gl s o DMF, o Dioxane
61% | TA, 3h | TA, 12h
128 127 131
DDQ, fo) /cl’ N
00 DCM/H,0 Ss-o
N cd TA, 3h L™ op
0 N N7
/~N —¥— HO = /- - S.
BMDO" =N o \_N_ N NS o

NC cl ‘N N=N
131 124 98
NC Cl

Figure 51 : Voie de synthése 2 pour la synthése du précurseur du [lsF]FLUSONIM.

Malgré les nombreux essais aucunes des voies de synthése étudiées n’a donné de

satisfaction pour synthétiser la sultone 98 avec un bon rendement.

2.2. Fluoration et radiofluoration du [*®F[FLUSONIM

La sultone 98 a été traitée avec 1.1 équivalent de TBAF dans 'acétonitrile a température
ambiante pendant 24 h (Tableau 11, entrée 1). Cependant la conversion n’étant que de 26%,
la fluoration a ensuite été réalisée a 90°C afin d’obtenir une conversion quantitative. Apres 1
h, la conversion de 82% a été atteinte (Tableau 11, entrée 2), elle est de 95% aprées 3 h

(Tableau 11, entrée 3) et quantitative apres 24 h (Tableau 11, entrée 4).

o o M+
Ny -NO, TBAF (1.1 équiv) X
&Y — ACN, T, temps NO, N o~ F=18F; M* = K*

N _S- — > N— N= 19 . M+ = +
\—N__NO=7"0 L\ F; M"=TBA

N O ou ["8F]KF/Kazs &NVN F

solvant,
98 T, 15 min ['®F/"*FJFLUSONIM

Figure 52 : Fluoration au fluor-19 et au fluor-18 du précurseur sultone 98 pour la synthése du [18/19F]FLUSONIM
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Tableau 11 : Essais de fluoration avec le TBAF en chimie non radioactive.

Entrée T(°C) Temps (h) Conversion® (%)
1 TA 24 26
2 90 1 81
3 3 95
4 24 100

?déterminées par LCMS

Cette réaction a été transposée en radiochimie en utilisant le [*8F]fluorure issu de la réaction
nucléaire 0(p,n)'®F au sein du cyclotron IBA Cyclone® 18/9 de Cyceron. Les ions
[*®F]fluorures, aprés production par irradiation d’une cible d’eau enrichie en *®0 par un
faisceau de protons de 18 MeV, ont été retenus sur une cartouche échangeuse d’anions
(QMA-CO3 ABX) puis élués avec une solution de K,CO3 et K;,, (5 mg/20 mg) dans un mélange
eau/acétonitrile (350/400 pL). Aprés séchage par distillation azéotropique sous courant
d’azote a 110 °C, la sultone 98 en solution dans I'acétonitrile est ajoutée. La radiofluoration a
été réalisée par chauffage a 110° ou 130°C pendant 15 min. Le [*®F]FLUSONIM a été identifié
par analyse HPLC qui révele comme seul autre produit radioactif le [*®F]fluorure qui n’a pas
réagi. Une conversion maximale de 92% (déterminée par analyse HPLC du milieu

réactionnel) est observée avec I'utilisation de 10 mg de sultone dans 1 mL ACN a 110°C

(Tableau 12).

Tableau 12 : Tests en chimie faiblement radioactive pour la radiofluoration du [18F]FLUSONIM

Entrée Masse Solvant Volume T(°C) Conversion
précurseur 98 solvant (mL) (%)
1 5 ACN 0.5 110 2
2 5 DMF 0.5 130 0
3 10 ACN 1 110 92
4 15 ACN 0.5 110 78
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2.2.a) Purification par cartouches

Afin de faciliter le procédé de production, une purification du [**F]JFLUSONIM par SPE (Solid

Phase Extraction) a été envisagée (Figure 53). Pour chaque test, les cartouches ont été

préalablement conditionnées avec 10 mL EtOH puis 10 mL H,0. Apres radiofluoration, le

mélange réactionnel brut a été concentré puis dilué dans I'eau et ensuite déposé sur la

cartouche pour étre élué, avec H,O ou des mélanges H,0 et EtOH ou MeOH. L’éluat est

analysé en HPLC et radioCCM. L'exemple illustré est celui de la cartouche C18.
Conditionnement Depot Elution

[Melange réactionnal
[arum H. & ETOH

J Il

ju) o

lef aluz 2* 2luzt

Analyses HELC et radioCCR

Figure 53 : Exemple pour le conditionnement et I’élution des cartouches

Une séparation efficace entre le [18F]FLUSONIM et les [18F]fluorures a été obtenue. En
utilisant les cartouches C18 et tC18 (Waters), le [*®F]JFLUSONIM (80-90%) a été retenu
sélectivement sur la cartouche lors du dép6t. Le premier éluat est majoritairement composé
de [*®F]fluorures (Figure 54 B)). Le [*®F]FLUSONIM a pu étre ensuite décroché des cartouches

par élution avec quelques pourcents (2-5%) d’EtOH (Figure 54 C).
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Figure 54 : Exemple de purification du ["®FIFLUSONIM sur cartouche C18 chromatogrammes du détecteur radioactif de
I’HPLC et radioCCM A) brut réactionnel B) de la premiére élution C) du décrochage du [18F]FLUSONIM avec 5% d’EtOH.

La cartouche Ag+, reconnue pour retenir les halogénures, a permis le piégeage exclusif des
ions [18F]fluorures, le [18F]FLUSONIM n’étant pas retenu. Les cartouches silice, alumine, HR-
XAW® et Oasis® retiennent quantitativement 3 la fois le [**FJFLUSONIM et les ions
[18F]fluorures. L’élution ultérieure du [18F]FLUSONIM n’a pas été possible ou quantitative
avec EtOH, MeOH seul ou en mélange avec NH4OH. Les cartouches C18, tC18 et Ag+ ont été

sélectionnées pour la suite dans les travaux d’automatisation du procédé.

2.2.b) Automatisation de la radiosynthése du [*®F]FLUSONIM
La radiosynthése du ['®F]JFLUSONIM a été transposée et optimisée sur I'automate de
production GE TRACERIab FXFN afin de réaliser les études précliniques. Cette transposition a
été facilitée par le fait que la radiosynthése ne met en jeu qu’une seule étape: la

radiofluoration. La solution aqueuse de [*®F]fluorures produite par le cyclotron est
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transférée dans le “vial de départ” ou l'activité initiale est mesurée. Ils sont ensuite
transférés sous flux d’hélium pour étre piégés sur la cartouche QMA Sep-Pak® Light. Apres
élution avec une solution de K,COs/Kryptofix 2.2.2 (1.76 mg/10.5 mg) dans le mélange
eau/acétonitrile (350 uL/450 pL, vial 1), le complexe K[*®F]F/K,p, est récupéré dans le
réacteur 1. Le réacteur 1 est chauffé a 90°C pendant 10 min puis I’acétonitrile (500 L, vial 2)
est ajouté. Le chauffage a 90°C est poursuivi pendant 5 min sous pression réduite. Le
réacteur est refroidi a 40°C puis le précurseur sultone dans I'acétonitrile (1.2 mL, vial 3) est
ajouté. Le réacteur 1 (fermé) est chauffé a 110°C pendant 15 min puis refroidi a 40°C. Apres
évaporation du solvant, 'eau (2 x 2 mL, vials 5 et 6) est ajoutée en deux fois dans le réacteur
1. La solution finale est injectée en une seule fois en HPLC équipée d’une colonne semi

préparative en phase inverse. Le [*®F]JFLUSONIM est collecté a 24 min dans le vial de produit

(Figure 55).

Colonne CLHP
Vials

Détecteur UV
Injecteur
Vial HPLC
Réacteur Vial de produit
Vial inital
Pompe

mV R HPLC Gamma Detector : [15F]FLU§ONIM
. " [*®F]Fluorures o . Bl
(o i i

Temps (min) B

Figure 55 : A) Photo de I'automate FXFN. B) Schéma du logiciel TRACERIab pour I'automate FXFN C) chromatogrammes
HPLC semi préparative détecteur UV et radioactif.
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Dans le but d’obtenir une production la plus efficace possible, nous avons étudié I'influence
des quantités de réactifs (K,COs, Ky2,, précurseur sultone 98). En utilisant 5 mg de K,COs, 20
mg de Ky, et 15 mg de sultone 98 (Tableau 13 entrée 1), le rendement final en
['®F]FLUSONIM a été de 26% corrigé de la décroissance, la conversion pour la réaction de
radiofluoration étant évaluée a 65%. Avec des quantités plus faibles de K,COs, K>, et sultone
98, respectivement 1.8, 10 et 5.2 mg, la conversion et le rendement global en
[*®(F]FLUSONIM ont été améliorés et ont atteint respectivement 73 et 44% (entrée 2). Enfin
avec seulement 1 mg de précurseur sultone 98, les quantités de K,COs (2.1 mg) et de Ky,
(6.8 mg) restant dans le méme ordre de grandeur, le rendement radiochimique chute
drastiqguement a 14% seulement, la conversion étant de I'ordre de 50% (entrée 3). Ainsi, la
guantité de sultone 98 est un facteur important pour I'efficacité de la radiosynthese. La
valeur de 5 mg environ a été estimée comme la plus adéquate. Il est a noter que la quantité
de K3,; et K,CO3 n’a pas eu d’impact sur la rétention puis I’élution des fluorures au niveau de
la QMA, qui ont été dans tous les cas optimales, au-dela de 90%. Les différences observées
entre les conversions et les rendements isolés s’expliquent par les pertes lors des transferts
entre les différentes composantes du module. Celles-ci ont été évaluées a 8-9% (corrigées de
la décroissance) par rapport a la quantité de radioactivité de départ. Les pertes principales
(représentant en moyenne 70% de la totalité) se situent lors du transfert du mélange

réactionnel aprés radiofluoration vers I'HPLC.

Tableau 13 : Essais de radiofluoration sur automate FXFN en faisant varier les quantités de réactifs.

Quantité (mg)

Entrée K,CO; Koy Sultone 98 Conversion (%) Rdt (%)
1 conditions initiales 5 20 15 65 26
2 1.8 10 5.2 73 44
3 2.1 6.8 1 50 14

En conclusion, les quantités de réactifs et solvants retenues pour les productions sont
présentées dans le Tableau 14. En utilisant ces conditions, tous les essais de purification
automatisée du [*®F]JFLUSONIM sur cartouches comme testé en chimie faiblement

radioactive, ont été infructueux, la pureté chimique et radiochimique se sont avérées
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insuffisantes. Le [**F]JFLUSONIM n’a jamais pu &tre isolé avec une pureté radiochimie et
chimique suffisante. La purification du [*®F]JFLUSONIM a donc été réalisée par HPLC semi-
préparative. Les conditions d’élution, ont été optimisées pour éviter une étape de
formulation (gain de temps et de surcroit de quantité produite). Ainsi, I'utilisation d’un
mélange EtOH/H,0 avec un tampon NaH,PO4 aqueux (10 mM injectable) (10/90) a permis de
récupérer directement le ['®FJFLUSONIM en solution préte pour linjection sans

reformulation.

Tableau 14 : Préparation des vials du FXFN pour la préparation du [lsF]FLUSONIM.

Vial Contenant Quantité
1 K5CO3/K22/H,0/CH5CN 1.76mg/10.5mg/350uL/400uL
2 Acétonitrile 500 uL
3 Précurseur /acétonitrile 52mg/1.2mL
4 Vide X
5 H,O 2mL
6 H,O 2 mL

Dans ces conditions, la radiosynthése totale du [**F]JFLUSONIM & partir du [*®F]fluorure (25.9
GBqg, 700 mCi) a été réalisée en 60 min avec un rendement radiochimique corrigé de la
décroissance de 44%. Le contrble qualité par HPLC analytique et radioCCM révele des

puretés chimique de 95% et radiochimique de plus de 98% du [*®F]JFLUSONIM.
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Figure 56 : Contréle qualité. A = HPLC analytique ; B = radioCCM

2.3. Vers une synthése GMP du [18F]FLUSONIM pour des applications clinigues
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Dans I'objectif d’une évaluation clinique, un transfert de la radiosynthése du [**F]JFLUSONIM
a été entrepris sur deux automates (GE MX et Allinone de TRASIS) présents dans les locaux
de la salle blanche sur le site de Cyceron. Ces deux modules de production utilisent des
cassettes stériles, indispensables pour la production de radiopharmaceutiques destinés a
étre injectés chez 'homme. Des modifications spécifiques pour la radiosynthése du
[*®(F]FLUSONIM ont été effectuées sur ces deux modules et leurs cassettes associées, en
particulier sur le module MX congu au départ pour la radiosynthése du [**FIFDG purifié

uniquement sur cartouche SepPak sans purification HPLC (Travaux réalisés par Stéphane

Guillouet).

La mise au point des radiosynthéses sur ces deux automates a conduit a des productions de
[*®F]FLUSONIM avec un rendement global de I'ordre de 38% (corrigé de la décroissance, n =
3) pour le module MX en 66 min et de 66% (corrigé de la décroissance, n = 3) pour le module
Allinone en 53 min. Ainsi, 10 GBg/270 mCi de [®F]JFLUSONIM ont pu &tre isolé 3 partir de
18.5 GBq/500 mCi de [*®F]fluorure.
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Figure 57 : A) Photo du module Allinone de Trasis B) Interface graphique C) photo du module TRACERIab MX B) Interface
informatique

L’'ensemble des mesures physico-chimiques exigées par les bonnes pratiques de fabrication

selon la pharmacopée européenne pour le contréle qualité avant I'injection a ’'homme ont
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été réalisées et trouvées conformes (Tableau 15). Néanmoins il reste a évaluer les traces de

solvants par CPG, la stérilité des filtres et la mesures des endotoxines.

Tableau 15 : Contréle qualité a effectuer avant l'injection chez I'homme

Controle Méthode Norme de conformité Résultats
Apparence Inspection visuelle Limpide et incolore %]
pH Bandelette pH 4,5<pH<8,5 4|
Radioactivité volumique Mesure Capintec 0,1-0,4 GBg/mL |
Identification et pureté chimique HPLC analytique a définir 4|
I g HPLC analytique et radio- ["®*F]product > 95% 4]
| f P h
dentification et Pureté radiochimique M [18F]fluorure <5%
Identification radionucléidique Calcul de la période 105<T< 115 min 4|
Pureté radionucléidique Spectre Y 511 keV M
L Test colorimétrique de ]
Kryptofix résiduel mock 1997 [K322] < 0,22 mg/mL
Traces de solvants CPG [CH;CN] < 0,41 NR
mg/mL
Intégrité du filtre Test du point de bulle” > 3,45 bar NR

“Ce test correspond au point bulle™ NR : non réalisé

2.4. Evaluation du [*®F]FLUSONIM

Le [18F]FLUSONIM a tout d’abord été évalué chez le rat sain pour l'étude de sa
biodistribution, de son élimination, et de sa stabilité in vivo. Le [*®FJFLUSONIM a ensuite été
étudié sur des modeles pathologiques de rhabdomysarcome (modele de référence utilisé en
précliniqgue) de glioblastomes (GBM) avec différentes lignées cellulaires (hypoxiques, non
hypoxiques, d’origine murine ou humaine) et de mélanome. Enfin la métabolisation de
[*®(F]FLUSONIM a été étudiée sur un modele de mélanome. L'imagerie TEP a été complétée

par des études histologiques.

2.4.a) Pharmacocinétique chez I'animal sain

La pharmacocinétique de distribution, d’élimination et de métabolisation chez le rat sain
(WISTAR) sont les premiéres études a réaliser pour le développement d’un nouveau
radiotraceur. Le [**F]JFLUSONIM a été injecté chez le rat sous la caméra TEP et la

biodistribution a été suivie jusqu’a 60 min. Apres une distribution rapide, le [*®F]JFLUSONIM

199 5, Vallabhajosula, Molecular imaging: radiopharmaceuticals for PET and SPECT; Springer: Dordrecht, 2009
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montre une rétention faible dans les tissus sains avec une élimination principalement rénale
(Figure 58). Ceci représente un réel avantage reflétant une non fixation ou clairance rapide

du [*®F]FLUSONIM des organes sains.

40 - 50 min

Foie

Reins

Veine dorsale

Figure 58 : Exemples d’images de fusion CT/TEP (vue dorsale) de la biodistribution du [18F]FLUSONIM

Aprés 60 min, I'élimination du [*®F]FLUSONIM par la vessie représente 60% de la dose
initiale injectée (%DI)(Graphique 2). Par ailleurs nous n’avons pas observé a 60 min une
rétention significative du ['*®F]JFLUSONIM dans les reins, ceci présageant d’une absence de

toxicité rénale.
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Graphique 2 : Cinétique d’élimination urinaire pour le [18F]FLUSONIM

L'imagerie TEP a été complétée par des études de dissection sur différents organes a 15, 30,
60 et 150 min (Figure 59). De maniere générale la quantité de radioactivité diminue dans
chaque organe avec le temps (de 0 a 150 min), excepté pour les reins. Par ailleurs, le taux de

passage du [*®FJFLUSONIM 3 travers la BHE est particulierement faible (%Dl inférieur a
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0.01% dans le cerveau), comme attendu par son hydrophilie (logD : -3.23). Le [**F]FLUSONIM
a une élimination hépatobiliaire faible, un avantage pour de futures études, ol aucune

activité résiduelle parasite ne sera détectée dans I'abdomen durant I'imagerie.
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Figure 59 : Résultats de dissection et répartition du [lsF]FLUSONIM dans les différents organes a 15, 30, 60 et 150min ; les
reins placés a part comprennent le maximum de radioactivité.

Nous nous sommes également intéressés a la stabilité du [*®F]FLUSONIM in vivo. Les études
de biodistribution ont été complétées avec des préléevements sanguins a 15, 30, 60 et 150
min ensuite analysés en HPLC. Le [*®F]JFLUSONIM est stable in vivo jusqu’a 150 min et n'a

présenté aucune métabolisation sanguine chez les animaux sains.
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Figure 60 : Radiochromatogrammes A) controle qualité du FLUSONIM. Echantillons sanguins a B) 60 min et C) 150 min.
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Ces premieres études laissent penser que le [**FJFLUSONIM a de bonnes propriétés
pharmacocinétiques. Cela est prometteur pour son développement en tant que
radiopharmaceutique pour les cancers hypoxiques. Nous nous sommes ensuite intéressés a

'évaluation du [*®F]JFLUSONIM sur des modéles animaux porteurs de tumeurs.

2.4.b) Evaluation dans le modele de rhabdomyosarcome

Le rhabdomyosarcome (RMS) est une tumeur maligne agressive fréquente chez I'enfant se
développant a partir des cellules musculaires squelettiques. Ce modéle animal est considéré
comme une référence en imagerie de |I’"hypoxie et a déja permis de comparer de nombreux

112 | e modéle nous a été fourni dans le cadre d’une

radiotraceurs (Peeters et al. en 2015).
collaboration avec I'équipe de Bénédicte Jordan (Université Catholiqgue de Louvain). Aprés
I'implantation des tumeurs, les animaux ont été imagés en TEP avec le [*®F]JFLUSONIM et le

[18F]FMISO pour comparaison.

Afin de comparer directement le [*®FJFLUSONIM et le [®F]JFMISO, les niveaux de

radioactivité sont normalisés par un organe de référence, nous avons choisi le muscle. Les
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courbes de temps-activité du [**FJFLUSONIM et du [*®F]JFMISO sont exprimées en ratios
tumeur/muscle (T/M) (Figure 61 A)). Le [*®F]FLUSONIM permet d’obtenir des ratios T/M de
'ordre de 3.3 dés 30 min alors qu’ils sont de 2.5 pour le [*®F]JFMISO. La différence est
significativement supérieure entre 10 et 60 min pi (encadré en pointillé). Dans la littérature,
Peeters et al. décrivent des ratios similaires pour le [18F]FMISO a ceux mesurés. Dans ce
méme article, le [**F]HX4 est également comparé : le ratio maximum T/M est de 3 atteint a 3
h pi. Les images TEP des coupes axiales fusionnées au CT de 40 a 60 min pour le
[*®F]FLUSONIM et de 160 a 180 min pour le [ F]JFMISO sont présentées (Figure 61 C) D). Les
régions hypoxiques sont nettement identifiées et localisées dans le centre et la périphérie

extérieure de la tumeur.
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Figure 61 : A) Courbe de temps-activité en bleu le [18F]FMISO et envertle [18F]FLUSONIM B) plan représentatif de
I’animal portant la tumeur. Images représentatives en CT/TEP d’un méme animal porteur de RMS. C) [18F]FLUSONIM de
40 3 60 min D) [**FIFMISO de 160 a 180 min

L'imagerie TEP a été complétée par des études histologiques afin de corréler les zones
hypoxiques identifiées avec le [*®F]JFLUSONIM et un marquage spécifique du CAIX. Une

autoradiographie du ["®F]JFLUSONIM a été réalisée a 60 min pi. Les mémes coupes ont été
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colorées par I'H&E (densité cellulaire). Des coupes voisines ont été marquées au Hoescht

(densité cellulaire) et par un anticorps spécifique du CAIX.

Trois régions d’intérét ont pu étre délimitées: une zone normoxique, hypoxique et
nécrotique (Figure 62).La zone normoxique (en rouge) présente un fort marquage au
Hoechst qui traduit une densité de cellules élevée. Elle a été corrélée a une faible coloration
du CAIX. La zone hypoxique (en jaune) présente une forte coloration du CAIX (région
blanche) et est corrélée a I'autoradiographie du [*®F]FLUSONIM (pixels rouges). Les zones
nécrotiques (en vert) présentent un faible marquage au Hoescht. Pour la quantification du
['®FJFLUSONIM, on observe un niveau de radioactivité plus élevé dans les régions
hypoxiques que normoxiques ou nécrotiques. Ainsi, ces études confirment que le

[*®F]FLUSONIM est un radiotraceur spécifique de I’hypoxie.

Zone normoxique

Zone hypoxique

Zone nécrotique

D) {1#FIFLUSON

s

" : . : '¥F]FLUSONIM
Densité cellulaire |Fraction hypoxique Autoiadi]oraphie (60 min)
Zones Hoechst (surface CA-IX (Surface Niveau de Radioactivité
marquée %) marquée %) (DLU/mm?)
Normoxique 92.6+1.6% 82+3.1% 31986.1+2318.7
Hypoxique 59.4+2.7% 205+1.3% 75 384.2 £ 5005.4
Nécrotique 302+2.2% pas Applicable 37877.5 + 3856.5

Figure 62 : Images microscopiques de coupes adjacentes tumorales. A) Hoechst qui permet de colorer par fluorescence
I’ADN B) H&E qui colore en bleu les noyaux des cellules et le cytoplasme en rose. C) anticorps qui révele le CA IX. D)
Autoradiographie du [18F]FLUSONIM a 60 min.
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2.4.c) Modeles de tumeurs cérébrales

Les glioblastomes font partie des tumeurs primaires du cerveau les plus répandues, les plus
. . . . T N .\ 88 .
agressives avec un faible pronostic de survie (médiane a 15 mois).” Une collaboration avec
Mme Bernaudin (unité ISTCT a Caen), a permis de travailler sur trois modéles animaux : deux
dont les souches de cellules de glioblastome sont d’origine murine : le modéle C6 connu
pour son hypoxie et le modele 9L faiblement hypoxique et un dont les cellules sont d’origine

humaine, le modeéle U251.

e Tumeurs C6 et 9L

Les tumeurs C6 présentent une augmentation du degré d’hypoxie avec I'augmentation de
leur taille. Valable et al. ont montré par IRM que le volume hypoxique des tumeurs C6 est

beaucoup plus important au 23° jour qu’au 17° aprés I'implantation des cellules chez

I'animal (Figure 63).°%
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Figure 63 : Volumes hypoxiques 17 et 23 jours aprés implantation des cellules tumorales (Valable et al. 2011).

En accord avec les caractéristiques du modeéle, les imageries TEP du [*®F]FLUSONIM ont été
réalisées sur deux semaines consécutives a un temps précoce (J15) et un temps tardif (J21).
Une étude préliminaire du [18F]FLUSONIM sur le modéle C6, a été effectuée sur des
acquisitions de 0 a 150 min (Figure 64). Comme pour le modele de RMS, le [**F]FLUSONIM
permet de réaliser une imagerie TEP plus précoce. Nous nous sommes focalisés sur des

temps d’imagerie de 0 a 90 min pi et avons réalisé 13 acquisitions.

20 5. Valable, E. Petit, S. Roussel, L. Marteau, J. Toutain, D. Divoux, F. Sobrio, J. Delamare, L. Barré, M.
Bernaudin, Nucl. Med. Biol. 2011, S0969805111000382

98



Chapitre 1 : Résultats

40 - 60 min
0-10 min 50-60 min

By
: : 'é i

i et £
e il

60 — 90 min 90 - 120 min 120 - 150 min

, ﬁa 90100 min  120-130 min 170-180 min
> v
e A Y 2 "‘ » »"v -«
s A

Figure 64 : Coupes axiales de I'imagerie TEP et IRM du A) [mF]FLUSONIM de 0-150 min a J-22 B) [18F]FMISO de 0-180 min
images de Valable 2011, a J20 apreés implantation des cellules tumorales.

Pour la quantification, les ratios tumeur sur organe de référence sont considérés a
partir des volumes tumoraux mesurés en TEP. Nous avons pris en compte deux tissus de
référence pour le calcul des ratios, le muscle (ou le ratio = T/M) ou le cerveau control latéral
(T/CL). Les ratios T/CL ont atteint une valeur de 8 a partir de 45 min. Dans le cas ou le muscle
est pris comme référence, le ratio T/M atteint un maximum de 5 a partir de 50 min (Figure
65 A)). Valable et al. ont montré que I'imagerie du modéle C6 avec le [*®F]JFMISO doit étre
effectuée a 120 min pi afin d’obtenir un contraste maximum T/CL de 2,5 (Figure 65 B)). On
rappelle que I'accumulation du [*®F]FMISO au sein des cellules hypoxiques est lente (temps
d’acquisition 3 h pi) quelle que soit le cancer concerné.’*'*®! pe plus, le [**F]JFMISO montre
des ratios tumeur sur organes de référence faibles, cela étant expliqué par son excrétion
lente des tissus sains (50%DI sont toujours présents dans le sang 2 h pi).*+*?

L'imagerie du [*®F]FLUSONIM sur le modéle C6 a montré une accumulation rapide dans la

tumeur (dés 60 min) avec de hauts ratios T/M de 5 et T/CL de 8.
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9,0 4 -5 f— o — —
dowl o ppityg T, %
WV fab] 1
o ) —
23 60 { o ¢
e t 4 } % g 1
Sfalt I g
o £ 40 A % (&)
B = i © 1
3 z,g..é_x*&_______ 5
0 % + Ratio T(TEP)/CL = 1
1,0 X Ratio T(TEP)/Muscle = i Valable et al. 2011
0,0 . . . . : . - ; ; -
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Figure 65 : Courbes de temps-activité A) [**F]FLUSONIM B) [*FIFMISO (Valable 2011)
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Les calculs de SUV moyen dans la tumeur ont été réalisés pour le [**F]JFLUSONIM sur le
modele C6 a J15 et J22. Sur le modéle C6, le [*®F]FLUSONIM est détecté en plus grande
guantité a J22 qu’a J15. Ces résultats sont corrélés avec la mesure des volumes tumoraux en
IRM. Pour rappel le modele C6 est connu pour 'augmentation du degré d’hypoxie avec la
taille de la tumeur (Valable 2011). Ainsi la captation du [*®F]JFLUSONIM est corrélée au degré

d’hypoxie de la tumeur.

0,20 - .
M Tumeur C6 a J22

B Tumeur C6 a J15

Figure 66 : SUVnoyen du ['*FIFLUSONIM dans la tumeur C6 a J15 et J22.

Les images TEP (de 60 a 80 min) et IRM du [*®F]JFLUSONIM sur le modéle C6 sont présentées
Figure 67 A). Le niveau maximum de radioactivité chez I'animal est observé dans la tumeur
cérébrale, tous les autres organes présents sont dépourvus de radioactivité.

Le [*®F]JFLUSONIM a été injecté sur le modéle 9L (non hypoxique) et 'imagerie TEP et IRM
ont été réalisées (Figure 67 B)). L'accumulation du [*®FJFLUSONIM dans le modéle 9L est
significativement plus faible malgré la présence importante de la tumeur (pointillé rouge)

confirmée par I'IRM du cerveau.
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A) Tumeur C6 hypoxique B) Tumeur 9L non hypoxique
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Figure 67 : Images TEP/CT de I'animal entier et coupe axiale TEP et IRM du [18F]FLUSONIM a 60-80 min sur A) le modele
C6 hypoxique ; B) le modeéle non hypoxique 9L.

e Modele de glioblastome U251 :

Le modele de glioblastome U251 comprend des cellules d’origine humaine greffées de
maniere intracérébrale sur des rats immunodéficients. Le modele U251 est un modele
beaucoup plus complexe connu pour générer de petites tumeurs, souvent problématique
pour la mesure en TEP. L'imagerie du [*®FIFMISO a déja été effectuée sur le modele U251

(Corroyer-Dulmont  2013).%*

L'objectif a été de comparer les performances du
[*®F]FLUSONIM et du [*®F]FMISO sur ce modeéle. Les volumes tumoraux mesurés par IRM
sont plus bas que ceux des autres modeles C6 et 9L, et trés hétérogenes (de 7 a 73.8 mm?).

Toutes les tumeurs présentent un cedeme péritumoral 2.5 fois plus gros que la tumeur.

Le [*®F]FLUSONIM et le [*|F]JFMISO ont été injectés aux animaux anesthésiés sous la caméra
TEP. Pour le [*®F]JFLUSONIM les ratios T/M et T/CL atteignent respectivement un maximum
de 2.5 et de 6 a partir de 60 min. Pour le [*®F]JFMISO, les ratios T/M et T/CL atteignent un
maximum de 1.7 a 120 min en accord avec ceux décrits (Corroyer-Dulmont 2013) (Figure

68).

21 A Corroyer-Dulmont, E. A. Pérés, E. Petit, L. Durand, L. Marteau, J. Toutain, D. Divoux, S. Roussel, E. T.
MacKenzie, L. Barré, M. Bernaudin, S. Valable, Biol. Chem. 2013, 394
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Figure 68 : Courbe temps-activité du [mF]FLUSONIM et du [18F]FMISO en fonction de I'organe de référence A) Tumeur sur
muscle B) Tumeur sur control latéral

Les images TEP du [*®F]JFLUSONIM (40 & 60 min pi) et du [*®F]FMISO (120 a 140 min
pi) ainsi que 'IRM sur le modéle U251 sont présentées Figure 69 A). Le [**F]JFLUSONIM est
accumulé de maniére évidente dans la tumeur laissant les tissus sains du cerveau exempt de
toute radioactivité. L'imagerie du [*®F]JFMISO montre une quasi-absence de rétention
spécifique dans la tumeur. On observe difficilement la tumeur méme apres 140 min pi dans
le cas ou I'animal est anesthésié (Figure 69 B)). Les conditions d’anesthésie sont connues

pour influencer le comportement de beaucoup de radiotraceur.?®

Un second groupe
d’animaux a été testé avec un réveil aprés injection puis anesthésié a nouveau lors de
I'imagerie entre 120 et 140 min. Cette fois la tumeur est nettement visible et nous
retrouvons les niveaux de radioactivité précédemment décrits (Figure 69 C)). Cependant les
ratios (1.7 a 120 min pi) restent bien inférieurs a ceux du [*®F]FLUSONIM (2.5 4 60 min pi). La
sensibilité du [*®*F]JFMISO est mise a I'épreuve sur le modéle U251. La présence de petites
tumeurs et I'anesthésie des animaux, difficilement évitable dans les protocoles précliniques,
influencent trés largement I'accumulation du [*®F]JFMISO en ralentissant son élimination des

tissus sains (déja tres lente). Le [*®F]FLUSONIM affiche de hautes performances méme sous

anesthésie.

202/ Kersemans, B. Cornelissen, R. Hueting, M. Tredwell, K. Hussien, P. D. Allen, N. Falzone, S. A. Hill, J. R.
Dilworth, V. Gouverneur, R. J. Muschel, S. C. Smart, PLoS ONE 2011, 6, 25911
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TEP [*®F]JFLUSONIM
(40-60 min)
A‘Q\

TEP [**F]FMISO
(120-140 min)

IRM T2w

Figure 69 : Images TEP et IRM du A) [18F]FLUSONIM 40-60 min avec anesthésie. B) [18F]FMISO temps 120-140 min avec
anesthésie. C) [18F]FMISO temps 120-140 min avec réveil.

L'imagerie TEP a été complétée par des études histologiques sur les coupes de tumeurs
cérébrales C6, 9L et U251. Le colorant Hoechst et un anticorps pour le marquage du CAIX ont
été utilisés de nouveau. Le pimonidazole a également été utilisé, il permet de révéler les
régions hypoxiques et doit étre injecté au préalable sur I'animal vivant (voir partie 3.4)).
L'objectif a été de corréler la densité cellulaire a la présence de régions hypoxiques pour

cartographier les tumeurs cérébrales.

La densité cellulaire révélée au Hoescht, est élevée pour tous les modéles. La présence de
régions hypoxiques révélées par le marquage du pimonidazole et du CAIX est confirmée pour
les modeles C6 et U251 (Figure 70 A) et C)). Des régions nécrotiques sont avérées seulement
pour le modele C6. Le modele 9L montre une absence totale de régions hypoxiques (Figure

70 B)).

L'imagerie TEP du [*®F]FLUSONIM s’est avéré efficace pour diagnostiquer I’hypoxie présente
dans les modeles C6 et U251.
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A)

Hoechst

Tumeur C6 B) Tumeur 9L

Pimonidazole CA-IX Hoechst Pimonidazole

CAIX

Figure 70 : Coupes de tumeurs révélées avec différents colorants pour les modéles A) C6 B) 9L C) U251

C) Tumeur U251

Hoechst Pimonidazole CA-IX
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2.4.a) Evaluation sur un modéle de mélanome murin

Une collaboration avec I'équipe de S. Dedieu (laboratoire MEDYc UMR CNRS 7369, Reims) a
permis d’évaluer le [**FJFLUSONIM sur un modéle murin de mélanome. L'imagerie n’ayant
pas encore été analysée, nous nous intéressons a la distribution et la métabolisation du
[*®FJFLUSONIM chez ces animaux porteurs de tumeur. L’objectif est d’attester de la
transformation du [*®*F]JFLUSONIM dans les tissus hypoxiques. Des prélévements de tissus
(muscle, tumeur, sang) ont été effectués a 1 h pi chez I'animal porteur de mélanome. Les
niveaux de radioactivité ont été mesurés dans ces tissus (Figure 71 A)) montrant la tumeur
comme ayant le niveau de radioactivité le plus élevé. Les échantillons de tumeur et de sang
sont ensuite traités pour extraire la radioactivité (broyage, déprotéination a 'acétonitrile,
centrifugation). Cela nous permet de récupérer le surnageant, appelé «fraction libre » qui
est la radioactivité non liée aux protéines. Le culot, quant a lui contient la radioactivité « liée
aux macromolécules » (Figure 71 B)). La fraction libre pour le plasma et la tumeur analysées
en HPLC (Figure 71 C)) montrent la présence de radiométabolites et du [*®F]FLUSONIM.
L’étude montre que les mémes métabolites sont présents dans le plasma et la tumeur en
méme quantité soit 27% des échantillons injectés (Figure 71 D)). La métabolisation du
[*®F]FLUSONIM représente 18% du sang prélevé, ce qui n’avait jamais été observé chez les
animaux sains, et 17% de la tumeur confirmant I’hypothéese que les métabolites peuvent
ressortir de la cellules et étre circulant.?®® De plus, 35% de la radioactivité est retenue dans le
culot de protéines sanguines et 44% pour I’échantillon de la tumeur. Des analyses
complémentaires sont encore nécessaires, néanmoins la métabolisation du [18F]FLUSONIM a

été observée dans ce modeéle de tumeur hypoxique.

203y Masaki, Y. Shimizu, T. Yoshioka, K. Nishijima, S. Zhao, K. Higashino, Y. Numata, N. Tamaki, Y. Kuge,
Ann. Nucl. Med. 2017, 31, 596
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Figure 71 : Etudes radiométaboliques. (A) niveaux de radioactivité sur les différents tissus prélevés. (B) Répartition de la
radioactivité sur les tissus prélevés. (C) Analyses de la fraction libre par HPLC pour la tumeur et le plasma. (D) Répartition
de la radioactivité sur la fraction extraite.
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3) Développement d’analogues du FLUSONIM

3.1. Présentation

Afin d’évaluer I'impact du caractere hydrophile du radiotraceur sur la qualité de I'imagerie
de I'hypoxie, nous avons entrepris une étude de relation « structure-activité » sur la
pharmacomodulation du [*®FJFLUSONIM. Dans ce cadre nous avons envisagé la synthése, la
radiosynthése et I’évaluation in vivo des 8 analogues 69, 70, 71, 72, 73, 74, 96 et 97. Comme
pour le [18F]FLUSONIM, les précurseurs de radiomarquage de analogues 69, 70, 71, 72, 73,
74, 96 et 97 sont de structure sultone respectivement 132, 133, 134, 135, 136, 138, 137 et
139 (Figure 72). Nous avons opté pour une méthodologie de synthése globale et commune
basée sur la cycloaddition de Huisgen entre les azotures 99, 140, 141 et 142 possédant le
cycle 2-nitroimidazole 6 et les alcynes 90, 94 et 143 comportant le motif sultone. Ce schéma
implique au préalable les deux étapes clés d’alkylation du 2-nitroimidazole 6 et de la butane
ou propane sultone 79 et 80 pour lintroduction des groupes azoture et alcyne
respectivement. Pour le cas de la sultone 139, les produits de départ sont |'azoture 144
composé d’un cycle benzénique et la sultone propargylique 90. Quant a la sultone 138, elle a

été obtenue par alkylation de la 2-nitroimidazole 6 par la sultone 145.

Molécules cibles NO,
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Figure 72 : Rétrosynthése des molécules cibles et leurs précurseurs

3.2. Syntheése des précurseurs sultones

3.2.a) Sultone 132

L'alkylation du 2-nitroimidazole (1 équivalent) avec I’éthyléneditosylate 146 (1.5 équivalent)
dans le DMF en présence de NEt; (1.5 équivalent) a TA pendant 48 h, ou avec le
dibromoéthane dans le DMF en présence de Cs,COs; (2 équivalents) a TA pendant 24 h a
conduit respectivement aux composés 147 et 148 avec des rendements de 35 et 57%

188 Ces deux composés ont été

proches de ceux décrits dans la littérature (Schéma 11).
convertis en azoture 140 décrit dans la littérature'®® par réaction avec I'azoture de sodium
en présence de Kl dans I'acétone a reflux pendant 24 h avec des rendements comparables
de 75 et 80%. La réaction de CuAAC de I'azoture 140 (1 équivalent) avec I'alcyne 90 (1
équivalent), précédemment synthétisé, en présence de DIPEA (0.1 équivalent) et de Cul (0.1

équivalent) dans le dioxane pendant 20 h a TA, a conduit a la sultone 132 avec un

rendement de 79% (rendement global de 14.4 % sur 4 étapes).
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Schéma 11 : Préparation de la sultone 132

3.2.b) Sultones 133 et 134

La synthese des sultones polyfluorées 133 et 134 débute par la monoalkylation du 2-
nitroimidazole 6 avec les alkylideneditriflate polyfluorés 149 et 150 obtenus a partir des
alcools polyfluorés 151 et 152 avec I'anhydride triflique dans le DCM en présence de
pyridine pendant 6 h a TA. Les triflates 153 et 154 ont été obtenus par alkylation de la 2-
nitroimidazole 6 par les composés 149 et 150 dans le DMF en présence de Cs,CO3 pendant
24 h a TA avec des rendements de 84 et 91%. L’analogue ditosylé a également été réalisé
avec un bon rendement de 94% mais I'alkylation sur le 2-nitroimidazole 6 a été inefficace. La
synthése a été poursuivie par le traitement des deux triflates 153 et 154 avec |'azoture de
sodium (rendements de 97 et 100%) pour former les azotures 141 et 142. La réaction de
CuAAC est effectuée avec les azotures 141 et 142 (1 équivalent) et avec I'alcyne 90 (1
équivalent) en présence de DIPEA (0.1 équivalent) et de Cul (0.1 équivalent) dans le dioxane
pendant 20 h a TA et a conduit aux sultones polyfluorées 133 et 134 avec des rendements de
62% et 66% et a des rendements globaux de 17% en 5 étapes a partir du 2-nitroimidazole 6

(Schéma 12).
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Schéma 12 : Syntheése des sultones 133 et 134.
3.2.c) Sultone 137

La synthése de la sultone 137 débute par I'alkylation de la propane sultone 79 (1 équivalent)
avec le bromure propagylique 91 (1 équivalent) en présence de butyllithium (1.3 équivalent)
dans le THF a -78°C. La sultone propargylique 94 (1 équivalent) est engagée dans une
réaction de CuAAC avec l'azoture 99 (1 équivalent), en présence de NEt; (0.1 équivalent) et
de Cul (0.1 équivalent) dans le dioxane pendant 20 h a TA a conduit a la sultone 137 avec un

rendement de 51% et un rendement global de 6% sur 4 étapes (Schéma 13).

N/iz JNs NO.
fo) 0 N N 2
‘f BuLi, ¥ o 99 NN 1%
Lo /\L;o N_J N=N ‘o
THF Cul, NEt;
91 79 -7s°c 4h dioxane,
94 24h, TA 137

51%

Schéma 13 : Préparation de la sultone 139

3.2.d) Sultone 135

La sultone 135 a été synthétisée a partir des précurseurs sultone 90 et alcyne 99

précédemment synthétisés en présence de NIS (1 équivalent), de NEt3 (0.5 équivalent) et de
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204 | réaction a conduit a la

Cul (0.5 équivalent) dans le dioxane (inspiré de Yan et al.).
sultone 135 avec un rendement de 50% et un rendement global de 7% pour 4 étapes

(Schéma 14).

NIS, !
Q\s//o NO; N, Cul, NEt; NQ: PN Qo
& o] )\ N J N 7N \ S\/
N\/J dioxane \% N=N o
— 24h, TA
90 99 50% 135

Schéma 14 : Synthése de la sultone 135.

3.2.e) Sultone 136

La synthese de la sultone 136, reprise du brevet de Lafargue et Perrio,*® utilise comme
produit de départ I'acide p-iodobenzoique 155 qui est réduit avec le borane avec un
rendement de 93% comme décrit par Elie et al. Le couplage de Sonogashira entre le
composé iodé 156 et I’éthynyltriméthylsilane en présence de palladium, d’iodure de cuivre
et de triéthylamine (10 équivalents) conduit a I'alcool triméthylsylilé 157 avec un rendement
de 87%. La bromation de I'alcool 157 a été réalisée avec le tétrabromométhane en présence
de triphénylphosphine (1.2 équivalents) dans I'éther diéthylique a température ambiante
pendant 12 h pour conduire au composé bromé 158 avec un rendement de 85% comme
décrit par Aucagne et al. La butane sultone 80 a été alkylée avec le dérivé bromé 158 en
présence de n-butyllithium (1.3 équivalent) dans le THF a -78°C pour obtenir la sultone 159
avec un rendement de 35%. L’alcyne 159 a ensuite été déprotégé en présence de TBAF (0.5
équivalent) dans le DCM a 0°C avec un faible rendement de 23%. La sultone 143 (1
équivalent) est engagée dans une réaction de CuAAC avec l'azoture 99 (1 équivalent)
précédemment synthétisé, en présence de NEt; (0.1 équivalent) et de Cul (0.1 équivalent)
dans le dioxane pendant 20 h a TA, pour conduire a la sultone 136 avec un rendement de

53% (rendement global de 1.2 % sur 8 étapes, Schéma 15).

24 R. Yan, K. Sander, E. Galante, V. Rajkumar, A. Badar, E. EI-Emir, M. F. Lythgoe, R. B. Pedley, E. Arstad,
55
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Schéma 15 : Syntheése de la sultone 136

3.2.f) Sultone 138

La synthése de la sultone 138 débute par 'alkylation de la butane sultone 80 (1 équivalent)
avec le bromure de 4-méthylbenzyle 160 (1 équivalent) aprés déprotonation avec le
butyllithium (1.3 équivalent) dans le THF a -78°C avec un rendement de 47%. La sultone 161
a ensuite été bromée avec le n-bromosuccinimide (1.1 équivalent) en présence de peroxyde
de benzoyle dans le tétrachlorure de carbone a 60°C pendant 2 h pour conduire a la sultone
145 avec un rendement médiocre de 27%. L’alkylation du 2-nitroimidazole 6 (1.1 équivalent)
a été réalisée avec la sultone 145 en présence de Cs,CO; (2 équivalents) dans le DMF avec un
rendement de 73%. La sultone 138 a été obtenue en trois étapes avec un rendement global

de 9%. (Schéma 16)

NO,
A
1. n-BuLi N\ _N/ H
THF, 1.0 NBS,

O o
\ //
\Sio 78°C, 2h m (PhCO,), :/ CSzCOg Kl, Nt(Ni)D/\U
Q “cal, VO/\() DMF, N
9 D/\ 60°C, 3 TA, 24h
160 73% 138

27%
47%

Schéma 16 : Préparation du précurseur sultone 138
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3.2.g) Sultone 139

Le bromure de benzyle 162 a été converti en azoture 144 comme décrit par Loughlin et al.*®
avec un rendement quantitatif. La réaction de CUAAC entre 'azoture 144 (1 équivalent) et la
sultone propargylique 90 (1 équivalent) en présence de DIPEA (0.1 équivalent) et de Cul (0.1
équivalent) dans le dioxane pendant 20 h a TA a conduit a la sultone 139 avec un rendement

de 37% (rendement global de 14.8% sur trois étapes, Schéma 17).

00
7. So o
= o]
NaN, 90 N 's”
Br —————— N, — N=N o
acétone, Cul, DIPEA,
reflux, 2h dioxane,
162 quant. 144 24h, TA 139

37%

Schéma 17 : Préparation du précurseur sultone 139 sans 2-nitroimidazole.

Les huit précurseurs sultones 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138 et 139 ont été obtenus en

guantité suffisante pour la suite des études.

3.3. Fluoration

Les sultones 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138 et 139 ont été traitées avec 1.1 équivalent de
TBAF dans I'acétonitrile a 90°C pendant 4 h. Des conversions quantitatives ont été obtenues
pour les fluorosulfonates 69, 73, 74, 96 et 97. La préparation des fluorosulfonates 70, 71 et

72, n’a pas abouti dans les conditions habituelles de fluoration.

25\W. A. Loughlin, I. D. Jenkins, N. D. Karis, P. C. Healy, Eur. J. Med. Chem. 2017, 127, 341
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TBAF, ACN
90°C, 4h

NOo, O om
? o5 " -F

N—
&/\va\/u M = TBA*

Figure 73 : Synthése des fluorosulfonates 69, 70, 71, 72, 73, 74, 96 et 97.

Nous avons entrepris la synthese du fluorosulfonate 71 en deux étapes par fluoration de la
sultone propargylique 90 avec une conversion quantitative, puis la réaction de CuUAAC avec
le sulfonate 163 formé et I'azoture 142. Néanmoins cette réaction n’a pas permis d’obtenir

le fluorosulfonate 71.

NO,
TBAF 7N
LA N
4 °C, m ]
> 0 R G
18, u CuS0,.5H,0
["*FIKF/K32, o] h 2
CH.CN acide ascorbique
20 Ehdh 163 TBTA
110°C, 15 min MeCN

conversion 98%

Figure 74 : Fluoration du composé 90 pour I'obtention du sulfonate 71 en deux étapes

3.4. Radiofluoration

Les dérivés fluorés [*®F169, [*®F173, [*®F]174, [*®F]96 et [*®F]97 ont pu étre obtenus en chimie

hautement radioactive en utilisant I'automate de synthése GE TRACERIab FXFN. Les

115



Chapitre 1 : Résultats

radiofluorations ont été effectuées avec le complexe K[18F]F/K222 dans 'acétonitrile 3 110 °C
pendant 15 min. Le procédé s’est avéré adapté pour toutes les sultones. Les conversions ont
été calculées a partir de I'analyse radioCCM et les rendements radiochimiques a partir de la
quantité de [*®F]fluorosulfonate isolé, aprés purification sur colonne semi-préparative en
comparaison avec la quantité de ['®F]fluorures engagés, corrigé de la décroissance

radioactive.

Les conversions des sultones plutét bonnes, sont comprises entre 70 et 90 % exceptée pour
la formation du [*®F]fluorosulfonate 73 (Tableau 16 entrée 4). Les rendements corrigés de la
décroissance sont compris entre 19 et 65% pour des temps de synthéese allant de 56 a 97
min. L’optimisation des conditions HPLC n’a pas été effectuée pour les [*®F]fluorosulfonate

73 et 74 expliquant les temps de synthése plus longs (94 et 97 min Tableau 16 entrées 4 et

6).
Tableau 16 : Radiofluoration des sultones 132, 136, 137, 138 et 139 en chimie hautement radioactive
N \(NOZ 20 ['8FIKF/Ky5; N%‘loz o0 F
&vid\j CH,CN, &vi\)\j
110°C, 15 min
Rdt Temps de
Conversion
Entrée Sultone Fluorosulfonate radiochimique synthése
(%)
(%) (min)
NO, 0o NO, o]
1 N= NS 5 J~N—” NN §-0 ,
N m N_J  N=N o 90 65 56
132 ['®F]69 18F
N_ NO, Oy NO. 0o
N = 2 \
2 1N w NN 4 b
N N N P N=N (o) 70 34 57
-
98 ['®F196 18F
NI
3 N N/\tl« N ﬁs?//o // NN: §=0 i
= NN S o 70 39 60
139 ['®FIFLUSONIM ~  '®F
NO,
NO, ° P
R e Lo W o
= N\ ° N ° 55° 19 97
136 ['8F173 18
5 NN % NN s
d N=N o d N=N ° 80° 48 55
139 ['8F]o7 F
NO,
0 0
N NO 4
" o N To
S5 Q\/N
138 oo "°F
['8F174
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73° 53 94

n=1;°n=15avec n le nombre d’essais en chimie hautement radioactive
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3.5. Evaluation des radiotraceurs

La production des fluorosulfonates [*®F169, [*®F173, [**F]74, [*®F]196 et ['®F]97 a permis la
mesure de leur log P/D (Figure 75), I'étude de leur stabilité, et leur évaluation in vivo, chez le

rat sain et des souris porteuses de tumeurs mélanomes.

N NO, O:S -

1C 18FFLUSONIM =

0\' NO _N F
NO, No2 o-5° N=( E’/
n= N aths e (e N
@N{ N=N 0=8=0 Q/ F Phényl (;S\\o
o
['8F]69 ['®F196 [°F173
o S,/O
N -0 N_NO, ¢
G
F N— Phényl
Benzyl ['8F197 ['F174
Nom LogP® LogD? TPSA®
[*®F169 -3.40+0.04 -3.56+0.02 152
[*®F196 -3.31+0.17 -3.55+0.07 152
[**F]FLUSONIM -3.00£0.03 -3.23+0.05 152
[**F173 -1.62+0.04 -1.87+0.01 152
[**F197 -1.72+0.02 -1.85+0.01 85
[*F]74 -1.21+0.02 -1.74+0.01 121

®mesurés ” calculés

Figure 75 : Valeurs des logP/D, et de la surface polaire théorique du [18F]FLUSONIM des fluorosulfonates [18F]69, [18F]73,
[**F174, ['°F196 et [**F]97

Les composés [**F169 et [**F]196 ont été trouvés plus hydrophiles que le [**FJFLUSONIM. Ils
conservent la structure de base du [18F]FLUSONIM avec un atome de carbone en plus (entre

le triazole et le 2-nitroimidazole) pour le composé [**F]69 ou avec un atome de carbone en
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moins (sur la chaine du fluorosulfonate) pour le composé [**F]96. Les composés [**F]73,
[*®F197 et [*®F]74 tous composés d’un noyau phényle, se sont avérés plus lipophiles que le

[*®F]JFLUSONIM. Les composés [®F]97 et [*®F]74 ont aussi une TPSA plus faible.

3.5.a) Chez I'animal sain

Le [*®F]FLUSONIM et les dérivés [*®F169, [*®F]73, [*®F]74 et [*®F]97 ainsi que le [**FIFMISO
ont été injectés chez le rat sain et suivi par imagerie TEP (0 a 60 min) afin d’étudier la
cinétique de biodistribution et d’élimination. La distribution et I'élimination de tous les
radiotraceurs fluorosulfonates est rapide, ils montrent une rétention faible dans les tissus

sains contrairement au [**F]JFMISO (Figure 76).

[18F]73 [18F]69

[8F]97 [18F]74 [28F]FMISO

Figure 76 : Images TEP/CT 3 60 min du [**FJFLUSONIM et du ['®FIFMISO et des dérivés [‘®F169, ['*F173, ['®F174 et [‘®F]97 2
60 min (images normalisées en SUV)

La quantification des images TEP permettent de montrer que I’élimination a 60 min pi de
tous les radiotraceurs sulfonates est supérieure a 50%. Les fluorosulfonates pourtant tous
trés hydrophiles (valeurs de LogP négatives) montrent des profils d’élimination différents.
Comme le [ *F]JFLUSONIM et les dérivés [*°F169 et [*®F]97 montrent une forte élimination
rénale. A l'inverse le composés [*F173 présente une forte élimination hépatobiliaire.
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Cinétique d'élimination biliaire

60,0 -
50,0
40,0
o% 30,0

20,0

10,0

0,0
0 10 20 30 40 50 60
Temps (min)
——t— [18F]FLUSONIM (n=2) —X— [18F]FMISO (n=2)
- =i = [18F]73 (n=2) A - [18F]69 (n=2)

—@— [18F]97 (n=2) —#— [18F]74 (n=2)

Cinetique d'elimination urinaire

60,0
50,0
40,0

30,0

%Dl

20,0
10,0

0,0 T ]
0 20 40 60
Temps (min)
—t— [18F]FLUSONIM (n=2) —x— [18F]FMISO (n=2)
= =i = [18F]73 (n=2) A - [18F]69 (n=2)
—@— [18F]97 (n=2) ——i— [18F]74 (n=2)

Figure 77 : Cinétiques d’élimination A) de la vessie et B) du foie pour les dérivés [18F169, [18F173, [lsF]74 et [lsF]97, le
[*®F]FLUSONIM et [*®F]JFMISO chez 'animal sain.

Le taux d’élimination ainsi que la voie d’élimination des dérivés [*F]FLUSONIM, [*®F]69,

['®F173, ['°F174, ['®F]97 et [*®F]FMISO sont présentés (Tableau 17). Le [**F]FLUSONIM

présente la plus forte élimination rénale. Aucune corrélation évidente n’a été trouvée entre

le pourcentage d’élimination du radiotraceur, sa voie d’élimination et son hydrophilie (log P).

L'analogue [**F173 qui présente le LogP le plus « élevé » par conséquent la plus faible

hydrophilie, s’élimine tout aussi bien que le [*®F]FLUSONIM et présente une élimination

guasiment autant rénale que hépatobiliaire. La seule corrélation potentielle est entre le

coefficient P et la % vie d’élimination. L’hydrophilie ne semble pas influencer la voie

d’élimination du radiotraceur. Le [*®FJFLUSONIM reste le plus attractif avec son élimination

exclusivement rénale (Figure 77).
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Tableau 17: % vie de distribution, d’élimination, voie d’élimination et valeurs de logP des dérivés [18F]69, [18F]73, [18F]74
et [*®F197, le [**FIFLUSONIM et [*®FIFMISO

o NO, NO,

N NO, 0=5° N=( - NN F
Ch_ J\\f\ (NN NN NI A=A

x>
\S\\

1C ['8FlFLUSONIM a° Phényl 70
['8F169 ['®F173
o ;S/,O
N 520 N_.NO, ¢
G ST
F N— Phényl
Benzyl ['%F107 [°F]74
o,
% vie % vie ) 'Ta'ux . ’ éType.
o e . re e is d’élimination d’élimination
N distribution élimination R . logP
. . a 60 min
sanguine sanguine (%DI) Rénale Biliaire
[*®F]74 1.730.14 15.52+2.70 52 52 48 -1.2
[*®F197 0.90+0.23 43.66+20.6 47 92 8 -1.7
[**F]73 1.88+0.08 20.69+1.92 59 11 89 -1.6
[*®F]FLUSONIM| 1.82+0.17 19.54+4.29 60 97 3 3.0
[*®F169 1.60+0.44 24.28+2.86 57 75 25 3.4
[*® F]FMISO 1.58+0.01 188.19+49.78 13 31 69 0.6

DI dose injectée

Les études de biodistribution ont été complétées (sauf pour le dérivé [®F]97
dépourvu de cycle 2-nitroimidazole) par I'étude du comportement sanguin avec des
prélevements de sang a 60 min et la mesure de la cinétique sanguine (coeur) a partir des
images TEP. Ces derniéres ont permis de calculer les demi-vies de distribution et
d’élimination sanguines. Les niveaux de radioactivité ont été mesurés pour I'échantillon
initial de sang et du plasma obtenu pas extraction et centrifugation du sang. Les niveaux de
radioactivité 3 60 min dans le sang de I'animal sain est faible, pour le [**FJFLUSONIM et les

analogues [*®F173 et [*®F]74, et trés basse pour le dérivé [*®F169, comparé a celui du
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[*®(F]FMISO. Pour le [*®F]JFMISO le ratio plasma/sang est proche de 1 ce qui signifie qu’une
plus grande proportion de radioactivité est piégée dans les cellules circulantes. Tous les
dérivés [**F]JFLUSONIM, [*®F169, [*®F]73, ['®F]74, présentent une demi vie de distribution et

d’élimination sanguine beaucoup plus rapides que le [*®F]JFMISO (Tableau 18).

Tableau 18 : Valeurs des niveaux de radioactivité des prélevements sanguins.

Niveau de
radioactivité (SUV)a  [*FIFMISO  [**F]FLUSONIM [*F173 [**F169 [*F]74
60 min
Sang 0.68 0.21 0.13 0.07 0.15
Plasma 0.71 0.25 0.23 0.10 0.26
Ratio plasma/sang 1.05 1.21 1.74 1.38 1.74

Le plasma a été injectée en HPLC afin de vérifier la stabilité du [**F]FLUSONIM, [*®F]69,
[*®F]73, et [*®F]74. Les faibles niveaux de radioactivité présents dans le sang a 60 min ont
rendu les analyses HPLC compliquées (bruit de fond élevé). L'analyse de la fraction
plasmatique est comparée au controle qualité du radiotraceur. Aucun métabolite n’a été
observé dans le plasma confirmant la stabilité nos dérivés chez I'animal sain apres 1 h pi.
Néanmoins I'absence de métabolite dans la partie plasmatique ne signifie pas qu’il n'y a

aucune métabolisation du radiotraceur.
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Figure 78 : Contréle qualité et analyse plasmatique des dérivés [lsF]FLUSONIM, [18F]69, [18F]73, [18F]74 alhpi.

3.5.b) Evaluation sur un modeéle de mélanome murin

Le [*®F]FLUSONIM et les dérivés [*®F169, [*®F]73, et [*®F]74, ont été évalués sur un modele
murin de mélanome grace a une collaboration avec I’équipe de S. Dedieu ( MEDYc UMR

CNRS 7369 a Reims). Ces résultats sont toujours en cours de traitement.

En conclusion, 5 analogues hydrophiles du [*®F]JFLUSONIM ont été synthétisés. Trois de ces
dérivés ont été évalués in vivo chez I'animal sain montrant des distributions rapides et une
stabilité jusqu’a 60 min. Leur spécificité vis-a-vis de I’hypoxie ainsi que leur performance en

imagerie TEP restent a déterminées par I'analyse des résultats sur le modéle de mélanome.
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Ces travaux de thése ont permis de développer le [**FJFLUSONIM un radiotraceur
hydrophile. Sa radiosynthese s’effectue en une seule étape de radiofluoration. La
radiosynthése automatisée du [*®F]FLUSONIM est efficace et s’effectue en 53 min avec un
rendement de 66%, elle a été adaptée sur le module de synthése a cassette « AllinOne »
pour amorcer une synthése GMP. Lensemble des évaluations biologiques du [**F]JFLUSONIM
chez les animaux sains et porteurs de tumeurs hypoxiques, ainsi que la démonstration de sa
stabilité et son absence de métabolisation (sauf tumeur), ont permis de montrer que le
[*®F]JFLUSONIM est légitime comme radiotraceur TEP de I’hypoxie. De plus, les performances
du [*®F]FLUSONIM comparées a celles du [*®F]JFMISO, I'actuel radiotraceur de référence pour
I'imagerie TEP de I’hypoxie, se sont avérés bien supérieures pour les modeles utilisés. Le
[*®(F]FLUSONIM en cours de transfert pour des études cliniques, sera utilisé sur un modéle

tumoral de poumon (Centre F. Baclesse, Caen).

La synthése d’analogues du [®F]JFLUSONIM a également été réalisée. Ces dérivés se sont
avérés plus ou moins hydrophiles en fonction avec des carbones ou groupement phényle
supplémentaire. La biodistribution de ces dérivés a été effectuées chez des animaux sains
montrant une distribution, élimination et clairance rapide vis-a-vis des tissus sains. Les
résultats de leur évaluation dans un modele de mélanome sont en attente. Ils permettront
de confronter I’hydrophilie de ses dérivés a leur efficacité et leur performance en tant que

radiotraceur TEP de I’hypoxie.

Par ailleurs, certains de ces analogues pourront étre valorisés par un marquage avec des
radiométaux ou un marquage a l'astate-211 permettant l'irradiation des cellules hypoxiques

résistantes a la radiothérapie.
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Chapitre 2 : Synthése d’une plateforme boratrane
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pour la capture de l'ion | FIFluorure
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. Introduction : Marguage au fluor-18 des macromolécules

Le concept de « macromolécule » est introduit en 1920 par Staudinger pour les molécules

2% |es macromolécules regroupent les

ayant une masse molaire supérieure a 1000 Da.
peptides (selon leur poids moléculaire), les protéines, les carbohydrates, les lipides et les
anticorps et sont dénommées « biomédicaments » (« bilogics » en anglais pour « biologic

207,208

drugs») pour celles fabriquées a partir du vivant. Les « biomédicaments » et peptides

étant tres affins et spécifiques d’une cible moléculaire, sont devenus des substrats d’intérét
pour le développement de sondes radioactives en imagerie et radiothérapie.?>#1%?1
L'octréotide, a été lun des premiers peptides radiomarqués a liode-123 ([*ZI-
Tyr’]Octreotide)(Figure 79A)), décrit par Krenning en 1989 pour imager en SPECT les
récepteurs de la somatostatine.”’? Le °®Ga-DOTATATE**'* et le '’Lu-DOTATATE
(LUTATHERA®)*®> ont été les premiers radiopharmaceutiques peptidiques approuvés
respectivement en 2016 et 2018 par la FDA (Food and Drugs Administration) pour I'imagerie
TEP et la radiothérapie des tumeurs neuroendocrines de l'intestin (Figure 79 B)).
Actuellement, les dérivés « PSMA » (prostate-specific membrane antigen) représentent une

nouvelle classe de peptides trés importants pour I'imagerie et le traitement du cancer de la

prostate®’® comme le ®®Ga-PSMA-11 (Figure 79 ¢).2*"**®

2% 3. C. Reubi, Endocr. Rev. 2003, 24, 389

207.c. for B. E. and Research, FDA 2019

208 b December 22, 2017, Opportunities and Challenges in Biologic Drug Delivery

29 g Richter, F. Wuest, Molecules 2014, 19, 20536

20 K p. Koopmans, A. W. J. M. Glaudemans, Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 2012, 39, 4

21 R A. Davis, S. H. Hausner, J. L. Sutcliffe, In Radiopharmaceutical Chemistry; Lewis, J. S.; Windhorst, A.
D.; Zeglis, B. M., Eds.; Springer International Publishing: Cham, 2019; pp. 137-162

212 E P, Krenning, W. A. P. Breeman, P. P. M. Kooij, J. S. Lameris, W. H. Bakker, J. W. Koper, L. Ausema, J.
C. Reubi, S. W. J. Lamberts, The Lancet 1989, 333, 242

213 EDA approves first gallium 68Ga-Dotatate radiopharmaceutical tracer for PET imaging of neuroendocrine
tumors

240, of the Commissioner, FDA approves new diagnostic imaging agent to detect rare neuroendocrine tumors.
FDA 2019

215 C_ for D. E. and Research, FDA 2019

18 A Ghosh, W. D. W. Heston, J. Cell. Biochem. 2004, 91, 528

21T F_ sterzing, C. Kratochwil, H. Fiedler, S. Katayama, G. Habl, K. Kopka, A. Afshar-Oromieh, J. Debus, U.
Haberkorn, F. L. Giesel, Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 2016, 43, 34

218 A -C. Baranski, M. Schafer, U. Bauder-Wiist, A. Wacker, J. Schmidt, C. Liolios, W. Mier, U. Haberkorn, M.
Eisenhut, K. Kopka, M. Eder, Bioconjug. Chem. 2017, 28, 2485
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Figure 79 : A) Stomatotatine marquée a l'iode B) Ga-DOTATATE et le V’Lu-DOTATATE (LUTATHERA ©)

C) ®Ga-PSMA-11

Le radiomarquage des macromolécules est le plus souvent réalisé a l'aide de
radiométaux tels que le cuivre-64, le lutécium-177, le gallium-68, le zirconium-89. La
radiochimie associée est simple, basée sur la complexation du radiométal par une structure
chélatante (NOTA, DOTA, HBED). Cette méthodologie est souvent compatible avec la
polyfonctionnalité des macromolécules, réalisable en milieu tamponné (pour note, les
macromolécules sont insolubles et se dénaturent dans les solvants organiques usuels) et

facile de mise en ceuvre.

En raison de ses propriétés avantageuses pour l'imagerie TEP, le fluor-18 reste un
radioisotope de choix pour le développement de radiopharmaceutiques y compris
macromoléculaires. Cependant, le radiomarquage au fluor-18 des peptides et
macromolécules représente un défi en raison des difficultés liées a l'utilisation de I'anion

[18F]fluorure (principale source de fluor-18). La recherche de méthodes de radiofluoration
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directes, efficaces, rapides et respectant l'intégrité des substrats macromoléculaires ou

polyfonctionnalisés demeure ainsi toujours pertinente.m’219

1) Formation de liaison C-'*F

1.1. Marquage direct par formation de liaison C-'°F

A notre connaissance il n’existe que deux méthodes décrites a ce jour de radiofluoration

directe de biomolécules par formation de liaison C-'°F. La premiére concerne I'ouverture

18p 220 Cotte

d’un cycle aziridine et conduit a la formation d’un groupe aliphatique CH,
méthode a été validée pour le radiomarquage de petits peptides avec des rendements de 7 a

16% (Schéma 18).
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Schéma 18 : Fluoration directe par ouverture d’aziridine.

La seconde méthode utilise la réaction de SN, a partir d’un précurseur
phényltriméthylammonium désactivé par la présence d’un groupe cyano en ortho. Becaud et
al. ont utilisé cette méthode pour marquer un analogue de la bombésine.??! C’est un peptide

gui montre une haute affinité et un fort potentiel inhibiteur pour les récepteurs des peptides

219 4 s, Krishnan, L. Ma, N. Vasdev, S. H. Liang, Chem. - Eur. J. 2017

220 U, Roehn, J. Becaud, L. Mu, A. Srinivasan, T. Stellfeld, A. Fitzner, K. Graham, L. Dinkelborg, A. P.
Schubiger, S. M. Ametamey, J. Fluor. Chem. 2009, 130, 902

221, Becaud, L. Mu, M. Karramkam, P. A. Schubiger, S. M. Ametamey, K. Graham, T. Stellfeld, L. Lehmann,
S. Borkowski, D. Berndorff, L. Dinkelborg, A. Srinivasan, R. Smits, B. Koksch, Bioconjugate Chem 2009, 20,
2254
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libérant de la gastrine (GRP Gastrin releasing peptide), exprimés dans les cancers du sein, de

206,222

la prostate ou du poumon. La bombésine est radiomarquée par réaction avec l'ion

[18F]fluorure en présence de carbonate de césium et de K,,, a 70 °C pendant 15 min (Schéma

19). Malgré une conversion plutot bonne de 70%, le rendement reste faible (20%).

['8FIF, C52C03 K222 Rdt : 20%
Conversion : 70%

| CN DMSO, 70°C, 15 min RAS : 2 Ci/umol

S Mfﬁ : nf:w

/ﬁ (o}

\ /
z

o NH,

Schéma 19 : Marquage d’un peptide par SNAr

Jacobson a repris cette méthode en 2011 pour le marquage du cRGD sous activation
microonde (Schéma 20). Le peptide cRGD radiofluoré a été obtenu avec un rendement de
19% et une RAS de l'ordre de 2 Ci/umol (79 GBg/umol).?® L’activation microonde a
I’avantage de réduire le temps de réaction (seulement 3 min) mais induit une température

de réaction élevée (130°C) incompatible avec des macromolécules thermosensibles.

22 B. Cornelio, R. Roesler, G. Schwartsmann, Ann. Oncol. 2007, 18, 1457

222 0. Jacobson, L. Zhu, Y. Ma, I. D. Weiss, X. Sun, G. Niu, D. O. Kiesewetter, X. Chen, Bioconjug. Chem.
2011, 22, 422
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Schéma 20 : Radiofluoration directe du cRGD et cRGD dimérique par SN,, d’un groupe NO,.

1.2. Marquage indirect par formation de liaison C-‘3F

Les réactions de substitution nucléophile, permettant la création de liaison C-*°f
exigent des conditions anhydres et aprotique pour obtenir les meilleurs résultats. En effet,
en milieu aqueux ou protique, la réactivité de I'anion [*®F]fluorure est diminuée en raison
d’une forte solvatation. Il est alors nécessaire de protéger les fonctions protiques (amines
primaires et secondaires et amides, alcools, thiols, acides carboxyliques). Comme rappelé
précédemment, ces approches sont difficilement compatibles avec un radiomarquage direct

des macromolécules.’®

Elles ont été cependant largement développées dans des approches
multi-étapes, impliquant une étape de radiofluoration d’un substrat bi-fonctionnel (en
condition classique) puis son couplage a la macromolécule. Ces approches sont
chronophages et induisent des procédés lourds et difficiles a automatiser. Les approches
prosthétiques nécessitent que la réaction de couplage soit efficace dans des délais trés
courts (compte-tenu de la période de 109 min du fluor-18) et dans des conditions douces

(températures modérées, milieu tamponné).?**

224 R. Schirrmacher, B. Wangler, J. Bailey, V. Bernard-Gauthier, E. Schirrmacher, C. Wangler, Semin. Nucl.
Med. 2017, 47, 474
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En 2001, Sharpless introduit le terme de « Chimie click » permettant la conjugaison rapide
de différents fragments. Cette approche a été largement développée a la chimie
bioorthogonale.?” Nous nous intéresseront dans un premier temps aux fonctions natives de

la macrobiomolécule telles que les amines, les thiols et les acides carboxyliques.

1.3. Conjugaison aux fonctions natives des peptides

Les fonctions amines terminales trés largement présentes sur les protéines (AA lysine), sont
couplées le plus souvent avec des groupes prosthétiques contenant des acides libres ou
activés. |l existe plus d’une dizaine de groupements prosthétiques, les plus connus sont
I'acide 4—[18F]fluorobenzoique [*®F]FBA, le 4—nitropheny|—2—18F—fIuoropropionate (I*®F]NFP) et
le N-succinimidyl-4-fluorobenzoate ([*F]SFB). Ce dernier, le plus utilisé, est usuellement
obtenu en trois étapes a partir du trifluorométhanesulfonate d’éthyl 4-(N,N,N-
triméthylammonium) benzoate 164. Sa radiosynthése génere comme intermédiaire du
[*®F]FBA activé par la suite avec un succinimide pour former le [*®F]SFB. Il est facilement

purifié sur cartouche SPE et obtenu avec un rendement radiochimique de 44-50%.2%

o) o)
0~ ["8F1KF.Kyp 0~ TPAOH TSTU p
—_—
| M CN
~ MeCN e
N* MeCN, 18
° 90°C, 5 min

| -oTf 90°C, 10 min 120°C, 3 min

164 ['®F1165 ['®FIFBA ['®FISFB

Schéma 21 : Synthése du [**F]SFB.

La fonction thiol est également une fonction d’intérét lors du marquage des protéines. Les
thiols sont de bons nucléophiles et réagissent facilement et sélectivement avec les
maléimides. Les groupes prothétiques connus, comprenant un motif maléimide sont le N-[6-
(4—[18F]fluoro—benzylidéne)aminooxyhexyl] ([18F]FBAM) et N-[2-(4-[*®F]fluorobenzamido)

ethyl] ([*®F]FBEM). Plus récemment, le groupe de Wu a développé la vinyle sulfone

5 D, van der Born, A. Pees, A. J. Poot, R. V. A. Orru, A. D. Windhorst, D. J. Vugts, Chem. Soc. Rev. 2017, 46,
4709
%6 G, Vaidyanathan, M. R. Zalutsky, Nat. Protoc. 2006, 1, 1655
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radiofluorée 166 qui offre de nouvelles stratégies de synthése avec la préparation du groupe

prosthétique en une seule étape.””’

La fonction cystéine en position N-terminale peut permettre, la formation sélective de
thiazoline a partir d’'un précurseur 1,2-aminoéthanethiol et nitrile. Deux groupes
prosthétiques présentent une fonction 2-cyanobenzothiazole (CBT), le 6-[*®F]fluoroéthyl-2-
cyanobenzothiazole?*® 167 et le 6-(2-[*®F]fluoro-3-éthoxyéthoxypyridinyl)2-
cyanobenzothiazole (I*®F]FPyPEGCBT).”*® Ces deux groupements ont été utilisés pour le

marquage de dérivés du cRGD,.

Les principaux groupements prothétiques sont regroupés dans le Tableau 19 pour les

fonctions natives d’un peptide.”*

2217 Wu, L. Li, S. Liu, F. Yakushijin, K. Yakushijin, D. Horne, P. S. Conti, Z. Li, F. Kandeel, J. E. Shively, J.
Nucl. Med. 2014, 55, 1178

228 3. Jeon, B. Shen, L. Xiong, Z. Miao, K. H. Lee, J. Rao, F. T. Chin, Bioconjug. Chem. 2012, 23, 1902

229 3. A. H. Inkster, S. Zhang, V. Akurathi, A. Belanger, S. Dubey, S. T. Treves, A. B. Packard, 2017, 8, 1891

20 3.S. Lewis, A. D. Windhorst, B. M. Zeglis, Radiopharmaceutical Chemistry; Springer, 2018
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Tableau 19 : Principaux groupes prosthétiques pour le marquage de peptides contenant une fonction A) Amine B) Acide carboxylique C) thiol D)1,2aminothiol

Macromolécule Groupe prothétique Exemples groupes prosthétiques Liaison formée
A) F
R Hooe—Q) /©)J\ of /©/ . J\G Amide
J\/j)\o \)\
S=C=N{) ['®FIFBzA  '°F ['*FINFP B NG”F Thiourée
0 HN.__OCH,
HN o 18 NH
Me—om /Ej)L O'E;\f Nee. )5\ C_ 3.y F  Amidine
S Bf NO,

B)

18p

o
18, s
o e

G18F thioéther
()\\/o
/\/SG18F thioéther

o thiazoline

=010

['®FISFB ["®FIFMPhITC ['8FIFNB
o]
NH
HyN— ’ N2 18F
18FV(D)LH TN,
['®FIFMBAA ['®FIFEA
o] o o o
N \ N A\ A 0\/\N o
(O SO ey ) B
6 0 H o N 8 ¢ N
o 18F F o
[18F]FBAM [18F]FBEM [18F]FPyME
o
0 §° o
=/ \/ \/\o/\/ \/\15F [18F]166
N N *<N
NC—
4
SIS S SRS S STRRT
S o S O/\/ 2 |
18 “
dérivé ['®F]CBT 167 ['®FIFPyPEGCBT FoN
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1.4. Groupements prosthétiques pour les peptides modifiés

L’évolution des techniques de synthése et de modification de peptides ont permis I'essor de
nouveaux groupements prosthétiques avec I'ajout de nouvelles fonctions sur les
macromolécules. Ainsi des réactions de chimie click ont vu leur émergence ces derniéres
années. Parmi elles, la cycloaddition 1,3 de Huisgen modifiée, CUAAC (The copper(l)-
catalyzed alkyne-azide cycloaddition), est actuellement trés utilisée pour le marquage de
macromolécules. Le triazole formé est obtenu par la réaction entre un alcyne et un azoture
catalysée par le cuivre. La biomolécule radiomarquée doit étre modifiée au préalable pour
incorporer une des deux fonctions chimiques qui n’est pas présente de maniére originelle
sur le peptide. De nombreux dérivés d’alkyle (I*®F]FEA, [*®F]FAIKCC), PEG ([*®F]FPEHNS,,
[*®F]FPEGCC), d’aryls ([*®F]FBMeNs, [®FJFMBCC) ou encore de sucres ([‘®F]JAc3-FGlcns,
[*®F]Acs-FGIcMeCC) ont été modifiés pour introduire une fonction azoture (Figure 80 A)) ou
alcyne (Figure 80 B)), permettant ainsi la réaction de chimie click pour le marquage de

peptides. 1*>2**

S o
n F

n=1, ['"*FIFEA ['8FIFPEGN, ["8FIFBMeN,
18F
AcO
Ny
['8F1APF ['®F]Ac;- FGIcN3 ['8FJANBF

B)
O\ 0
18F/\®// 18F/€Vo\>/ /©/ T\
n n

['®F]FAIkCC ['®FJFPEGCC ['®FIFMBCC [18F]FBSOZNMeCC
< 4
AcO
['®FlAcs- FGIcMeCC ['8FIFBzAmMeCC ['8F]FBzAcMeCC PEG-[”F]FPVKYNE

Figure 80 : Groupements prosthétiques pour la réaction de chimie click A) de type azoture B) de type alcyne.

231 J. Marik, J. L. Sutcliffe, Tetrahedron Lett. 2006, 47, 6681
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En 2007, Glaser et Arstad introduisent le [*®F]fluoroéthyl azide [**F]FEA préparé a partir de
'azoture 168 qui est le groupement prosthétique le plus utilisé.”*? Malgré sa volatilité élevée
et son risque explosif le [*®F]FEA a fait I'objet de nombreuses études afin d’optimiser sa
synthése et sa purification. Le [*®F]FEA, qui a notamment permis le marquage au fluor-18
des dérivés du cRGD,?*?** est également utilisé comme intermédiaire dans la ligation de

Staudinger pour la formation d’une liaison amide ou peut étre réduit en amine. 2*>

K['®FIF, 5
F
N3/\/OTS Na/\/
MeCN,
168 80°C, 15 min ['®FIFEA

55%

Figure 81 : Radiosynthése du [‘*F]FEA

Pour pallier le probléeme de biocompatibilité de la chimie click, des réactions sans catalyse au
cuivre, ont été développées. Elles sont appelées chimie click contrainte (SPAAC).

La premiére réaction de chimie click contrainte est décrite par Blomquist en 1953%% et
Wittig et Krebs en 1961%%” entre un cyclooctyne OCT et un azoture. La SPAAC méne 3 la
formation de deux régioisomeres 169 et 170, si les groupements R; et R, sont encombrés le
composé majoritaire obtenu sera le 169 (Figure 82). Les OCT les plus utilisés sont le DIBO

240 et

(dibenzocyclooctyne),**® le BCN (bicyclononyne),”* le DIBAC (dibenzoazacyclooctyne)
’ADIBO**! (azadibenzocyclooctyne) (Figure 82). Parmi les cyclooctynes synthétisés,**? des
groupements fonctionnels ont été ajoutés afin d’augmenter la vitesse de réaction de la
SPAAC (plus lente que la réaction de chimie click avec une constante de vitesse 100 fois

inférieure). Les nouveaux OCT plus réactifs sont également plus instables. Plus récemment le

22 M. Glaser, E. Arstad, Bioconjug. Chem. 2007, 18, 989

23 M. Glaser, M. Solbakken, D. R. Turton, R. Pettitt, J. Barnett, J. Arukwe, H. Karlsen, A. Cuthbertson, S. K.
Luthra, E. Arstad, Amino Acids 2009, 37, 717

24 M. Glaser, E. Arstad, A. Gaeta, J. Nairne, W. Trigg, E. G. Robins, J. Label. Compd. Radiopharm. 2012, 55,
326

235 L. Carroll, S. Boldon, R. Bejot, J. E. Moore, J. Declerck, V. Gouverneur, Org. Biomol. Chem. 2010, 9,
136

26 A T. Blomquist, L. H. Liu, J. Am. Chem. Soc. 1953, 75, 2153

27 G, Wittig, A. Krebs, Chem. Ber. 1961, 94, 3260

%8 % Ning, J. Guo, M. A. Wolfert, G.-J. Boons, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 2253

%9 ). Dommerholt, S. Schmidt, R. Temming, L. J. A. Hendriks, F. P. J. T. Rutjes, J. C. M. van Hest, D. J.
Lefeber, P. Friedl, F. L. van Delft, Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 9422

#9 M. F. Debets, S. S. van Berkel, S. Schoffelen, F. P. J. T. Rutjes, J. C. M. van Hest, F. L. van Delft, Chem.
Commun. 2010, 46, 97

21 A Kuzmin, A. Poloukhtine, M. A. Wolfert, V. V. Popik, Bioconjug. Chem. 2010, 21, 2076

242 3. Dommerholt, F. P. J. T. Rutjes, F. L. van Delft, Top. Curr. Chem. Cham 2016, 374
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BCN ou le COMBO, contenant un groupement cyclopropane ou benzene opposés a l'alcyne,
ont permis les réactions dans I’eau. En 2004, le groupe de Bertozzi applique pour la premiére
fois cette méthodologie in vivo a la biotine.”* Les inconvénients majeurs des OCT restent

leur réactivité avec les thiols en milieu biologique et leur difficulté de synthése.?**

Réaction générale

/R1
‘N=N*:N

N,
N
[ — —
®/Rz
169

Exemples de précurseurs

R1\N N/’N\N’R1
7

O
3

—{_q,
170
HO
HO o O)\\\\
DIBO BCN DIBAC CooH apeo  NH2  comBo

Figure 82 : Réaction de SPAAC avec obtention de deux régioisomeéres. Exemples de cyclooctynes.

En 2008, le groupe de Fox développe la réaction de chimie click entre le trans-cyclooténe
(TCO) et la tétrazine, issue de la réaction de Diels-Alder a demande inverse en électrons
(IEDDA).**® 'IEDDA forme une pyridazine avec une constante de vitesse 2000 fois supérieure
a celle de la SPAAC (Figure 83). Les tétrazines ont vu leur stabilité renforcée avec I'ajout de
groupements aryles. Les TCO réagissent également avec I'eau, provoquant leur

isomérisation en cis et conduisant a un composé moins réactif.

#3N. J. Agard, J. A. Prescher, C. R. Bertozzi, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 15046
245 Wallace, J. W. Chin, Chem. Sci. 2014, 5, 1742
#5 M. L. Blackman, M. Royzen, J. M. Fox, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 13518
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Réaction générale
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Figure 83 : Réaction de Diels Alder a demande inverse en électron

L'imagerie des macromolécules tels que les anticorps, ayant une pharmacodistribution lente,
s’avere compliquée. La pharmacocinétique des anticorps s’étend de 24 a 48 h pour atteindre
la cible et se fixer. La période de 2 h du fluor-18 est souvent peu compatible avec cette
pharmacocinétique. Outre I'utilisation d’isotopes a plus longue demi-vie comme le cuivre-
642*® (12,6 h) ou le zirconium-89%*’ (3,2 jours), la stratégie de pré-ciblage peut étre utilisée.
Elle consiste dans un premier temps, en l'injection d’un anticorps fonctionnalisé avec une
entité chimique spécifique, puis dans un deuxieme temps, un « effecteur » contenant le
radionucléide est injecté, réagissant sélectivement avec I'anticorps injecté.

En 2016, I'équipe de Meyer a appliqué la méthode de pré-ciblage avec des précurseurs
TCO/tétrazine, avec un effecteur marqué au fluor-18, par stratégie Al-8F. L'imagerie permet
de \visualiser I'anticorps 5B1 modifié avec un motif TCO, ciblant le marqueur
d’adénocarcinome pancréatique. La tumeur a pu étre imagée 1 h pi grace a la tétrazine 171
(Figure 84) avec des doses efficaces plus élevées que le marquage au zirconium-89 effectué

précédemment.248

28 A Kumar, G. Hao, L. Liu, S. Ramezani, J.-T. Hsieh, O. K. Oz, X. Sun, Bioconjug. Chem. 2015, 26, 782

#7F, C.J. van de Watering, M. Rijpkema, L. Perk, U. Brinkmann, W. J. G. Oyen, O. C. Boerman, Zirconium-89
Labeled Antibodies: A New Tool for Molecular Imaging in Cancer Patients. BioMed Res. Int. 2014

8 J.-P. Meyer, J. L. Houghton, P. Kozlowski, D. Abdel-Atti, T. Reiner, N. V. K. Pillarsetty, W. W. Scholz, B.
M. Zeglis, J. S. Lewis, Bioconjug. Chem. 2016, 27, 298
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Figure 84 : TzPEGn-AI[lsF]-NOTA marquée précurseur de réaction d’IEDDA avec le 5B1-TCO in vivo

Cet exemple illustre les possibilités et avantages des méthodes de radiofluorations pour la

création de liaisons fluor-18-hétéroéléments.**

2) Formation de liaison Hétéroatome-Fluor

Depuis plusieurs décennies, les liaisons hétéroatome-fluor ont vu leur intérét croitre. Parmi
elles, les liaisons B-F, Si-F, Al-F présentent I'avantage d’étre plus énergétiques et donc plus
stables que la liaison que C-F (Tableau 20). Les hétéroatomes B, Al, Si dits oxophiles et
fluorophiles, sont décrits comme des « accepteurs » ou « capteurs » de fluorure permettent

la radiofluoration d’un peptide en une seule étape.”%*>*

Tableau 20 : Energie de liaison de différentes liaisons avec le fluor

Liaison Energie de liaison (kJ/mol) Longueur de liaison (A)
P-F 439 1.54
C-F 485 1.35
Si-F 565 1.60
B-F 613 1.30
Al-F 664 1.63

2.1. Liaison Silicium-Fluor

La liaison Si-F est fortement polarisée (Ay > 2) et son énergie de liaison est de 565 kJ/mol. Le
caractere « fluorophile » du silicium a été mis en évidence pour la premiere fois par Gens en
1958 dans la préparation d’un tétrafluorosilane, a haute température et pression a partir du
tétrafluorure de silicium (Figure 85 A)). En 1976, Poole et Winfield utilisent le [*®F]fluorure
pour la formation du [18F]fluorotriméthylsilane a partir du chlorotriméthylsilane (Figure 85

B)). En 1985, Rosenthal démontre que la liaison Si-F, s’avere facilement hydrolysable en

9 G, E. Smith, H. L. Sladen, S. C. G. Biagini, P. J. Blower, Dalton Trans. 2011, 40, 6196

%0 K Chansaenpak, B. Vabre, Francois. P. Gabbai, Chem Soc Rev 2016, 45, 954

#1 K-S, Lin, F. Benard, D. M. Perrin, In Fluorine in Life Sciences: Pharmaceuticals, Medicinal Diagnostics,
and Agrochemicals; 2019;519
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raison de sa forte polarisation. Longtemps considérées instables, les liaisons Si-F ne

pouvaient &tre utilisées in vivo sous peine de défluoration et d’accumulation dans les os.?>

A) B)
AP cl ['8FIFNMe, \18,F/
M,['®F]F¢ g7 ————  Si

| MeCN |

2 M['®FJF + SiF,

Figure 85 : Premiers exemples de formation de liaison Si-fluor-18.2%

Ce sont les groupes de Schirrmacher, W‘cingler,254 et Jurkschat qui ont montrés en 2006

255

I'importance des groupes vicinaux sur la stabilité de la liaison silicium fluor.”>> La présence de

groupements avec un fort encombrement stérique (tert-Bu, i-Pr) sur I'atome de silicium est
nécessaire pour permettre une stabilisation et une utilisation in vivo. Le concept de SiFA (en

anglais Silicon fluoride acceptors) est alors développé (Figure 86).2>>

Stabilité in vivo

Figure 86 : Stabilité des différentes structures SIFA (repris de Schirrmacher 2019)

Les premieres études in vivo du SIFA ont montré une haute lipophilicité de ce groupement
pouvant étre problématique lors d’injection in vivo : lente accumulation du radiotraceur et
métabolisation hépatobiliaire élevée. Pour améliorer la pharmocinétique, différents

256

groupements hydrophiles ont été ajoutés tels que des ammoniums (SiFA/in)™" ou des

chaines peptidiques®’ (Figure 87).

#2p_Bohn, A. Deyine, R. Azzouz, L. Bailly, C. Fiol-Petit, L. Bischoff, C. Fruit, F. Marsais, P. Vera, Nucl. Med.
Biol. 2009, 36, 895

23 R, Schirrmacher, V, et al. In Fluorine in Life Sciences: 2019; pp. 551-574

2% ¢, Wangler, A. Kostikov, J. Zhu, J. Chin, B. Wangler, R. Schirrmacher, Appl. Sci. 2012, 2, 277

2 R, Schirrmacher, C. Wangler, E. Schirrmacher, Mini-Rev. Org. Chem. 2007, 4, 317

% 5. Niedermoser, J. Chin, C. Wangler, A. Kostikov, V. Bernard-Gauthier, N. Vogler, J.-P. Soucy, A. J.
McEwan, R. Schirrmacher, B. Wangler, J. Nucl. Med. 2015, 56, 1100

%75, Lindner, C. Michler, S. Leidner, C. Rensch, C. Wangler, R. Schirrmacher, P. Bartenstein, B. Wangler,
Bioconjug. Chem. 2014, 25, 738
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Figure 87 : LysMe3-g-carboxy-D-Glu ; B = g-carboxy-D-Glu ; C = SiFAlin

La liaison Si-'®F peut se former selon deux voies :

- a partir dun silane comprenant des groupements partants comme
alkyltréthoxysilane ou monosilanol

- par échange isotopique fluor-19/fluor-18 d’un précurseur trifluoroborate

(o]
i

18F
Si. I..R
’"'|<\ R silanol/ether silane ,wi\ SLR echange isotopique ’"< S'
- Wt

Figure 88 : Méthode de radiofluoration pour la formation de liaison Si-F.

a) Marquage des silanes ou ethers silanes

Un des premiers exemples d’utilisation de I'atome de silicium pour la radiofluoration a été
publié par le groupe de Perrin. lls ont décrit la radiofluoration de la biotine en présence de
KF/KHF, directement dans lI'eau enrichie provenant du cyclotron (Schéma 22). 28 e
rendement quantitatif est di aux bons groupements partants (éthoxyl). Cependant la biotine

formée est modérément stable en milieu aqueux.

/\ch 18- 18
o o) o F_I .F
Sl\0 KHF; 3.3-4.4 eq J{ st
HN NH ) tampon NaOAc HN NH F
K+
S NH s NH

Schéma 22 : Marquage au fluor-18 du triethoxysilane

%8 R. Ting, M. J. Adam, T. J. Ruth, D. M. Perrin, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 13094
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En 2008, Hone et Ametamey introduisent le marquage d’un dérivé de la bombésine au fluor-
18 via un monofluorosilane permettant ainsi I'imagerie des récepteurs peptidiques de la
gastrine (GRPi). Le peptide a été radiofluoré en condition légéerement acide avec un
rendement radiochimique isolé de 13% et a permis son étude in vitro et ex vivo (Schéma
23).259 Cette étude reste controversée, car la défluoration du radiotraceur dans les os
augmente avec le temps et la clairance hépatobiliaire est assez longue a se mettre en place,

les organes d’élimination comme le foie ou I'intestin restant fortement radiomarqués.

>< ['8F1KF/K,, >(
Si - . Si/%
Y AcOH, 90°C, 15-30 min 18F
30%- 115 min

Y=O0H,H

Schéma 23 : Radiomarquage de la bombésine au fluor-18 via un précurseur silane

b) Par échange isotopique

En 2006, Schirrmacher décrit la formation de liaison silicium fluor-18 par échange
isotopique, avec de bons rendements, dans des délais assez courts (quelques minutes), a
basses températures (-20°C jusqu’a TA) et avec des quantités infimes de précurseur
(quelques ug) favorisant une purification rapide sur cartouche. Par exemple I'octréotide

. . . s, s , , . . 2
(imagerie des tumeurs neuroendocrines) a été marqué par échange isotopique.”>

%9 A, Hohne, L. Mu, M. Honer, P. A. Schubiger, S. M. Ametamey, K. Graham, T. Stellfeld, S. Borkowski, D
Berndorff, U. Klar, U. Voigtmann, J. E. Cyr, M. Friebe, L. Dinkelborg, A. Srinivasan, Bioconjugate Chem 2008,
19, 1871
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,l( [18F] KFIK222 ’&(
°Si ACN, TA, 15 min Si

70-97%
81-135 mCi/umol

Schéma 24 : Radiomarquage de I'octréotide via la formation de liaison Si-F

En 2014, Lindner qui s’intéresse aux récepteurs GRPi (Gastrin-releasing-peptide) surexprimés
dans certains types de cancers (prostate, sein, poumon...), synthétise des dérivés de la
bombésine et du cRGD modifiés avec des espaceurs PEG (polyéthylene glycol). Une
guinzaine de dérivés sont radiofluorés par échange isotopique avec de bons rendements
isolés compris entre 43 et 62%.°%° Le dérivé radiofluoré présentant la meilleure affinité GPR
in vitro (Schéma 25) a été évalué in vivo sur des souris porteuses de tumeur. La clairance qui
s’établit aprés 180 min grace a I'hydrophilie de composé (logD -1.97) ainsi que la forte
accumulation du dérivé dans la tumeur laissent place a de bons contrastes pour I'imagerie

TEP (T/M (tumeur/muscle) = 7 aprés 90 min pi ; T/M =9 aprés 180 min pi).

[ j/ D [18F]F /@D
A':(ji< acide oxalique ’X(Si

DMF, 18':)<

TA, 15 min

e

s—s
o

:' HN Rdt 43%

NH, LogD -1.97
HN

HO,C
o)} o . *I co,H

o

O¢J\N,PEG.N/11\/N
H H N
O H

MesN CF3CO,°

Schéma 25 : Marquage d’un peptide modifié via un fluorosilicane par échange isotopique.

%05 Lindner, C. Michler, S. Leidner, C. Rensch, C. Wangler, R. Schirrmacher, P. Bartenstein, B. Wangler,
Bioconjugate Chem 2014, 25, 738
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Afin de conjuguer facilement le motif [*®F]SiFa aux peptides d’intéréts, des groupements
prosthétiques portant des liaisons Si-F fonctionnalisées pour des réactions de chimie click
ont vu le jour. Parmi eux on trouve le [*®F]SiFB,%" le [*®F]SiFA-isothiocyanate®®? ou encore le
[*®F]SiFA-aldehyde (SiFA-A) (Figure 89) synthétisés a partir d’une faible quantité de

précurseur (= 4 nmol) 3 température ambiante avec un rendement de 97%.2>

AR iz 307

['®F]SiFB SiFA-A SiFA-SH [18F]S|FA ITC

Figure 89 : Groupements prosthétiques pour la formation de liaisons Si-'*F

La méthode de radiofluoration par formation de liaison Si-*®F permet des synthéses rapides
avec de hauts rendements. Néanmoins, 'utilisation de groupements silylés stabilisés par des

groupements encombrants, entraine I'laugmentation de la lipophilie du peptide.

2.2. Liaison Aluminium-Fluor

L'énergie de dissociation de la liaison aluminium-fluor est la plus élevée parmi celles des
liaisons hétéroatomes avec le fluor, reflétant ainsi sa stabilité. La formation de liaison Al-*®
est introduite par McBride en 2009, qui utilise I'espéce (AI"8F)* préparée par fluoration du

trichlorure d’aluminium en chauffant a 100°C pendant 15 min.?®?

Cette espece est ensuite
complexée sur une structure chélatante telle que le triazacyclononane ou
tétraazacyclododécane modifiés avec des acides carboxyliques appelés NOTA ou DOTA
(Figure 90 A) B)). Ces complexes ont été utilisés par I'’équipe de McBride pour radiomarquer

les biomolécules thermostables (bombésine, octréotide, cRGD...).ZM'265

%1 A, P. Kostikov, J. Chin, K. Orchowski, S. Niedermoser, M. M. Kovacevic, A. Aliaga, K. Jurkschat, B.
Wiéngler, C. Wangler, H.-J. Wester, R. Schirrmacher, Bioconjug. Chem. 2012, 23, 106

%2 p_Rosa-Neto, B. Wangler, L. lovkova, G. Boening, A. Reader, K. Jurkschat, E. Schirrmacher, ChemBioChem
2009, 10, 1321

%3 W J. McBride, C. A. D’Souza, R. M. Sharkey, H. Karacay, E. A. Rossi, C.-H. Chang, D. M. Goldenberg,
Bioconjug. Chem. 2010, 21, 1331

%% W. J. McBride, C. A. D’Souza, R. M. Sharkey, H. Karacay, E. A. Rossi, C.-H. Chang, D. M. Goldenberg,
Bioconjug. Chem. 2010, 21, 1331

%5 C. A. D’Souza, W. J. McBride, R. M. Sharkey, L. J. Todaro, D. M. Goldenberg, Bioconjug. Chem. 2011, 22,
1793
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Figure 90 : A) NOTA, B) Dérivé du NOTA ; C) p-SCN-Bz-NOTA G) stratégie de radiomarquage directe d’un peptide par
liaison Al-"°F

Un analogue de la bombésine [®F]172, a été radiofluoré en 45 min avec un rendement

compris entre 50-90% et une RAS moyenne de 10 GBg/umol (Figure 91 A)).

L'[*®F]Alfatide, marqué par stratégie Al-F, est obtenu en 20 minutes avec un rendement

radiochimique corrigé de la décroissance de 42% et une activité spécifique de 1Ci/umo|.266

Son étude in-vivo a démontré sa grande stabilité et son efficacité pour prédire la réponse a

la chimiothérapie (Figure 91 B)).

Actuellement utilisé en étude préclinique, un dérivé du PSMA [*®F]173 (voir introduction

277

analogue °®Ga et ?’’Lu) a été radiofluoré par cette méthodologie a 35 °C en 15 minutes,

incluant la purification sur SPE (Figure 91 )).2*

28 \w. Wan, N. Guo, D. Pan, C. Yu, Y. Weng, S. Luo, H. Ding, Y. Xu, L. Wang, L. Lang, Q. Xie, M. Yang, X
Chen, J. Nucl. Med. Off. Publ. Soc. Nucl. Med. 2013, 54, 691

%7 g Liitje, G. M. Franssen, K. Herrmann, O. C. Boerman, M. Rijpkema, M. Gotthardt, S. Heskamp, J. Nucl.
Med. 2019, jnumed.118.218941
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Figure 91 : Marquage de peptides via la formation de liaison AI-[18F]. A) un analogue de la bombésine B) -[18F]Alfatide Q)
[**F]173 dérivé du [**FIPSMA-11

Le marquage par formation de liaison Al-'8F offre des avantages de radiosynthése. La mise
en place de la radiochimie sous forme de « kit », avec purification simple et rapide sur

268 Nganmoins

cartouche, permet un gain de temps et une facilité de mise en ceuvre.
I'introduction d’une structure chélatante pour complexer aluminium entraine une
importante modification de la macromolécule initiale, pouvant entrainer une perte de
reconnaissance vis-a-vis de la cible biologique. La formation du complexe Al-F demande

souvent de hautes températures, empéchant I'utilisation de substrats thermosensibles.

2.3. Liaison bore-fluor

La liaison bore-fluor, connue pour sa forte énergie de dissociation, a été exploitée dés les
années 60 pour la préparation de sels trifluoro(organo)borates. Les trifluoroborates sont les

précurseurs de la réaction de couplage de Suzuki-Miyaura pour la formation de liaison Ar-

%8 W. J. McBride, C. A. D’Souza, H. Karacay, R. M. Sharkey, D. M. Goldenberg, Bioconjug. Chem. 2012, 23,
538
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Ar.”® Plus récemment, les trifluoroborates ont vu leur intérét grandir comme plateforme

pour I'imagerie TEP.

2.3.a) Trifluoroborates
Les organotrifluoroborates, qui présentent des facilités de synthése et purification, sont
synthétisés a partir d’organostannanes mis en présence de trifluorure de bore gazeux. Le
dihaloorganoborane généré, hautement instable, réagit avec le fluorure de potassium en
milieu aqueux pour former le sel de trifluoroborate attendu. En 1995, Vedejs décrit une
méthode plus aisée de mise en ceuvre, a partir d’esters ou d’acides boroniques en présence

270

de bifluorure de potassium (KHF;) pour former un trifluoroborate (Figure 92).°"" La synthese

de trifluoroborates a été étendue aux dérivés alcyniques grace aux travaux de Darses et

271,272,273 274,275
Genet et du groupe de Molander.
R-SNnCF,
. . 1) BF |
Historique QOrganostannane ) BF; gaz, CCly
CF;SiMe;
Organosilane 2) KF, H,0
RBX, KF (3eq), H,0 R-BF,K
Organodihaloborane Potassium trifluoroborate
Usuel KHF, (3eq), H,0

RB(OH),/RB(OR),
R = Acide/ester boronique

Figure 92 : Différentes synthéses de potassium organotrifluoroborates

En 2013, Li et Schaffer démontrent que la formation d’un trifluoroborate se fait sous forme

276
C

de plusieurs équilibres par échange de groupements hydroxyles et fluors (Schéma 26). es

équilibres vont vers la formation de Iaryltrifluoroborate quand le pH est acide (pH < 3-4).2”’

269 M. Chambers, Triethanolamine borate - Similar structures search, synonyms, formulas

2O E_ Vedejs, R. W. Chapman, S. C. Fields, S. Lin, M. R. Schrimpf, 1995, 60, 3020

It 5 Darses, G. Michaud, J.-P. Genét, 1999, 1999, 187

2’23, Darses, J.-P. Genet, 2003, 2003, 4313

* 5 Darses, J.-P. Genet, Chem. Rev. 2008, 108, 288

2 G, A. Molander, B. P. Hoag, Organometallics 2003, 22, 3313

25 G. A. Molander, D. L. Sandrock, 2009, 12, 811

2%y Li, Z. Liu, C. W. Harwig, M. Pourghiasian, J. Lau, K.-S. Lin, P. Schaffer, F. Benard, D. M. Perrin, Am. J.
Nucl. Med. Mol. Imaging 2013, 3, 57

TR, Ting, C. W. Harwig, J. Lo, Y. Li, M. J. Adam, T. J. Ruth, D. M. Perrin, J. Org. Chem. 2008, 73, 4662
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Quand le pH est supérieura 4 la solvolyse des trifluoroborates est effective, confirmée par

RMN 19F.278'279

A) , F K
R.g-OR KHF;  (©4_r  2ROH
- |
OR' F
R = aryl, alcyne
R' = H, alkyl, aryl
B
) KF H,0 H* F H,0 H*

Schéma 26 : A) Syntheése usuelle d'un trifluoroborate B) Hydrolyse d’un aryltrifluoroborate.

La stabilité et la facilité de formation des liaisons bore-fluor ont permis d’utiliser le
trifluoroborate pour des applications en radiochimie au fluor-18, notamment pour la
préparation de radiotraceurs pour I'imagerie TEP.280.281

Les trifluoroborates radiomarqués au fluor-18 peuvent étre obtenus de deux facons (Figure

93):

- par clivage d'un ester boronique aromatique ou d’un arylborimidine avec du

bifluorure de potassium.

19 18
F-

- par échange isotopique F a partir d’un trifluoroborate.

Par clivage d'une espéce boronique Par échange isotopique
) \
Aryl—BF O N
15e. y 3 F3B\/®\\
/X F o F v
Aryl—B_ > — > R-B—F
X "F ®/
N ©
X=0,N )I Y—BF;
N
> aryl, alkyl i‘ \

Figure 93: Formation d’un trifluoroborate marqué au fluor-18

2’8 7 Liu, Y. Li, R. Ting, D. M. Perrin, J. Phys. Org. Chem. 2015, 28, 210

297, Liu, D. Chao, Y. Li, R. Ting, J. Oh, D. M. Perrin, Chem. — Eur. J. 2015, 21, 3924
%0 b Perrin, R. Ting, C. Overall, Substituted aryl-fluoroborates as imaging agents 2017
%1 D, Perrin, Z. LIU, Substituted organofluoroborates as imaging agents 2014
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e Clivage d’aryle boronique

En 2005, Ting réalise pour la premiere fois le marquage au fluor-18 d’un atome de bore a
partir d’'un ester boronique. Le trifluoroborate formé est conjugué a la biotine permettant
une potentielle utilisation en imagerie TEP pour I'étude des interactions spécifiques de

I’Avidine (Schéma 27).%°® Néanmoins la biotine radiofluorée est instable.

18,
W F.iF

o_ 0 BG
o K['®FIF/KHF, j K®
/Z( 200 nM NaOAc pH 4.5 HN"“\H
HN" \\H
5uL solvant NH
s NH (MeOH, DMF, MeCN, DMSO, H,0) S
o 1h, TA o

Schéma 27 : Radiosyntheése du biotinylated [lsF]-p-aminophényltrifluoroborate.

L'hydrolyse de I'ester arylboronique peut étre retardée par la présence de groupes
électroattracteurs sur le phényl (en ortho et meta du cycle) augmentant la déficience
électronique du noyau aromatique. La stabilité du fluoroborate formé est accrue pour un
solvant peu polaire et en milieu légerement acide. L'utilisation des arytrifluoroborates s’est

accrue apres optimisation de leur stabilité par le groupe de Perrin (Figure 94) 27782

R =alcyne

Figure 94 : Différents précurseurs pour la formation de liaison B-*FA ) alcyne283 B)précurseur alcynem'285 C)286 D)

. 250,282
précurseur alcyne

%2 P, Burke, G. S. Clemente, S. J. Archibald, Contrast Media Mol. Imaging 2015, 10, 96

2y Li, P. Schaffer, D. M. Perrin, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2013, 23, 6313

24y Li,J. Guo, S. Tang, L. Lang, X. Chen, D. M. Perrin, Am J Nucl Med Mol Imaging 2013, 3, 44

%5 R. Ting, T. A. Aguilera, J. L. Crisp, D. J. Hall, W. C. Eckelman, D. R. Vera, R. Y. Tsien, Bioconjug. Chem.
2010, 21, 1811

%67 A. D. Smith, M. Simpson, R. Cheyne, L. Trembleau, Appl. Radiat. Isot. 2011, 69, 1395
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Le groupe de Keller en 2010, a réalisé la radiofluoration du marimastate a partir d’un ester
boronique dans I'eau a pH acide.?®” Le marimastate est un peptide qui d’inhibe I'angiogénése
et la formation de métastases. Ce peptide a été radiomarqué a température ambiante, en
milieu aqueux contenant du bisfluorure de potassium en présence d’acide ascorbique, de
formiate d’ammonium et d’acide chlorhydrique pour atteindre un pH = 1-2. Le marimastate
radiofluoré est obtenu aprés une heure avec un rendement corrigé de 15-30% et une faible

RAS de 3.7 GBg/umol.

ph Ph Ph 18F
Ph F. | _F
Bg K®
o._ 0O
B
F. F 18
O _ KOUFIFIKHF, ”J\/g//\)LN/\/O\/\O/\/N\V;(;/
- H
peptid: H,0, NaOAc pH 4.5, OH O /0
0,
E 1h, TA ~ 15-30%
peptide

Schéma 28 : Radiofluoration d’un dérivé du marimastate

e Echange isotopique

Les groupes de F. Gabbai et D. Perrin ont publié récemment sur la formation de liaison bore-
fluor-18 par échange isotopique “®F/*°F. La réaction d’échange isotopique ne présente pas de
force motrice mais s’avere tres simple de mise en ceuvre. Le précurseur apres
radiofluoration reste identique. Pour favoriser I'échange isotopique et diminuer la dilution
isotopique, I'utilisation de petites quantités de substrat et de petits volumes (quelques pL)
sont nécessaires. Les trifluoroborates préparés, permettant le marquage des protéines en
une étape. Les trifluoroborates ont pour avantage d’étre solubles, hydrophiles permettant

une meilleure clairance et un meilleur contraste lors de I'imagerie.

Les trifluoroborates, jusqu’a présent limités aux motifs aromatiques, ont vu leur structure
modifiée grace a une nouvelle série utilisant comme groupe stabilisant un atome cationique

(phosphore et azote). Les complexes zwiterrioniques formés sont stabilisés (Figure 95).

%7 U. Keller, C. L. Bellac, Y. Li, Y. Lou, P. F. Lange, R. Ting, C. Harwig, R. Kappelhoff, S. Dedhar, M. J.
Adam, T. J. Ruth, F. Bénard, D. M. Perrin, C. M. Overall, Cancer Res. 2010, 70, 7562
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Figure 95 : Précurseurs trifluoroborates pour la formation de liaison B-°F par échange isotopique. Phosphoré 175
I’AMBF3 **°

En 2014, Perrin a développé un trifluoroborate aliphatique stabilisé par un ammonium.
L'ammoniométhyltrifluoroborate (AMBF3) est facilement préparé a partir de la N,N-
diméthylpropargylamine et du iodoboronyl pinacolate en présence de bisfluorure de
potassium.?’”® ’ammonium borane, afin d’étre utilisé par réaction de chimie click, est doté

d’une fonction alcyne. L'[*®F]JAMBF;, stable in vivo, a prouvé son efficacité pour le marquage

de peptides tels que I'octréotate (Figure 96 A))*>**° ou la bombésine (Figure 96 B)) pour des
études précliniques en imagerie TEP.?°
FO_ o ['°FIF O
F’E /N\/\N/:;’ND pyridazine HCI, F~ '|: \/Y\ D
pH 2.5

A) (o]
(- OH
(o]
HN%
N o )
s H 20-25% non corrigé
SI HN .
Ol'p\\“.( l |
\/\ N ll:ll HN o) N
wNH H MH
HO NH,

HO (o}

Q“{f \% NQL N 0NH2

23%

B)

Iz

Figure 96 : Marquage direct grace au AMBF; de A) Octréotate TATE B) dérivé de la bombésine®”

88 7 Li, K. Chansaenpak, S. Liu, C. R. Wade, P. S. Conti, F. P. Gabbai, 2012, 3, 1305

%9 7 Liu, M. Pourghiasian, M. A. Radtke, J. Lau, J. Pan, G. M. Dias, D. Yapp, K.-S. Lin, F. Bénard, D. M.
Perrin, Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 11876

20 7 Liu, G. Amouroux, Z. Zhang, J. Pan, N. Hundal-Jabal, N. Colpo, J. Lau, D. M. Perrin, F. Bénard, K.-S.
Lin, Mol. Pharm. 2015, 12, 974

#1 7 Liu, M. Pourghiasian, M. A. Radtke, J. Lau, J. Pan, G. M. Dias, D. Yapp, K.-S. Lin, F. Bénard, D. M.
Perrin, Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 11876
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Le groupe de Gabbai, s’est intéressé a la stabilisation du trifluoroborate par un atome de
phosphore ou d’azote, synthétisant un phosphonium borane et un carbene N-
hétérocyclique. En 2016, le phosphonium borane a été utilisé pour marquer
I'indométhacine, un agent de fluorescence. Sa radiofluoration effectuée directement dans

I'eau enrichie, présente une bonne conversion de 95% (Figure 97 A)).**?

Le motif NHC-BF5*® (t% > 10 000 min) a été couplé a un motif maléimide pour une
conjugaison facile a des peptides par addition de thiol-Michael. Le [*®F]JNHC-BF; a pu étre
utilisé in vivo pour le marquage d’un peptide neurotensine (NT) et du glutamate-urée-Lysine

un analogue du PSMA (Figure 97 B)).?*

A F 18118 F B ¢
) F\I'B’F F/['80]H,0 1sF\|13,F ) ®N/ o 18F/TBAF ®N/ éﬁF
° PR, - e )I B 9 /[ OB
® DMSO, pH 2 ®R NN sncl, NNF
75°C, 10 min 70°C, MeCN
o o
R = Ph,MeP, iPr,MeP, (HO,C(CH,),)Ph,P
~N
5\ H ﬂ NH n n NH, !
. S N \/W \n/ \/W
F /F S/g O NH O NH o NH H
B-F o o

conversion 95%
O.__OH OH
o
29%
OH
0N
H H

Figure 97 : Echange isotopique il S P partir A) d’un phosphonium borane pour le marquage de 'indométhacine B)
carbéne N-hétérocyclique-BF; (NHC-BF;) pour le marquage peptide neurotensine (NT) et du glutamate-urée-Lysine

La formation de liaison bore-fluor a également été exploitée pour la synthése d’agents
bimodaux tels que le colorant dipyrrométhéne boré (BODIPY) pour une utilisation en
imagerie fluorescente et TEP. Sa stabilité lui octroie une possible utilisation in vivo pour du

marquage de peptides tels que I'anticorps trastuzumab®® ou le cRGD*® (Figure 98).

22 K Chansaenpak, M. Wang, S. Liu, Z. Wu, H. Yuan, P. S. Conti, Z. Li, F. P. Gabbai, RSC Adv. 2016, 6, 23126
%8 K. Chansaenpak, M. Wang, Z. Wu, R. Zaman, Z. Li, F. P. Gabbai, Chem. Commun. 2015, 51, 12439

24 K. Chansaenpak, M. Wang, H. Wang, B. C. Giglio, F. P. Gabbai, Z. Wu, Z. Li, RSC Adv. 2017, 7, 17748
253, A. Hendricks, E. J. Keliher, D. Wan, S. A. Hilderbrand, R. Weissleder, R. Mazitschek, Angew. Chem. Int.
Ed. 2012, 51, 4603
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A)

*F ="19F SnCl,/ 26 pmol
=18 MeCN, TA

82% conversion HPLC

Figure 98 : A) Formule générale BODIPY et B) Marquage direct du cRGD*”’

Les techniques de radiomarquage par formation de liaison hétéroatome fluor
impliquent l'introduction de motifs ou structures supplémentaires. Afin de faciliter le
couplage de ces entités aux peptides, la synthese de nouveaux « building blocks » a vu
naturellement son émergence. Des fonctions associées a des réactions de chimie ont été

greffées au voisinage des précurseurs contenant des hétéroatomes®® (Figure 99).

F
FoL F
By K° F F
Br /\@ F
X . O ©
| Z N B B:F
OH F F
['®FIAMBF, ['®FIArBF,
o
O-N
Q M
\)L °
N o
o H

BODIPY@R6G

Figure 99 : Principaux groupements prosthétiques pour le marquage au fluor-18 contenant un atome de bore

2.3.b) Les composés monofluoroborates

La synthese de monofluoroborates, plus rare dans la littérature, a été décrite pour la

premiere fois en 1940 par Fowler et Krauss.”*® Le triphénylfluoroborate tétraalkylammonium

2% g Lju, T.-P. Lin, D. Li, L. Leamer, H. Shan, Z. Li, F. P. Gabbai, P. S. Conti, Theranostics, 2013, 3, 181
#7g Liu, D. Li, Z. Zhang, G. K. S. Prakash, P. S. Conti, Z. Li, Chem. Commun. 2014, 50, 7371

2% J-L. Zeng, J. Wang, J.-A. Ma, Bioconjug. Chem. 2015, 26, 1000

29D, L. Fowler, C. A. Kraus, J. Am. Chem. Soc. 1940, 62, 1143
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est synthétisé a partir d'un complexe ammoniac borane et d'un fluorure de

tétraalkylammonium (Figure 100).
EtOH

Ph3;B.NH; R4NF ———> Ph;BFN'R, R = Me, nBu
reflux

Figure 100 : Préparation du triphénylfluoroborate tétraalkylammonium.

Dans un brevet de 2009, Armand décrit la formation de composés tricycliques constitués

300 cas sels sont destinés a la solubilisation

d’un atome de bore ou aluminium (Schéma 29).
des composés ioniques en complexant les cations associés. Ills ont le méme usage que les
éthers-couronne ou les cryptands souvent coliteux. Ces composés monofluoroborés sont
préparés a partir de triméthylalkyle complexés dans I'éthanol avec de I'acide borique puis

fluorés avec du fluorure de potassium.

R R

KF
AL _ > L

— R =NO, CN, COOR
B-Y  solvantprotique % Y 2,
F K*

S)

OH F
OH 1) B(OH), o_go 2) KF 0-8
— 2 G| ke
EtOH §4/
OH

Schéma 29 : Fluoration générale des complexes de bore. Exemple du complexe triméthylalcool borate

En 2006, Gabbai envisage des agents de dépollution de I'eau en utilisant des composés borés

301302303 | 5ffinité du bore pour le fluor

pour capter de maniere sélective les ions fluorures.
est exploitée pour former des especes tétracoordinées en milieu aqueux, surpassant la
solvatation des ions fluorures avec I'eau. Ces entités borées, utilisées comme acides de
Lewis, sont stabilisées par des atomes cationiques tels que 'ammonium, le phosphonium, le

sulfonium (Schéma 30).>%

%0 M. Armand, J. Tarascon, N. Recham, Complexes de bore ou d’aluminium

%01 C.-W. Chiu, F. P. Gabbai, 2006, 128, 14248

%027 W. Hudnall, Y.-M. Kim, M. W. P. Bebbington, D. Bourissou, F. P. Gabbai, 2008, 130, 10890
303 M. H. Lee, F. P. Gabbai, 2007, 46, 8132

%047.S. De Vries, A. Prokofjevs, E. Vedejs, Chem. Rev. 2012, 112, 4246

155



Chapitre 2 : Introduction

MeszB NMe3 ooTs
TASF
CH,Cl,, 25°C TASF = [Me;SiF,][S(NMe,)s]
64%
B) F Q S}
@ - _F.
Mesz%/ \SMez Mes B Mes,B™ ™,

‘NMe, PPh,Me
% ’ ’

Schéma 30 : A) Fluoration de 'ammonium borate B) différents monofluoroborates stabilisés par un cation.

En 2013, Zhao exploite le monofluoroborate sulfonium comme source de fluor pour la

fluoration de composés aromatiques (Schéma 31).3%3%

F
Mes,B  PsMe, Mes2 SMez Mesz Mes,B<—SMe

%%Av

95% 95% 80%

m:O

lI

o

Schéma 31 : Fluoration de composés aromatiques par relargage du fluorure d’'un monofluoroborate sulfonium.

Cette méthodologie est appliquée au fluor-18 par Perrio et al’”’

qui utilisent le
monofluoroborate phosphonium de Gabbai comme agent de radiofluoration. Le relargage
du fluorure par l'espece phosphonium permet une préparation rapide du TBAF sur

cartouche (Schéma 32).

%5°H. Zhao, L. A. Leamer, F. P. Gabbai, Dalton Trans. 2013, 42, 8164

%06 M. H. Lee, T. Agou, J. Kobayashi, T. Kawashima, F. P. Gabbai, Chem. Commun. 2007, 1133

%07 C. Perrio, S. Schmitt, D. Pla, F. P. Gabbai, K. Chansaenpak, B. Mestre-Voegtle, E. Gras, Chem. Commun,
2017, 53, 340
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18F CN
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substrats radiofluorés o
(o]
18
F
N/)\S

Schéma 32 : Radiofluoration de substrat via phosphonium borane

L'émergence des méthodes de marquage de molécules au fluor-18 via des
hétéroatomes a permis de développer l'utilisation de nombreux peptides en imagerie TEP.
La méthode de radiofluoration par échange isotopique présente I’avantage d’obtenir de
bons rendements radiochimiques et d’effectuer la radiofluoration dans I'eau a température
ambiante en utilisant directement le fluorure-18 provenant du cyclotron, évitant la longue
procédure de « séchage des fluorures ». Néanmoins la création de liaison B-'®F par échange
isotopique pose certains probléemes, notamment d’activités spécifiques faibles. Celles-ci
peuvent étre améliorées avec l'utilisation de faibles quantités de précurseurs et des milieux
concentrés en fluor-18 (petits volumes) ; mais il en résulte une difficulté de mise en ceuvre

et des manipulations peu reproductibles.
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Il. Objectifs

1) Les boratranes

Les atranes sont des molécules tricycligues composés en téte de pont d’'un atome d’azote

qui permet une liaison intramoléculaire avec I'atome M (M = Si, B, P) (Figure 101).

A) B)

i No
D O
! i e

Figure 101: A) Atrane B) quasi-atrane C) pro-atrane

m—=

Les atomes Y sont considérés par défaut comme des oxygénes car les premiers atranes ont
été préparés a partir de la triéthanolamine. Quand les atomes Y sont des azotes, on parle
d’azaboratrane, si I'atome Y est un atome de carbone on parle de carbaboratrane et si Y un

308,309

atome de soufre de thioboratrane. Quand les atomes Y sont des oxygénes, on parle de

boratrane, boroxazolidines ou triéthanolamine borate.

A 2 B) N2 D) N2
=G G Gl CR
R R
E) _
G0 e - (1)
0% "o 0" o 0" o

Figure 102: Structures du A) carbaboratrane B) thiaboratrane C) azaboratrane D) Boratrane. E) Exemples de boratranes.

La premiére préparation des boroxazolidines a été raportée dans un brevet allemand datant
de 1933.%" Les boratranes ont ensuite été investigués plus en détail par Brown and Fletcher
en 1951, qui avancent I'hypothese de I'existence d’une liaison dative entre le bore et
I’azote stabilisant le composé quand il prend une forme « triptych » (Figure 101 A)). Le
boratrane peut étre préparé par estérification entre la triéthanolamine et I'acide borique, ou

par transestérification de trialkylborates. En 1952, Hein and Burkhardt proposent une

38 3. G. Verkade, Coord. Chem. Rev. 1994, 137, 233

%9 M. G. Voronkov, V. P. Baryshok, J. Organomet. Chem. 1982, 239, 199
%10 ¢ A. Rojahn, Chem Abstr 1933, 27, 5153

11 H. C. Brown, E. A. Fletcher, J. Am. Chem. Soc. 1951, 73, 2808
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méthode de synthése améliorée par procédé azéotropique.>!? Différentes études se sont

succédées autour des boratranes détaillant leur stabilité,**® la pouvoir basique,*** I'effet des

315,316

substituants. La synthése de nombreux dérivés boratranes a été décrite par le groupe

317,318

de Schleppnik and Gutsche et plus récemment par Kim et ql 319 320,321 322,323 L’analyse

324,325

RX a été publiée en 2014 par Koylyukov.

2) Travaux réalisés

Notre objectif était de synthétiser une plateforme borée pour permettre I'incorporation du
fluor-18 en milieu aqueux sur des peptides. La fluoration de la plateforme boratrane
permettra la formation d’une espéece zwitterionique différente du précurseur et facilement
séparable de celui-ci pour permettre sa purification. La fluoration du boratrane formera un
monofluoroborate permettant de s’affranchir des problémes liés a la dilution isotopique.

Dans un premier temps, nous avons étudié la fluoration en chimie non radioactive d’un
boratrane simple (Schéma 33, R = H) afin d’établir la preuve de concept (POC) que la
molécule borée peut accepter un fluorure. Dans un second temps, un boratrane substitué
avec des fonctions d’intérét sera synthétisé tels que un groupement UV-visible pour un suivi

HPLC ou un peptide de choix.

N/] |T'/\
T A
O/B\ —_— 9
\0 O’/B\E) R
R = H, fonctions d'intérét F

Schéma 33 : Fluroation du boratrane.

12 By Hein, R. Burkhardt, Z. Fir Anorg. Allg. Chem. 1952, 268, 159

13 4. Weidmann, H. Jr K. Z Immerman, Justus Liebigs Ann. Chem. 1958, 619, 28

14 C. A. Lucchesi, D. D. DeFord, J. Inorg. Nucl. Chem. 1960, 14, 290

154, K. Zimmerman, In Boron-Nitrogen Chemistry; Niedenzu, K., 1964; 42, 23-34

16 4. K. Zimmerman, D. A. Jones, Recl. Trav. Chim. Pays-Bas 1964, 83, 123

317 A, A. Schleppnik, C. D. GUTSCHE, J. Org. Chem. 1960, 25, 1378

18 A, A. Schleppnik, C. D. Gutsche, J. Org. Chem. 1962, 27, 3684

9y I. Bolgova, G. A. Kuznetsova, O. M. Trofimova, M. G. Voronkov, Chem. Heterocycl. Compd. 2013, 49,
1246

%0 R. A. Franich, B. K. Nicholson, H. W. Kroese, S. S. Gallagher, R. Meder, J. R. Lane, B. D. Kelly, Polyhedron
2011, 30, 2884

321 M. Grassi, G. Di Silvestro, M. Farina, Tetrahedron 1985, 41, 177

%22 D, J. Kim, S. Mun, S. Yoon, C. H. Oh, H.-R. Park, T.-S. You, J. Lee, Y. Kim, Polyhedron 2011, 30, 1076
3D, J. Kim, Y. Hong, S. H. Kim, K. M. Lee, S. Mun, S. Yoon, J. Lee, Y. Do, Y. Kim, Inorganica Chim. Acta
2011, 378, 311

¥4 R. Franich, G. Billett, D. O’Callahan, S. Gallagher, B. Kelly, H. Kroese, K. Torr, J. van der Waals, 2005, 121
5 A, A. Korlyukov, K. A. Lyssenko, M. Yu. Antipin, V. N. Kirin, E. A. Chernyshev, S. P. Knyazev, Inorg.
Chem. 2002, 41, 5043
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I1l.Résultats

1) Calculs théoriques

En parallele des travaux de chimie et radiochimie, des calculs théoriques ont été réalisés
pour comparer le boratrane simple 175, le boratrane substitué 176 et ’AMBF; (collaboration
Nicolas Galland, laboratoire CEISAM UMR CNRS 6230). La distance B-N pour le boratrane
simple 175 est décrite pour une valeur de 1.677A.3%® Les calculs montrent la longueur de
liaison B-N de 1,82 A. La protonation de 'atome d’azote nécessaire pour la fluoration de
I'atome de bore, éloigne les atomes de bore et d’azote. Cet éloignement d{ aux interactions
électrostatiques répulsives du B” et N* établit I’éloignement des atomes B-N a 3.24 A pour le
monofluoroborate 177 (Figure 103 A) et B)). La distance B-N est sensiblement la méme (3.22
A) pour un monofluoroborate substitué 178 par CH,N(Me), et plus courte pour le composé
AMBF;(2.72 A).

Les teintes de couleur (Figure 103 C)) correspondent a une valeur numérique permettant de
guantifier le caractére nucléophile d'un site. A part I'atome de fluor, riche en électrons,

chacun des trois oxygenes apparait comme un site d'attaque potentielle par des

électrophiles.

Nucléophilie

|

177

Electrophilie

Figure 103 : A) Boratrane 175 B) Boratrane fluoré 177 C) Richesse électronique du boratrane fluoré 177 D) Boratrane
fluoré 178 E) AMBF;

326 R, Mattes, D. Fenske, K.-F. Tebbe, Chem. Ber. 1972, 105, 2089
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Afin d’évaluer la stabilité des monofluoroborates 177 et 178, I'attaque de I'eau sur un des
trois oxygenes constituant chacun un site nucléophile fort, a été simulée. On considere
I'attaque d'un proton présent dans le milieu acide c’est-a-dire la réaction de protonation du
composé boratrane 177 (Figure 104). La liaison B-O est rompue avec une distance de 1,70 A
(liaison B-O = 1,47 A pour le composé 178 non-protoné, et de 1,37 A pour B(OH)s). Pour le
composé substitué 178, le mécanisme est le méme, I'énergie de réaction pour la protonation

est favorable (-0,4 kcal/mol).

AAE (protonation) = -0,4 kcal/mol

Figure 104 : Protonation théorique des monofluoroborates 177 et 178

2) Synthése

2.1. Boratrane simple modéle 175

Afin d’apporter la preuve de concept que le boratrane peut se fluorer facilement en milieu
aqueux, nous nous intéressons dans un premier temps au boratrane le plus simple 175
comme composé modele. Le boratrane 175 a été formé a partir de triéthanolamine 179 et
d’acide borique dans I'éthanol a température ambiante pendant 24 h. La synthése du

boratrane 175 réalisée avec du B(OMe); donne le méme résultat (Schéma 34).
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HO_~\~~_OH  B(OH);, EtOH Nl>>
24h, TA o l/io
HO quantitatif B
179 175

Schéma 34 : Synthése du boratrane simple 175.

La formation du produit 175 est connue et a été confirmée par RMN *'B avec un pic a 14

ppm (Figure 105 A)). 319,327,328

A) B)

14.8

20.1
I
20
o/§
b
S

~ /
HO/ OH o

23 20 17 14 8 6 4 2 0 -3 23 20 17 14

11
11
(ppm) (ppm)

Figure 105 : a) RMN B de I'acide borique (DMSO) 20.1 ppm b) RMN 8 (DMSO) du boratrane 175  14.5 ppm

Le composé modeéle non substitué a permis d’avoir des références en RMN du bore-11. Afin
d’étre couplé a des molécules d’intérét et d’établir un suivi HPLC, le boratrane modele a été

substitué par des groupements UV visibles.

2.2. Boratrane substitué

Deux rétrosynthéses ont été envisagées pour la fonctionnalisation du boratrane. (Figure

106). Deux sites d’alkylation sont possibles soit en o ou en B vis-a-vis de I'atome d’azote. La

%7 A. A. Korlyukov, K. A. Lyssenko, M. Yu. Antipin, V. N. Kirin, E. A. Chernyshev, S. P. Knyazev, Inorg.
Chem. 2002, 41, 5043
%28 R. A. Franich, B. K. Nicholson, H. W. Kroese, S. S. Gallagher, R. Meder, J. R. Lane, B. D. Kelly, Polyhedron

2011, 30, 2884
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fonctionnalisation sur le carbone en a implique comme précurseur le sérinol 180 et celle en

[ utilise la diéthanolamine 181 comme subtrat de départ.

R OH

(Ngﬁ ':a> HO/\j\(\OH —) AN OH

0-B-0
R R
180
B) Fonctionnalisation en B de |'azote
N ® B OH OH
R
( 0/5 —> H —> H
O-g-0 R N ~_NH
HO ™~ OH HO
R = GP visible 181

Figure 106 : Rétrosynthése pour la substitution du boratrane envisagée sur le carbone en o et en

2.2.a) Alkylation en a

La premiere étape est la protection de I'amine du sérinol 180 par un groupement Boc avec
un bon rendement de 88%. Le composé diol 182 formé est ensuite monoestérifié par le
chlorure d’hydrocinnamoyl en présence de TMEDA et de méthylimidazole pour former

I’ester 183 avec un rendement moyen de 48%.

o

o
09eq
(o]

Boc,0 1eq TMEDA, 1
HOTN o T HoT oM I
NH, EtOH, HN.goc  N-methylimidazole,1 eq HN

TA, 3h 0°C, CH,CI,

180 88% 182 48% 183
J K

Schéma 35 : Synthése de I’ester 183

Boc =

L'amine 183 est ensuite déprotégée en présence d’acide. Cette étape a été délicate car le
composé 184 s’est avéré peu stable. Il a été engagé directement dans une réaction de N’N-

alkylation avec le bromoéthanol sous pression dans le dioxane. Cette étape a permis de
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détecter le composé attendu 185 seulement en petite quantité et majoritairement le dérivé

mono-alkylé 186 (ratio 1/6).

B
o HO ™ ""3eq o

o HCI 4N,
EtOAc HO o NaHCO; 4 eq H
HO/\hO /\'\ﬁ\ Naf€Osdea OYO
HN. TA, 5h 2 HO ™"~ OH

dégradation tube scellé,
30% -70% d i dloxame, 2

183 184 reflux, 20h

(o]
ey
HO/\/ NH 186

Schéma 36 : Synthése du triol 185

Les difficultés rencontrées pour la déprotection de I'amine (hydrolyse du groupement Boc)
ainsi que la N-alkylation de I'azote qui s’avere compliquée, nous ont fait reconsidérer cette
voie de synthese. Néanmoins la N-alkylation de I'amine aurait pu étre améliorée avec la mise

en réaction avec de l'oxirane.

2.2.b) Alkylationen 3

Le triol 187 est préparé a partir de la diéthanolamine dissoute dans le chloroforme, auquel
I'épichlorhydrine est ajoutée gouttes a gouttes comme dans la littérature.’’’?* La
benzylamine est dans un premier temps additionnée au triol chloré 187 pour former le triol
188 contenant un cycle aromatique. Apres de nombreux essais, aucun ne s’est avéré
fructueux et nous avons traité le triol chloré 187 avec de I'ammoniaque a reflux pour

synthétiser le triol amine 189 comme décrit dans la littérature.?"’

%9 K. Satoh, D. Ito, M. Kamigaito, In Controlled Radical Polymerization: Materials; Matyjaszewski, K.;
Sumerlin, B. S.; Tsarevsky, N. V.; Chiefari, J., Washington, DC, 2015; 1188, 1-14
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walls
1eq
HO\/\N/\/OH
H CHClI,,
24h TA

181 90%

H NH
O\/\N/Y\CI 2 | OH H V@
OH HO >
K,CO; K,
OH 187 EtOH, 188
reflux 24h
NH,OH 28%,
HO
Ki ~"N NH,
OH
10h, 79°C
OH 189

Schéma 37 : Préparation du triol 189

La purification des composés polaires, compliquée sur colonne de silice, a d( étre optimisée

pour le triol chloré 187. Le mélange brut réactionnel a été au départ purifié avec un éluant

contenant du NH4OH pour permettre son élution. L'ammoniaque reforme I'époxyde qui

réagit avec le produit de départ résiduel pour former le composé 190, confirmé par

spectroscopie RMN et HRMS (Schéma 38). Le triol chloré 187 a finalement été utilisé sans

purification pour la suite des étapes. Le rendement a été calculé par RMN *H en considérant

le proton A nouvellement formé. Le composé triol amine 189 a pu étre purifié sur silice.

A
H
HO\/\NH HO\/\N ¢} purification sur silice HO\/\N N/\/OH
—_—
H OH DCM/pent/MeOH/amine H OH
OH OH OH OH
187 190

181

Schéma 38 : Purification du composé 187

L'amine 189 est alkylée avec deux équivalents de chlorure de benzyle dans I'éthanol pour

former le triol 191. La derniére étape est la complexation du triol 191 dans I’éthanol avec

I'acide borique pour la formation du boratrane 192 confirmée par RMN ™B. La synthése de

la plateforme boratrane 192 a été effectuée en quatre étapes avec un rendement global de

40% (Schéma 39).
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K,CO; KiI,
EtOH,
HO__~. reflux, 24h B(OH);, 5
/3 — | 5
N/\/\NHZ 58% HO__~\ N [Cb o

OH /Y\ EtOH, (
cl H oH U : 24h, TA NJ\/N
OH I quant.
189 2eq OH 494 192

Schéma 39 : Préparation du boratrane 192

2.3. Protonation et stabilité des boratranes 175 et 192

La protonation et la méthylation avec de I'acide triflique 193 ou du méthyl triflate 194 du

330 |3 méthylation de

boratrane 175 ont déja été décrites dans la littérature (Schéma 40).
I'azote reste compliquée et mene au dérivé 196. La protonation du boratrane, qui dépend de
la force de l'acide utilisé, engendre une modification de la liaison bore-azote et de la

structure (calculs théoriques sur la longueur de liaison B-N modifiée aprés protonation).

RO
/\’0 ROTf (\/o
N B-o ' . R—N B NH*B-O
ué 193R=H O S ol X,
[ = —0 /.0
175 194 R = Me =2
195R=H 196 R = Me

Schéma 40 : Protonation et méthylation du boratrane simple 175 décrit dans la littérature.**®

L'ajout d’acide est nécessaire afin d’effectuer la fluoration du boratrane. Nous avons étudié
la protonation du boratrane 192 avec différents acides en milieu aqueux (HCl, TFA et
CF3SOsH Figure 107). L'apparition du pic a 20 ppm représente |'acide borique et par
conséquent la décomplexation du boratrane 192 en dérivé hypothétique 197. Le boratrane
192 est stable en milieu acide aqueux a température ambiante seulement pour une faible
guantité d’acide triflique. La protonation du boratrane a été testée en milieu organique

(acétonitrile). Celui-ci s’avere stable méme apres quelques heures.

30 R. W. Alder, Z. Jin, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1996, 583
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HX
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Figure 107 : Protonation du boratrane 192. Suivis RMN du “'B dans A) HCI B) TFA C) CF;SO;H 32mM D) CFsSO;H lequiv.

3) Fluoration non radioactive

La fluoration des boratranes 175 et 192 a été effectuée dans I'eau acidifiée avec du fluorure

de potassium. L'acide est nécessaire pour protoner l'azote et casser la liaison
intramoléculaire bore-azote. Des conversions quantitatives pour les monofluoroborates 201
et 202 ont été trouvées pour des réactions réalisées a un pH de I'ordre de 2 a température
ambiante pendant 2 h. En condition de chauffage ou excés d’acide, la fluoration est peu

efficace, et le produit d’hydrolyse apparait (bosse a 20 ppm en RMN *'B). Un shift en RMN
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1B est observé avec un pic ayant un déplacement chimique de -1 ppm, et un pic en fluor-19
a -148 ppm (Figure 108). Il est a noter que la chloration du composé a également été testé

mais n’a pas fonctionné et B(OH); a été obtenu. L’halogénation du boratrane est spécifique

de la fluoration.

H
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Figure 108 : Fluoration des boratranes 175 et 192 RMN 1B et *°F des boratranes fluorés 201 et 202.

La stabilité des monofluoroborates 201 et 202 a été étudiée en milieu aqueux dans
différentes conditions (variation de la température, du pH, de la nature et quantité de I'acide
HCI, TFA et CF3SO3zH). Aprés 2 h, a température ambiante et a pH 2 en milieu aqueux et en

milieu organique, le monofluoroborate 202 reste inchangé.

4) Radiofluoration faiblement radioactive

Le boratrane 192 a ensuite été radiofluoré en chimie faiblement radioactive en utilisant le
[*®F]fluorure issu de la réaction nucléaire *30(p,n)*®F au sein du cyclotron IBA Cyclone® 18/9
de Cyceron (Schéma 41). Les ions [“®F]fluorures, ont été retenus sur une cartouche

échangeuse d’anions (QMA-CO3 ABX) puis élués avec une solution de K,COs et Ky;, (0.7 mg/5
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mg) dans un mélange eau/acétonitrile (350/400 plL). L’acide triflique (100 mM) et le
précurseur boratrane 192 a été ajouté au mélange réactionnel. La radiofluoration a été

réalisée a température ambiante jusqu’a 60 min afin de suivre I’évolution de la réaction.

|;|® Bn

T —— (e A
~
o</ _’>\/ Bn MeCN 0<-/138(20 Bn
CF;SO;H 100mM o F
TA, 0-60 min
192 ['8F]202

Schéma 41 : Radiofluoration du boratrane 192

Les analyses en HPLC et radioCCM révelent la formation d’un nouveau produit radiofluoré
des les premieres minutes (Figure 109). Néanmoins nous n’avons pas pu identifier ce produit
radiomarqué comme produit souhaité par co-élution avec le produit de référence 202. La

décomplexation du boratrane 192 sur HPLC est fortement envisagée.

Radio TLC HPLC

JJJJJ

Starting material 18F = i v detector

Crude [*8F]-product after 5 min

2an0]  18F-Bravanes

Crude [*8F]-product after 5 min

o |
o] W [

Figure 109 : Analyses radioCCM (éluant : TFA 15mM/ACN (95/5)) et HPLC de la réaction de radiofluoration du boratrane
192.
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IV.Conclusions et perspectives

Ces travaux de thése ont permis de synthétiser deux plate-formes boratranes 175 et 192 qui
ont été fluorées en milieu aqueux. La fluoration du boratrane 192 a également été effectuée
au fluor-18, laissant penser que le monofluoroborate formé 202 se décomplexe sur colonne
HPLC en milieu aqueux. Ainsi la structure du boratrane pourrait étre optimisée afin de
renforcer sa stabilité. Les positions sensibles en a de I'oxygene pourraient étre alkylées par
des groupements méthyl pour ralentir I’"hydrolyse du monofluoroborate. Une modification
plus importante inclurait le remplacement des atomes oxygenes par des atomes d’azote ou

de carbone.
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Reagents and solvents

All commercially reagents were purchased from Sigma Aldrich or Apollo scientific and were
used as received without purification. Anhydrous THF, diethyl ether and CH,Cl, were
obtained from a Mbraun SPS solvents delivery system. Other anhydrous solvents (MeCN,
dioxane) were purchased from Sigma Aldrich. Deuterated solvents were purchased from

Eurisotop.

NMR spectroscopy

'H (500 MHz), *C (126 MHz), *°F (471 MHz) and *'B (160 MHz) NMR spectra were recorded
on a Briiker advance Il spectrometer in the appropriated solvents. Chemical shifts o are
reported in parts per million (ppm). Coupling patterns are abbreviated as follows: s
(singulet), d (doublet), t (triplet), g (quadruplet), m (multiplet), dd (doublet of doublet), dt
(doublet of triplet)... Coupling constants (J) are given in Hertz (Hz). Signals were attributed

when possible, only for 'H NMR.

Mass spectroscopy

High resolution mass spectroscopy spectra (HRMS) were obtained on a Xevo G2-XS QTof
Waters apparatus by electrospray ionization (ESI).

LCMS analysis were performed on a LC apparatus Waters Acquity UPLC equiped with a
reverse phase Acquity UPLC BEH C18 column (2.1 x 75 mm x 1.7 um) (A : MeOH-0.1% formic
acid; B: H,0-0.1% acid formic ; at 0.6 mL/min), using the method: linear gradient from 10% A
to 50% A 0-9 min ; isocratic 50% A 9-12 min ; linear gradient from 50% A to 10% A for 12-
14.5 min ; isocratic 50% A 14.5-15 min. The LC apparatus was linked to electrospray MS
waters Q-TOF micro-spectrometer. The source of MS was set at 300 °C and analyses were
performed in the appropriate electron ionization (ES* or ES) in the mass range 100 to 1500

Da.

Meting point
Melting points were determined on a Barnstead Electrothermal IA 9100 melting point

apparatus.

Chromatography
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Column chromatographies were carried out on silica gel (Merck Kieselgel 60 F;s4, 40-63 um).
Thin-layer chromatographies (TLC) were performed on Merck aluminium-backed plates pre-
coated of silica gel 60F,s4. Spots were revealed by UV lamp at 254 nm (with KMnQ,4 for
sultone visualization or PPh; and ninhydrin for azide revelation). Radioactive TLC were

mesured on a ELYSIA Raytest apparatus.

High performance chromatography (HPLC) were performed on an apparatus Waters alliance
2695 separation module, coupled to a Waters 2998 photodiode arrays detector (190-800
nm) and a Berthold Herm LB 500 radioactive detector.

Analytical HPLC column Macherey Nagel NUCLEODUR® C18 Pyramid 5 um, 4.6 mm x 250
mm. 0.7 ml/min A = 316 nm (by default unless specified)

Semi preparative HPLC column WATERS Xterra RP18 Shield 10 um, 10 x 250 mm. flow : 1
ml/min 0-3 min ; then 3 ml/min ; A = 280 nm (by default unless specified)

Only for FLUSONIM analysis: column Macherey Nagel NUCLEODUR® C18 Pyramid 10 um, 10
X 250 mm 3 ml/min, A =280 nm

Determination of partition and distribution coefficient.

The logP and logD values were measured using a standard shake flask method Fujita et al.**!
Approximately 4 uCi of radiotracer in solution (concentration = 400 uCi /mL) were added
into hemolyse tube containing mixture of 1 mL water or phosphate buffer (pH 7.4) and 1 mL
of 1-octanol. Hemolyse tubes were shaken for 40 min then centrifugated at 4000 g for 5 min.
Three aliquots of 100 uL were withdrawn for each layer. Collected aliquots were gamma-

counted. The experiment was carried out in triplicate.
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Biological evaluations

In vivo stability. Stability of the radiotracer in blood was checked at 15, 30, 60 and 150 min
post-injection (n=1 per time). Blood (= 2.5 mL) samples was harvested by intracardiac
puncture, traited with heparine and centrifuged (4024 g, 5 min at 4 °C). The plasma was
collected, mixed with an equivalent volume of acetonitrile and centrifuged again (4024 g, 10
min at 4 °C). The supernatant was filtered (0.45 um PVDF), concentrated under nitrogen flow
at 40 °C, then injected into analytical HPLC. Co-injection of the non-radioactive reference
compound was used to validate the radio-HPLC chromatogram. The radioactivity of
weighted samples was measured at different stages (Cobra 2 Gamma counter, PerkinElmer)
to control processes efficiency (acetonitrile extraction yields > 85% and filtration yields >

95%).

PET-CT Imaging. Inveon UPET/CT scanner (Siemens Healthcare Molecular Imaging) was used

332 5cans were performed with emphasis

as previously described (Hovhannisyan et al. 2015).
on the abdomen. Respiratory rate was monitored during imaging sessions to insure a stable
and reproducible anesthesia from one animal to another and between successive
acquisitions. Simultaneous injection of radiotracer and initiation of PET acquisition were
performed, data were acquired in list-mode and PET images were reconstructed using
iterative OSEM3D/MAP algorithm. Dead-time, random, scatter as well as attenuation
correction (based on CT) were applied. Images analysis was performed with P-Mod 3.7
software (P-MOD Technologies). Briefly, PET and CT images were co-registered and volume
of interests (VOIs) were semi-automatically delimitated on following organs: heart, lung,
liver, muscle, bone, kidney, bladder and tumor, if available. Time activity curves (TAC) were
extracted from PET images and normalized as Standardized Uptake Value (SUV). Data were

expressed as SUVpax and SUVpean and Tumor-to-Muscle (T/M) ratios were calculated using

either maximal or mean values for both VOls.
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1-(Chloromethyl)-2-nitro-1H-imidazole (100)

CAS registry number 1569296-82-7.

NO,
3N§K,1 | Chemical Formula: C,H,CIN;O,
6 Molecular Weight: 161,55 g/mol

4 5

Bromochloromethane (5.9 mL, 88 mmol, 20 equiv.) was added to a suspension of 2-nitro-1H-
imidazole 6 (500 mg, 4.4 mmol, 1 equiv.) and Cs,CO; (2.87 g, 8.8 mmol, 2 equiv.) in
anhydrous DMF (20 mL), and the reaction was stirred at room temperature for 24 h. The
reaction mixture was partitioned between EtOAc (200 mL) and H,0 (50 mL). The organic
phase was separated and washed with H,0 (350 mL), then brine (50 mL), dried over MgSQ,
and concentrated under reduced pressure. The crude product was suspended in EtOAc (3
mL) and the precipitate solid was filtered off. The filtrate was concentrated to give 100 (298
mg, 42% yield) as a yellow oil, which was used without further purification.

Rf : 0.37 (pentane/EtOAc : 1/3)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 7.89 (d, J = 1.2 Hz, 1H, Hs), 7.28 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H,), 6.28 (s,
2H, Hg)

13C NMR (126 MHz, DMSO-d) 6 143.7, 128.3, 127.4, 54.7

/.186

Spectroscopic data in accordance with Bonnet et a

HRMS: calcd for C4;HsN30,%°Cl: 162.0070 [M+H]* ; found 162.0076

1-(Azidomethyl)-2-nitro-1H-imidazole (99)

2 711" Chemical Formula: C,H,NsO
3NN 6 } - 4gNeV2
\—/ Molecular Weight: 168,11 g/mol
4 5

Sodium azide (366 mg, 5.6 mmol, 3 equiv.) and potassium iodide (31 mg, 0.2 mmol, 0.1
equiv.) were added to a solution of 1-(chloromethyl)-2-nitro-1H-imidazole 100 (304 mg, 1.9
mmol, 1 equiv.) in acetone (20 mL). The solution was stirred for 48 h at reflux then
concentrated under reduced pressure. The compound 99 (371 g, 86% yield) was obtained as

a yellow solid, which was used without further purification.
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Rf: 0.29 (CH,Cl,)

Mp : 52-54 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 7.83 (d, J = 1.1 Hz, 1H, Hs), 7.26 (d, J = 1.1 Hz, 1H, Ha), 5.83 (s,
2H, H)

3C NMR (126 MHz, DMSO-d) 6 144.1, 128.1, 127.3, 62.1

3-Prop-2-ynyl-[1,2]oxathiane 2,2 dioxide (90)

7 ) //0
8 3 _S_
9.~ 207 Chemical Formula: C;H,q05S
H 4 6 Molecular Weight: 174,22 g/mol
5

n-Butyllithium (9.4 mL, 2.5 M in hexane, 23.5 mmol, 1.2 equiv.) was added dropwise at -78
°C, under argon stream, to a solution of butane sultone 80 (2 mL, 19.6 mmol, 1 equiv.) in
anhydrous THF (80 mL). The mixture was strirred at -78 °C for 15 min and propargyl bromide
91 (2.1 mL, 80% in toluene, 19.6 mmol, 1 equiv) was added dropwise. The mixture was
strirred at -78 °C for 2 h and then at -40 °C for 2 h. The crude mixture was partitioned
between EtOAc (80 mL) and H,O (50 mL). After extraction with EtOAc (2 x 80 mL), the
combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQO,4 and concentrated under
reduced pressure. The residue was purified by silica flash chromatography with
pentane/ethyl acetate (7/3) as eluent to afford the title compound 90 (1.36 g, 40% yield) as a
yellow solid.

Rf : 0.375 (pentane/EtOAc 3/2)

Mp : 66 °C

'H NMR (500 MHz, CDCl5) & 4.63 — 4.37 (m, 2H, He), 3.22 (tt, J = 10.5, 4.1 Hz, 1H, Hs), 2.94
(ddd, J = 17.0, 4.2, 2.7 Hz, 1H, H5), 2.53 (ddd, J = 17.0, 10.5, 2.7 Hz, 1H, H7), 2.48 — 2.42 (m,
1H, Hs), 2.11 (t, J = 2.7 Hz, 1H, Hs), 2.09 — 1.98 (m, 1H, Hs), 1.96 — 1.84 (m, 2H, H,)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 78.3, 74.5, 72.3, 57.8, 27.9, 23.9, 18.8

HRMS: calcd 175.0429 for C;H1,05S [M+H]": found: 175.0430
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3-((1-((2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-[1,2]oxathiane  2,2-
dioxide (98)

(0] Chemical Formula: C;1H{4NgO5S

820 Molecular Weight: 342,33 g/mol
2 \

Azide 99 (203 mg, 1.21 mmol, 1 equiv.) was added to a solution of propargylic sultone 90
(210 mg, 121 mmol, 1 equiv.), NEt;3 (17 uL, 0.12 mmol, 0.1 equiv.) and Cul (23 mg, 0.12
mmol, 0.1 equiv.) in dioxane (4 mL). The mixture was stirred at room temperature for 48 h
then diluted with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). After extraction with ethyl acetate and the
combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQO,4 and concentrated under
reduced pressure. The residue was purified by silica flash chromatography with
CH,Cl,/MeOH 100:1 as eluent to afford the compound 98 (269 mg, 65% yield) as white fluffy
solid.

Rf: 0.43 (CH,Cl,/MeOH: 9/1)

Mp : don’t melt (decomposition > 210°C)

'H NMR (500 MHz, CDCl5) & 7.91 (s, 1H, Hy,), 7.44 (s, 1H, Hig), 7.22 (s, 1H, Hy), 6.85 (q, J =
14.1 Hz, 2H, Hi3), 4.56 (td, J = 11.1, 3.0 Hz, 1H, He), 4.52 — 4.44 (m, 1H, Hg), 3.58 — 3.47 (m,
1H, Hs), 3.43 (dd, J = 15.2, 5.9 Hz, 1H), 3.03 (dd, J = 15.2, 7.8 Hz, 1H), 2.31 — 2.19 (m, 1H),
2.02 (ddd, J = 14.3, 10.9, 5.5 Hz, 1H, Hs), 1.98 — 1.81 (m, 2H, Ha)

3¢ NMR (126 MHz, CDCI3) 6 143.9, 130.8, 129.6, 126.2, 123.6, 74.1, 59.5, 58.9, 28.7, 25.1,
24.0

HRMS: calcd for C11H15NgOsS: 343.0825 [M+H]" ; found: 343.0832
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5-Fluoro-[1-(1-((2-nitro-1H-imidazol-1-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)]pent-2-sulfonic acid
(FLUSONIM)

NO, 12 11 1 O

\ O
14); 1?\1/70"‘\ N\2 S\\’o Chemical Formula: C4;4H4FNgO5S"
N N=N (o) bt
1sN_J NN, , Molecular Weight: 361,33 g/mol
16 4 5 F

Potasium fluoride (2.6 mg, 17 umol, 1.1 equiv.) and Ky, (6.2 mg, 16 umol, 1.1 equiv.) were
added to a solution of sultone 98 (5.1 mg, 15 umol) in MeCN (1.2 mL). The mixture was
stirred at 90 °C for 1 h then concentrated under reduced pressure. The residue was purified
on C18 silica flash with ACN/H20 as eluent to afford the title compound (4.7 mg, 87% vyield)
as a colorless oil.

Rf : 0.56 (MeCN/TFA (15 mM in H,0) 75/25)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.13 (s, 1H, H11), 7.72 (s, 1H, Hiz, Ha), 7.12 (s, 1H, Hag), 6.94 (s,
2H, Hyy), 4.26-4.38 (m, 2H, Hs), 3.27-3.31 (m, 3H, H;,) ; 1.75-180 (m, 4H, Hs3 4)

3C NMR (126 MHz, CDCl5) § 147.1, 129.4, 126.8, 123.9, 84.2 (d, 'Jc; = 161.0 Hz), 75.4, 60.2
%F NMR (376 MHz, CDCl3) & (-218.8)-(-218.5)(m, 1F)

HRMS: calcd for C13H14NgOsFS: 361.0730 [M-H] " ; found: 361.0742

Analytical HPLC (MeCN/NH4OAc (10 mM in H,0) 10/90) tg = 12.5 min

Semi preparative HPLC column Macherey Nagel NUCLEODUR® C18 Pyramid 10 um, 10 x 250
mm (EtOH/ NaH,;PO4 (9.2 mM in H,0) 10/90) tg = 22 min.

Semi preparative HPLC column WATERS Xterra RP18 10 um, 10 x 250 mm. tg = 10 min, (H,0O
/EtOH 90/10)
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Methylene ditosylate (108)

6
\©\//O , 0\\/@5/ Chemical Forr_’nula: C45H1606S-
/S\ 872 4 Molecular Weight: 356,41
o/ (o) (o) \\o 3

Diiodomethane (204 uL, 2.53 mmol, 1 equiv.) was added to a mixture of silver 4-

methylbenzenesulfonate (1.76 g, 6.32 mmol, 2.5 equiv.) in acetonitrile (50 mL). The mixture
was stirred at reflux for 20 h and a yellow precipitate appeared. After cooling to room
temperature, the solution was filtered on pad of celite® and the filtrate was concentrated
under vacuum. The crude residue was purified by silica flash chromatography using
Pentane/EtOAc 4/1 as eluent to obtain the title compound (108) as a white solid (436 mg,
66% yield).

Rs: 0.5 (Pentane/EtOAc 4/1)

Mp: 82.3 °C

'H NMR (500 MHz, CDCl5) 6 7.59 (d, J = 8.3 Hz, 4H, H3), 7.25 (d, J = 8.4 Hz, 4H, Ha), 5.81 (s, 2H,
H,), 2.45 (s, 6H, He)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl;) 6 145.5, 133.4, 129.9, 128.1, 88.1, 21.87

IR (em™): 1515 V(c=c) ; 1375 8(chzh)

LCMS : tg = 12.72 min;

Spectroscopic data in accordance with Rodnick et al.*®

1-(Tosylmethyl)-2-nitro-1H-imidazole (104)

Nzékr!j/i (\)\s/@ﬁ Ch(lamlclal Formula: C{4H{;N505S
-9 7 Molecular Weight: 297,29
3 \—/ o O 8

A solution of 2-nitro-1H-imidazole 6 (1.13 g, 10 mmol, 1 equiv.) and triethylamine (2 mL, 15

mmol, 1.5 equiv.) in anhydrous DMF (25 mL) was added to a solution of methyleneditosylate
108 (3.92 g, 11 mmol, 1.1 equiv.) in anhydrous DMF (5 mL). After stirring for 4 days at room

temperature, the solution was diluted in ethyl acetate (25 mL)/H,0 (10 mL) and the organic
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layer was dried over MgSQ,, filtered, and concentrated under vacuum to afford a crude
product. The residue was purified by silica flash chromatography using CH,Cl,/MeOH 100/1
as eluent to give the compound 104 (832 mg, 28% yield) as a white solid.

Ry: 0.36 (CH,Cl,/MeOH 100/1)

Mp =118.1-119.3°C.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.59 (d, J = 8.4 Hz, 2H, He, H1o), 7.53 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ho, H7),
7.27(d,J=1.2 Hz, 1H, Hs), 7.27 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H,), 6.28 (s, 2H, Ha), 2.44 (s, 3H, H11)

3 NMR (126 MHz, CDCl3) 6 162.6, 145.5, 135.7, 131.8, 128.2, 128.0, 88.1, 21.9

IR (cm™): 1538 V(NO,) , 1355 V(C-Nier), 1205 v(C-0), 817 §(=C-H), 740 5(CH,)

LCMS: tz = 9.31 min ; MS (ES*) 298.05 [M+H]*

Potassium 2-nitro-1H-imidazole (110)

Ramogida et al. 2015, Inorg. Chem. 54(10), p4953-4965>>*

NO,

9\,3 , Chemical Formula: C;H,KN;0,
N \__; K Molecular Weight: 151,17

4 5

Potassium hydroxyde (8.0 g, 200 mmol, 15 equiv.) was added to a solution of 2-nitro-1H-
imidazole 6 (1,49 g, 13.2 mmol, 1 equiv.) in H,0 (20 mL). The mixture was stirred at reflux for
2 h. The mixture was concentrated under vacuum. The residue was dried to afford the title
compound 110 as a yellow solid (2.0 g, 99% vyield).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 6.89 (s, 2H, Has)

3C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 157.2, 131.3
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2-Nitro-1H-imidazole tetrabutylammomium (111)

“
Iz

Chemical Formula: C4gH33N,40O,
Molecular Weight: 354,53

Z<

To a solution of tetrabutylammonium bromide (4,25 g, 13.2 mmol, 1 equiv.) in H,0 (20 mL)
were added sodium hydroxide (7.9 g, 200 mmol, 15 equiv.) and a solution of 2-nitro-1H-
imidazole (1,49 g, 13.20 mmol, 1 equiv.) in CHyCl, (25 mL). The mixture was stirred
vigorously at room temperature for 2 h. The organic layer was separated, dried over MgSO,4
and concentrated under vacuum. The crude residue was precipitated with diethylether (50
mL) and the title compound (111) was obtained as a yellow solid (4.07 g, 87% vyield).

Mp: 55.0 °C.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.12 (s, H1.), 3.17 (m, 8H, Hs), 1.51(m, 8H, Ha), 1.85 (t, J = 7.2 Hz,
8H, Hs), 0.96 (t, J = 7.2 Hz, 12H, He)

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 157.2, 131.9, 58.5, 23.8, 19.6, 58.5

IR (em™): 2957 v(CHs) ; 2673 v(CH,), 1340 v(C-NO,), 1168 v(C-N), 1137 v(C-N)

Ethyl 2-nitro-1H-imidazole-1-carboxylate (118)

NO, o

2| 1 [ 7 Chemical Formula: CgHN;O,
3N, N7 o/\ Molecular Weight: 185,14
45

Ethyl chloroformate (160 uL, 1.69 mmol, 1 equiv.) was added to a solution of
tetrabutylammomium 2-nitro-1H-imidazole 111 (598 mg, 1.69 mmol, 1 equiv.) in DMF (6
mL). The mixture was stirred at room temperature for 4 days then poured into iced-water
solution (50 mL). The white solid was filtered and recrystallized from water to give the title
compound (118) (156 mg, 50% yield) as orange solid.

Rs: 0.60 (CH,Cl,/MeOH 9/1)

Mp: 236.7-238-5 °C
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'H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7.44 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Ha), 6.92 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Hs), 4.47 (q, J =
7.2 Hz, 2H, H5), 0.98 (t, J = 7.2 Hz, 3H, Hs)

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 = 168.5, 129.79, 128.7, 120.7, 63.9, 59.0

IR (cm™): v(NO,) = 1519 ; v(C-Neer) = 1359 ; v(C-0) = 1121 ; §(=C-H) = 817

1-(Methoxymethyl)-2-nitro-1H-imidazole (116)

NO,
2)\ 1 6 ,  Chemical Formula: CsH;N;0;
3N N/\o/ Molecular Weight: 157,13
4 5

Chloromethyl methyl ether (1.2 mL, 14.4 mmol, 3 equiv.) was added to a solution of 2-nitro-
1H-imidazole 6 (540 mg, 4.8 mmol, 1 equiv.) and caesium carbonate (3.1 g, 9.6 mmol, 2
equiv.) in DMF (10 mL). The mixture was stirred for 24 h at room temperature then diluted
with EtOAc (10 mL) and H,0 (2 mL). The combined organic layers were washed with brine,
dried over MgS0O,4 and concentrated under reduced pressure to give the title compound
(116) (606 mg, 80% yield) as a yellow oil which was used without further purification.

Rs: 0.87 (CH,Cl,/EtOH 91/9)

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.29 (d, J = 1.0 Hz, 1H, Hs), 7.14 (d, J = 1.0 Hz, 1H, Ha ), 5.70 (s,
2H, Heg), 3.39 (s, 3H, H)

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 129.9, 129.2, 73.5, 53.6

1-(((3,4-Dimethoxybenzyl)oxy)methyl)-2-nitro-1H-imidazole (117)

e N

=04,

9 fo) 6
012 7, —\N1 ZNOZ Chemical Formula: C13H15N305
8 \ Molecular Weight: 293,28
5QN 3 g

4

/
13 14 15

Chlorinated Compound 129 (104 mg, 0.482 mmol, 1 equiv.) was added to a solution of of 2-
nitro-1H-imidazole 6 (108 mg, 0.96 mmol, 2 equiv.) and caesium carbonate (313 mg, 0.96

mmol, 2 equiv.) in DMF (3 mL). The residue was purified by silica flash chromatography with

188



Experimental Part : Chapter 1

CH,Cl,/MeOH (9/1) as eluent to afford the title compound 117 (120 mg, 85% yield) as yellow
oil.

Rf: CH,Cl,/MeOH

Mp : 94.4-96.5 °C

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.25 (s, 1H, Ha), 7.16 (s, 1H, Hs), 6.83 —6.78 (m, 3H, He 14 15), 5.80
(s, 3H, Hg), 4.54 (s, 2H, H;), 3.87 (s, 3H, , H11,13), 3.87 (s, 3H, H11, 13)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl3) 6 149.5, 149.4, 128.7, 128.0, 124.8, 120.9, 111.1, 111.0, 77.8,
72.1,56.1,56.0

HRMS : calcd for C13H15sN3Os [M-H] 293.1011 ; found 293.1012

1-[(Methylthio)methyl]-2-nitro-1H-imidazole (122)

NO,
2)\1 6 , Chemical Formula: CsH;N;0,S
N7 'N"Ng—  Molecular Weight: 173,19
4 5

Chloromethyl methyl thioether (445 uL, 5.31 mmol, 3 equiv.) was added to a solution of 2-
nitro-1H-imidazole 6 (200 mg, 1.77 mmol, 1 equiv.) and caesium carbonate (1.1 g, 3.54
mmol, 2 equiv.) in DMF (6 mL). The mixture was stirred for 24 h at room temperature then
diluted with EtOAc (10 mL) and H,0 (2 mL). The combined organic layers were washed with
brine, dried over MgS0,4 and concentrated under reduced pressure to give title compound
122 as a orange oil (251 mg, 82% yield) without further purification.

Rs: 0.345 (CH,Cl,/MeOH 9/1)

'H NMR (500 MHz, CDCl5) § 7.31 (d, J = 1.1 Hz, 1H, Hs)), 7.16 (d, J = 1.1 Hz, 1H, Ha), 5.44 (s,
2H, Hg), 2.15 (s, 3H, Hy)

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6162.2, 127.6,52.2, 13.6

HRMS: calcd for CsH;N30,SNa [M+Na] 196.0156 ; found 196.0157
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(2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)methyl pivalate (120)

CAS Registry Number: 2196015-09-3

NO, o

Z ,‘]/g 9 Chemical Formula: CoH3N;0,
:{1\_5/ o7, ——  Molecular Weight: 227,22

4

Chloromethyl pivalate (778 pL, 5.4 mmol, 1.5 equiv.) was added to a solution of 2-nitro-1H-
imidazole 6 (403 mg, 3.6 mmol, 1 equiv.) and caesium carbonate (2.3 g, 7.2 mmol, 2 equiv.)
in DMF (10 mL). The mixture was stirred for 24 h at room temperature then diluted with
EtOAc (10 mL) and H,0 (5 mL). The combined organic layers were washed with brine, dried
over MgS0O, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica
flash chromatography using CH,Cl,/pentane/MeOH (68/18/14) as eluent to afford 120 (499
mg, 61% yield) as a yellow oil.

Rs: 0.818 CH,Cl,/pentane/MeOH (68/18/14)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.80 (s, 1H, Ha), 7.23 (s, 1H, Hs), 6.23 (s, 2H, He), 1.12 (s, 9H,
Ho)

3¢ NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 127.8, 127.7, 126.7, 79.0,70.0, 26.4.

HMRS : calcd for CoH13N304Na [M+Na].250.0806 Mass 250.0804 calculated for

(((3,4-Dimethoxybenzyl)oxy)methyl)(methyl)sulfane (128)

Trost et al. 2005, J. Am. Chem. Soc. 127(11), p3666-3667>*

071> 3
fo) 6 5 2
- 4 Chemical Formula: C4,H0.S
11 7 - ¥11'116V3
03 10 Molecular Weight: 228,31

12| 9

Nal (1.03 g, 6.88 mmol, 1 equiv.) was added under argon atmosphere to a solution of NaH
(370 mg, 13.76 mmol, 2 equiv.) in THF (27 mL). The mixture was stirred for 15 min at 0 °C,
then DMB-OH (1.00 mL, 6.88 mmol, 1 equiv.) was added dropwise. The mixture was stirred
at to room temperature for 1 h then chloromethyl methyl sulfide (434 ulL, 6.88 mmol, 1
equiv.) was added at 0 °C. The mixture was stirred for 12 h at room temperature then

guenched with H,0 (10 mL). After extraction with EtOAc the combined organic layers were
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washed with brine, dried over MgS0O,4, and concentrated under vacuum. The residue was
purified by silica flash chromatography using pentane/EtOAc (8/2) as eluent to afford 128
(957 mg, 61% vyield) as a colorless oil.

Rf: 0.543 (pentane/EtOAc 8/2)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 6.94-6.87 (m, 2H, He,10), 6.83 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Hg), 4.66 (s, 2H,
Hi), 4.55 (s, 2H, H,), 3.89 (s, 2H, Hi1,12), 3.87 (s, 3H, H1112), 2.18 (s, 3H, H3)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl3) 6 149.1, 148.8, 130.5, 120.9, 111.5, 111.0, 74.2, 69.4, 56.0, 55.9,
14.0

IR (cm™): 1610, 1582, 1510 v(c=c), 1461, 1439, 1379, 1299, 1246, 1172 v(C-O aro), 1108,
1059, 1035, 957, 909, 818 & (C-H aro)

4-((Chloromethoxy)methyl)-1,2-dimethoxybenzene (129)

Hayakawa, et al. 2017, Org.Biorg. Chem. 15(1), p124-131'%®

o1 cl
O.5 4 2

©\

Chemical Formula: C;oH;5CIO;
Molecular Weight: 216,66

o
o
o

10|

S0O,Cl, (2.01 mL, 25.7 mmol, 1.1 equiv.) was added dropwise to a solution of sulfide 128
(5.34 g, 23.4 mmol, 1 equiv.) in CH,Cl, (20 mL) at =78 °C. The mixture was stirred and
warmed to room temperature over 20 min, then concentrated under vacuum. The residue
was immediately used without further purification.

'H NMR (500 MHz, CDCl;) 6 6.89-6.83 (m, 3H, He 910), 4.66 (s, 2H, H1), 4.55 (s, 2H, H,), 3.88 (s,
3H, Hg 10), 3.87 (s, 3H, Hq 10)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl;) § 207.1, 149.1, 148.8, 130.0, 121.2, 120.9, 111.7, 111.5, 111.0,
88.2,74.2,69.4,68.3, 56.0, 55.9, 31.0, 14.0, 13.5
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3-((1-(Chloromethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-1,2-oxathiane 2,2-dioxide (126)

00
I 12 g 7
N 372 0 Chemical Formula: CgH,CIN;0,S
B11y=N ¢ Molecular Weight: 265,72
10 9 5

Cc

A mixture of formaldehyde (37% in H,0, 2.5 mL, 65 mmol, 10 equiv.), glacial acetic acid (0.6
mL, 9.8 mmol, 1.5 equiv.), in 1,4-dioxane (10 mL) was stirred for 15 min at room
temperature and was treated with sodium azide (640 mg 9.8 mmol, 1.5 equiv.) and
propargylic sultone 90 (1.13 g, 6.5 mmol, 1 equiv.). The resulting mixture was stirred for 10
min at room temperature and treated with sodium ascorbate (57 mg, 0.33 mmol, 0.05
equiv.) and a solution of CuSO.-5H.0 (82 mg, 0.33 mmol, 0.05 equiv.) in water (2 mL). The
mixture was stirred for 18 h at room temperature and filtered through a pad of Celite®. The
filtrate was and extracted with CH,Cl, (3 x 20 mL). The combined organic layers were washed
with brine, dried over MgS0, and concentrated under reduced pressure. The residue was
dissolved in CH,Cl, (3 mL) and SOCI, (5 mL, 70 mmol, 11 equiv.) was added dropwise at 0°C.
The reaction mixture was stirred at room temperature for overnight then concentrated
under reduced pressure, and residue was purified with flash chromatography with
CH,Cl,/MeOH (98/2) as eluent to afford the compound 126 (69 mg, 4% yield) as colorless oil.
Rf: 0.654 (CH,Cl,/MeOH 9/1)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.61 (s, 1H, H1s), 6.05 (s, 2H, Hi3), 4.63 — 4.54 (m, 2H, Hg), 3.53 —
3.41 (m, 1H, Hs), 3.22 = 3.12 (m, 1H, H5), 3.07 — 2.96 (m, 1H, H), 2.32 — 2.19 (m, 2H, H,), 2.08
—1.78 (m, 2H, Hs)

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 145.9, 136.6, 74.1, 59.2, 58.5, 28.2, 24.8, 23.8, 23.7

LCMS: tg = 3.75 min ; MS : (ES*) 266,20 [M+H]"
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4-((azidomethoxy)methyl)-1,2-dimethoxybenzene (130)

071 N3
4
/0 5 2 .
9 3 Chemical Formula: C;yH3N30;
0% 8 Molecular Weight: 223,23
10l 7

Sodium azide (312 mg, 4.8 mmol, 3 equiv.) was added to a solution of chlorinated
intermediate compound 128 (346 mg, 1.6 mmol, 1 equiv.) in DMF. The mixture was stirred
for 10 h at room temperature then diluted with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). The combined
organic layers were washed with brine, dried over MgS0O,4 and concentrated under reduced
pressure. The residue was immediately used without further purification.

'H NMR (500 MHz, CDCI3) & 6.88 (s, 1H, Ha), 6.84 (s, 1H, H), 6.81 (s, 1H, Hg), 4.69 (s, 2H, Hs),
4.61 (s, 2H, Hy), 3.89 (s, 3H, Hgou10), 3-87 (s, 3H, Ho ou10)

3-((1-[((3,4-Dimethoxybenzyl)oxy)methyl]-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-[1,2]oxathiane 2,2-
dioxide (131)

18—O0

1716 o_13 ol
o’ 15 N 12087 6 Chemical Formula: C;;Hy3N;06S
14 | 2 .
/ \s 3 Molecular Weight: 397,45
20 N, 5
21 22 10 °N y
5> 7

Azide compound 130 (223 mg, 0.47 mmol, 1 equiv.) was added to a solution of propargylic
sultone 90 (98 mg, 0.56 mmol, 1.2 equiv.), Cul (10 mg, 0.05 mmol, 0.1 equiv.) and NEts (7 pL,
0.05 mmol, 0.1 equiv.) in dioxane (3 mL). The mixture was stirred for 24 h at room
temperature then diluted with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). The combined organic layers
were washed with brine, dried over MgS0O,4 and concentrated under reduced pressure. The
residue was purified by silica flash chromatography with CH,Cl,/MeOH (98/2) as eluent to
afford the compound 131 (136 mg, 73% yield) as colorless oil.

Rf: 0.41 (CH,Cl,/MeOH 98/2)

'H NMR (600 MHz, CDCl3) & = 7.65 (s, 1H, H12), 6.89 — 6.82 (m, 3H, Hig212), 5.68 (d, J = 2.1
Hz, 2H, Haa), 4.46 (s, 2H, Hi3), 3.88 (s, 3H,His20), 3.88 (s, 3H, Hig20), 3.55 — 3.48 (m, 1H, Hg),
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3.45 (dd, J = 15.1, 5.7 Hz, 1H, He), 3.07 (dd, = 15.1, 7.9, 1H, H), 2.08 — 2.00 (m, 2H, H), 1.98 -
1.90 (m, 2H, Ha), 1.90 — 1.84 (m, 2H, Hs)

3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 148.9, 143.1, 128.3, 122.7, 121.1, 111.5, 110.9, 77.3, 73.9, 71.0,
58.9, 55.8, 55.8, 28.3, 24.8, 23.7.

LCMS: tg = 7.60 min ; MS (ES’) 398.41 [M-H]

3-Prop-2-ynyl-[1,2]oxathiolane 2,2 dioxide (94)

7 6 0\\ 7
8= 23\0 1 Chemical Formula: CgHgO;S
H 4 Molecular Weight: 160,19 g/mol
5

n-Butyllithium (12 mL, 2.5 M in hexane, 29.7 mmol, 1.3 equiv.) was added dropwise at -78
°C, under argon stream, to a solution of propane sultone 79 (2 mL, 22.8 mmol, 1 equiv.) in
anhydrous THF (80 mL). The mixture was strirred at -78 °C for 15 min and propargyl bromide
(2.5 mL, 80% in toluene, 22.8 mmol, 1 equiv.) was added dropwise. The mixture was strirred
at -78 °C for 2 h and then at -40 °C for 2 h. The crude mixture was partitioned between
EtOAc (80 mL) and H,0 (50 mL). After extraction with EtOAc, the combined organic layers
were washed with brine, dried over MgS0, and concentrated under reduced pressure. The
residue was purified by silica flash chromatography with pentane/ethyl acetate (7/3) as
eluent to afford the compound 94 (1.17 g, 32% vield) as yellow oil.

Rf: 0.31 (Pentane/EtOAc: 1/1)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 4.59 — 4.33 (m, 2H, Hs), 3.47 (qd, J = 8.1, 5.8 Hz, 1H, Hs), 2.87
(ddd, J = 17.2, 5.7, 2.7 Hz, 1H, H3), 2.79 (dtd, J = 12.3, 7.7, 4.7 Hz, 1H, He), 2.61 (ddd, J = 17.2,
9.1, 2.7 Hz, 1H, Hg), 2.47 (dq, J = 13.5, 7.9 Hz, 1H, Ha), 2.14 (t, J = 2.7 Hz, 1H, Ha)

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 78.0, 72.0, 66.9, 53.7, 29.1, 19.3

HRMS(ESI+): calcd for C¢Ho05S: 161.0275 [M+H]"; found: 161.0272
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3-((1-((2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-[1,2]oxathiolane 2,2-
dioxide (137)

14
12
15N” "N—\10 14

/13 5‘1 \7 ¢ Chemical Formula: C4yH,NgO5S

16 17 9N‘\N 3 0 Molecular Weight: 328,30 g/mol
/
8 2?’;0
4\_ 01
5

Azide compound 99 (109 mg, 0.65 mmol, 1 equiv.) was added to a solution of sultone 94
(113 mg, 0.65 mmol, 1 equiv.), Cul (13 mg, 0.07 mmol, 0.1 equiv.) and NEt; (10 pL, 0.07
mmol, 0.1 equiv.) in dioxane (3 mL). The mixture was stirred for 24 h at room temperature
then diluted with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). The combined organic layers were washed
with brine, dried over MgS0,4 and concentrated under reduced pressure. The residue was
purified by silica flash chromatography with CH,Cl,/MeOH (100/1) as eluent to afford the
compound 137 (106 mg, 51% yield) as white solid.

Rf: 0.05 (CH,Cl,/MeOH: 98/2)

Mp: 197.5-198.9°C

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.96 (s, 1H, Hy1), 7.44 (s, 1H, Hy), 7.23 (s, 1H, Hyg), 6.85 (dd, J =
38.2, 14.0 Hz, 2H, Hj,), 4.48 — 4.30 (m, 2H, Hs), 3.80 —3.59 (m, 1H, H3), 3.34 (dd, J=15.4,7.4
Hz, 1H, Hg), 3.19 (dd, J = 15.3, 6.9 Hz, 1H, Hg), 2.75 (dtd, J = 11.6, 7.4, 3.8 Hz, 1H, H,4), 2.46
(dg, /=13.7, 8.4 Hz, 1H, Hy)

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 144.2, 131.2, 130.6, 126.1, 123.6, 74.1, 59.4, 58.9, 25.1, 24.0
HRMS(ESI+): calcd for CgHo0,S: 329.0317 [M+H]"; found: 329.0318
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4-Fluoro-[1-(1-((2-nitro-1H-imidazol-1-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)]butan-2-sulfonic

acid tetrabutylammonium (96)

NO,
15 13
c 14 N)\N
16 \—/ | o Chemical Formula: C,4H,,FNgO5S"

11
ﬁ—O' Molecular Weight: 347,30 g/mol

TBAF (80 uL, 1M in THF solution, 1.05 equiv.) was added to a solution of sultone 137 (25 mg,
76 umol, 1 equiv.) in MeCN (1 mL). The mixture was heated at 90°C for 4 h then
concentrated. The residue was used without further purification to afford compound 96 (25
mg, 95% yield).

Rf: 0.59 (MeCN/TFA (15 mM in H,0) 75/25)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.13 (s, 1H, Hyg), 7.72 (s, 1H, Hyg), 7.12 (s, 1H, Hs), 6.94 (s, 2H,
Hi1), 4.26-4.38 (m, 2H, Ha), 3.78 (t, J = 6.4 Hz, 8H, Hd), 3.27-3.31 (m, 3H, H1,) ; 1.75-1.80 (m,
2H, H3) 1.77 — 1.66 (m, 8H; Hc), 1.49 (dd, J = 14.8, 7.4 Hz, 8H, Hb), 1.10 (t, J = 7.4 Hz, 12H, Ha)
3¢ NMR (126 MHz, CDCl3) § 147.4, 129.4, 128.8, 126.5, 123.9, 84.2, 75.4, 60.2, 58.8, 28.6,
27.1,23.919.9,13.5

%F NMR (376 MHz, CDCl3) & (-218.8)-(-218.5)(m, 1F)

HRMS(ESI+): calcd for 347.0574 C10H1,N6OsFS, found 347.0579

Analytical HPLC: tz = 14.5 min (MeCN/NH4OAc (10 mM in H,0) 10/90)

Semi preparative HPLC: tg = 10.5 min (H,O/EtOH 90/10)
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Azidomethylbenzéne (144)

6 4 N
7 N"N 1 Chemical Formula: C;H;N;
©?\ 3 2 Molecular Weight: 133,15 g/mol
8 10
9

Sodium azide (821 mg, 16.8 mmol, 2 equiv.) was added to a solution of compound benzyl
bromide 162 (1 mL, 8.42 mmol, 1 equiv.) in acetone. The mixture was stirred for 10 h at
room temperature then diluted with EtOAc (10 mL) and H,0 (2 mL). The combined organic
layers were washed with brine, dried over MgS0O,4 and concentrated under reduced pressure.
The residue was used without further purification to afford compound 144 (1.1 g, quant).

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.53 — 7.28 (m, 5H, He.10), 4.36 (s, 2H, Ha)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 135.5, 128.9, 128.4, 128.3, 54.9

Spectroscopic data in accordance with Loughlin et al

3-(1-((Benzyl)-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-[1,2]oxathiolane 2,2-dioxide (139)

Chemical Formula: C14H,7N3;05S
Molecular Weight: 307,37 g/mol

Azide compound 144 (700 mg, 5.26 mmol, 1.2 equiv.) was added to a solution of sultone 90
(740 mg, 4.25 mmol, 1 equiv.), Cul (99 mg, 0.52 mmol, 0.1 equiv.) and DIPEA (82 uL, 0.52
mmol, 0.1 equiv.) in dioxane (3 mL). The mixture was stirred for 24 h at room temperature
then diluted with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). The combined organic layers were washed
with brine, dried over MgS0, and concentrated under reduced pressure. The residue was
purified by silica flash chromatography with CH,Cl,/MeQOH (99/1) as eluent to afford the
compound 139 as a white solid (482 mg, 37% yield).

Rf: 0.431 (CH,Cl,/MeOH 99/1)

Mp: decomposition > 250°C
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.06 (s, 1H, H1,), 7.33 (ddd, J = 23.6, 15.5, 7.1 Hz, 5H, His.10),
5.58 (s, 2H, His), 4.57 — 4.35 (m, 2H, He), 3.67 — 3.53 (m, 1H), 3.35 (s, 1H), 3.24 (dd, J = 14.8,
4.8 Hz, 1H), 2.89 (dd, J = 14.8, 9.4 Hz, 1H), 2.14 — 1.98 (m, 1H), 1.87 — 1.73 (m, 2H)

3¢ NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 136.1, 128.7, 128.1, 127.8, 123.7, 74.4, 58.2, 52.7, 27.7,
24.2,22.8.

HRMS(ESI+): calcd for C14H15N3503S: 308.1069 [M+H]" ; found: 308.1082

LCMS: tR = 8.48 min ; MS (ES*) 308.54 [M+H]"

3-(1-((Benzyl)-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)butan-2-sulfonic acid tetrabutylammonium (97)

Chemical Formula: C4H{;FN3;03S"
Molecular Weight: 326,37 g/mol

TBAF (36 L, 1M in THF solution, 1.05 equiv.) was added to a solution of sultone 139 (34 mg,
0.11 mmol, 1 equiv.) in MeCN (1 mL). The mixture was heated at 90°C for 4 h then
concentrated. The residue was used without further purification to afford compound 97 (35
mg, 97% yield).

Rf: 0.66 (MeCN/TFA (15 mM in H,0) 75/25)

'H NMR (500 MHz, CDsCN) 6 7.80 (s, J = 5.2 Hz, 1H, H11), 7.53 = 7.43 (m, 3H, Hi415 16), 7.40 (d,
J = 6.9 Hz, 2H, His17), 5.63 (s, 2H, H1,), 4.45 (dt, J = 47.7, 5.9 Hz, 2H, Hs), 3.78 (t, J = 6.4 Hz,
8H, Hd), 3.41 (dd, J = 14.4, 3.5 Hz, 2H, H4), 3.27 — 3.19 (m, 1H, H,), 2.08 (dt, J = 4.9, 2.4 Hz,
2H, Hg), 1.80 — 1.68 (m, 8H; Hc), 1.66 (ddd, J = 10.4, 8.3, 5.3 Hz, 2H, Hs), 1.49 (dd, J = 14.8, 7.4
Hz, 8H, Hb), 1.10 (t, J = 7.4 Hz, 12H, Ha)

3¢ NMR (126 MHz, CD5CN) & 147.5, 137.4, 129.8, 129.1, 128.7, 123.8, 86.0, 84.7, 68.3, 59.8,
59.3(Cy), 54.2, 29.2, 29.1, 28.2, 26.7, 26.6, 26.3, 24.3, 20.4, 20.3, 13.8

F NMR (471 MHz, CD5CN) & -218.16 —-218.98 (tt, 1F, J = 2,5 Hz)

LCMS: tg = 5.12 min ; MS (ES) 326.20 [M-H]"

Analytical HPLC: 9.6 min, (MeCN/NH;0Ac (10 mM in H,0)) 20/80)

Semi preparative HPLC: t; = 15.5 min, (H,O /EtOH 90/10)
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4-lodophenylmethanol (156)

CAS registry number: 18282-51-4.

4 2 1
5 3 OH Chemical Formula: C;H,IO0

6 Molecular Weight: 234,03 g/mol

Borane (23.1 mL, 1M in THF, 242 mmol, 20 equiv.) was added dropwise to a solution of 4-
iodobenzoic acid 155 (3.00 g, 12,1 mmol, 1 equiv.) in THF (20 mL). The mixture was stirred at
room temperature for 24 h. The mixture was quenched with HCI (10 mL, 2N). After
extraction with CH,Cl,, the combined organic layers were washed with brine, dried over
MgS0O,4 and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica flash
chromatography with pentane/EtOAc 8:2 as eluent to afford the compound 156 (2.52 g, 89%
yield) as white solid.

Rf: 0.15 (Pentane/EtOAc: 9/1)

Mp: 69-71 °C (litt 71-73 °C)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & = 7.67 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Hs,7), 7.08 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ha), 4.60
(s, 2H, Hy)

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) § 140.5, 137.7, 128.9, 93.1, 64.7

HRMS: calcd for C;H,0I 233.9542(M"), found: 233.9547

Spectroscopic data in accordance with Tran-Van et al 3
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(4-((Trimethylsilyl)ethynyl)phenyl)methanol (157)

J. Am. Chem. Soc. 2015, 137(45), 14319-14328,;

e N

4, 2 4
OH  chemical Formula: C4oH 60Si

5
6 Molecular Weight: 204,34 g/mol

P 8
3= 7
10 /SII

Acetyltrimethylsilane (0.5 mL, 3.6 mmol, 1.2 equiv.) was added to a solution of alcohol 156
(0.7 g, 3 mmol, 1 equiv.), NEt3 (50 mL, 35.9 mmol, 12 equiv.), Cul (57 mg, 0.30 mmol, 0.1
equiv.) palladium(ll) bis(triphenylphosphine) dichloride (105 mg, 0.15 mmol, 0.05 equiv.) in
dioxane (10 mL). The mixture was stirred at room temperature for 12 h then filtrated over
Celite®. After extraction with CH,Cl, the combined organic layers were washed with brine,
dried over MgS0O4 and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by
silica flash chromatography with pentane/EtOAc (9:1) as eluent to afford the compound 157
(550 mg, 90% yield) as orange solid.

Rf: 0.76 (Pentane/AtOAc: 8/2)

Mp: 69 °C (litt 66 °C)

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.45 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hs7), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Ha), 4.68 (s,
2H, H,), 0.25 (s, 9H,H10 )

3C NMR (101 MHz, CDCl;) § 141.3, 132.3, 126.8, 122.5, 105.0, 94.3, 65.1, 0.1

HRMS (ASAP): calcd for C;,H170Si: 205.1049 [M+H]" ; found: 205.1048

Spectroscopic data in accordance with Osorio et al. ¥®
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((4-Bromomethyl)phenyl)ethynyl)trimethylsilane (158)

CAS registry number: 686275-89-8

e A

Chemical Formula: C;,H,5BrSi
8 Molecular Weight: 267,24 g/mol

Tetrabromomethane (4.65 g, 14.1 mmol, 1.25 equiv.) and PPh; (3.70 g, 14.1 mmol, 1.25
equiv.) were added to a solution of alcohol 157 (2.30 g, 11.3 mmol, 1 equiv.) in Et,0 (10 mL).
The mixture was stirred at room temperature for 12 h then concentrated under reduced
pressure. The residue was purified by silica flash chromatography with pentane/EtOAc (8:2)
as eluent to afford the compound 158 (2.74 g, 91% yield) as a orange oil.

Rf: 0.76 (Pentane/AtOAc: 8/2)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.43 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Hs ), 7.32 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ha), 4.46 (s,
2H, H3), 0.25 (s, 9H, Ho)

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 138.1, 132.4, 129.1, 123.4, 104.6, 95.4, 33.1, 0.1

HRMS: calc for C;,H15Si 187.0943 [M-Br]*; found 187.0948

Spectroscopic data in accordance with Osorio et al®’

[4-(2,2-Dioxo-[1,2]oxathian-3-ylmethyl)-phenylethynyl]-trimethyl-silane (159)

(0]
9 7 1.0
20

7 Chemical Formula: C;¢H,,0;SSi
Molecular Weight: 322,49 g/mol

n-Butyllithium (5 mL, 2.5 M in hexane, 12.7 mmol, 1.3 equiv.) was added dropwise at -78 °C,
under argon stream, to a solution of butane sultone 80 (1 mL, 9.8 mmol, 1 equiv.) in
anhydrous THF (80 mL). The mixture was strirred at -78 °C for 15 min and bromide 158 (2.6

g, 9.8 mmol, 1 equiv.) was added dropwise. The mixture was strirred at -78 °C for 2 h and
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then at -40 °C for 2 h. The crude mixture was partitioned between EtOAc (80 mL) and H,0
(50 mL). After extraction with EtOAc (2x80mL), the combined organic layers were washed
with brine, dried over MgS0O,4 and concentrated under reduced pressure. The residue was
purified by silica flash chromatography with pentane/EtOAc (7/3) as eluent to afford the
compound 159 (820 mg, 26% yield) as white solid.

Rf: 0.54 (pentane/ EtOAc 1/1)

Mp: 115-118 °C

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.43 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.13 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 4.61 — 4.53 (m,
1H), 4.47 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 3.49 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 3.29 — 3.18 (m, 1H), 2.81 — 2.71 (m,
1H), 1.96 (s, 1H), 1.95 — 1.84 (m, 1H), 1.80 (s, 2H), 1.25 (s, 1H), 0.24 (s, 9H, H1¢)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl3) 6 136.8, 132.7, 129.4, 121.3, 83.2, 77.7, 73.9, 60.5, 34.1, 27.6,
24.1

HRMS: calcd for C;,H170Si: 205.1049 [M-135]" fragmentation sultone; found: 205.1048
LCMS: tg = 13.94 min ; MS (ES*) 323.08 [M+H]"

3-(4-Ethynyl-benzyl)-[1,2]oxathiane 2,2-dioxide (143)

Chemical Formula: C43H,,03S
Molecular Weight: 250,31 g/mol

H
16

TBAF (680 pL, 1M in THF solution, 0.68 mmol, 0.5 equiv.) was added dropwise at 0 °C to a
solution of sultone 159 (340 mg, 1.36 mmol, 1 equiv.) in anhydrous THF (4 mL). The mixture
was stirred at 0 °C for 1 h, then concentrated under reduced pressure. The compound 143
was purified by silica flash chromatography with pentane/EtOAc (7/3) as eluent and
recritallyzed at room temperature in diethyl ether to afford the title compound 143 as a
white solid (115 mg, 34% yield).

Mp: 118-120°C

Rf: 0.237 (pentane/EtOAc 1/1)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.46 (d, J = 8.2 Hz, 2H,H101,), 7.16 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ho 13), 4.61 —
4.54 (m, 1H, H¢), 4.51 — 4.44 (m, 1H, Hg), 3.50 (dd, J = 13.8, 3.9 Hz, 1H, H;), 3.25 (tt, J = 10.9,
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3.9, 1H, Hs), 3.08 (s, 1H, Hyg), 2.77 (dd, J = 13.8, 10.9 Hz, 1H, H;), 2.04 — 1.97 (m, 1H, H,), 1.95
—1.86 (m, 1H, Hy), 1.82 (tt, J = 7.3, 3.7 Hz, 2H, Hs)

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 136.8, 132.7, 129.4, 121.3, 83.2, 77.7, 73.9, 60.5, 34.1, 27.6,
24.1

LCMS: tz = 9.61 min ; MS (ES*) 251.11 [M+H]*

3-((1-((2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methylphenyl)-[1,2]

oxathiolane 2,2-dioxide (136).

22
23 N2 10 2.8 73%
24[ \>'h02 i 2°01 Chemical Formula: C4;HgNgO5S
20N\\17 2. 13 4 6 Molecular Weight: 418,43 g/mol
16 15

Azide compound 99 (35 mg, 0.21 mmol, 1 equiv.) was added to a solution of sultone 143 (53
mg, 0.21 mmol, 1 equiv.), Cul (4 mg, 0.02 mmol, 0.1 equiv.) and NEt3 (2 pL, 0.02 mmol, 0.1
equiv.) in dioxane (3 mL). The mixture was stirred for 24 h at room temperature then diluted
with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). The combined organic layers were washed with brine,
dried over MgSO, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by
silica flash chromatography using CH,Cl,/MeQOH (99.5:0.5) as eluent to afford 136 as a beige
solid (46 mg, 53% yield).

Rf: 0.121 (CH,Cl,/MeOH 99.5/0.5)

Mp: 186°C-187°C

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.17 (s, 1H, His), 7.79 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H1g12), 7.52 (d, J = 1.2 Hz,
1H, Has), 7.28 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Hg13), 7.24 (d, J = 1.2 Hz, 1H, Ha4), 6.93 (s, 2H, Hys), 4.62 —
4.53 (m, 2H, He), 4.51 — 4.43 (m, 1H, Hs), 3.53 (dd, J = 13.8 Hz, 3.9, 1H, H;), 3.29 (tt, J = 10.8
Hz, 3.9 Hz, 1H, H5), 2.81 (dd, J = 13.8 Hz, 10.8 Hz, 1H, H,), 1.99 — 1.86 (m, 1H, H,), 1.82 (ddt, J
=11.8 Hz, 7.8 Hz, 4.0 Hz, 2H, Hs).

3¢ NMR: (126 MHz, CDCl3) 6 148.7, 136.7, 130.0, 129.7, 128.7, 126.6, 126.4, 120.2, 73.9,
60.6, 59.5, 34.0, 27.7, 24.1 (C16 missing=

HRMS: cald for C;7H19Ng0sS 419.1136 [M+H]" ; found 419.1138
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3-((1-((2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl phenyl)butan-2-

sulfonic acid tetrabutylammonium (73)

°\\ 2
\ No2 2 S-o
17 10 p Chemical Formula: C4;H;gFNgO5S"
19
\\N\ 13 p /_fi Molecular Weight: 437,43 g/mol

TBAF (65 puL, 1M in THF solution, 1.05 equiv.) was added to a solution of sultone 136 (26 mg,

0.06 mmol, 1 equiv.) in MeCN (1 mL). The mixture was heated at 90°C for 4 h then
concentrated. The residue was used without further purification to afford compound 73 (40
mg, 80% vyield).

Rf: 0.74 (MeCN/ TFA (15 mM in H,0) 75/25)

'H NMR (500 MHz, CDsCN) & 8.43 (s, 1H, Hy7), 7.70 (d, J = 7.0 Hz, 2H, He 11), 7.29 (d, J = 1.2 Hz,
1H, Hy,), 7.28 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Hg 1), 7.12 (d, J = 1.2 Hz, 1H, Hy3), 6.90 (s, 2H, H1s), 4.43 (m,
2H, Hs), 4.29- 4.20 (m, 2H, H,), 3.06 (t, J = 6.4 Hz, 8H, Hd), 2.78- 2.61 (m, 2H, H;), 2.58-2.50
(m, 2H, Ha), 1.92-1.88 (m, 2H, Hs), 1.57-1.45 (m, 8H; Hc), 1.32 (dd, J = 14.8, 7.4 Hz, 8H, Hb),
0.93. (t,J =7.4 Hz, 12H, Ha)

3¢ NMR (126 MHz, CDsCN) 6 148.5, 142.6, 137.7, 130.9, 130.7, 130.4, 130.2, 129.4, 129.0,
128.0, 126.8, 126.5, 122.3, 86.0, 84.7,75.4,61.4, 61.1, 60.7, 59.3, 38.1, 34.8, 29.4, 29.2, 28.6,
26.6, 24.3,20.3,13.8

F NMR (471 MHz, CD5CN) & -218.24 —-219.02 (m, Fs)

HRMS: cald for C;7H19NgO6S. 435.1089 [M-H] ; found 435.1087

LCMS: tg = 4.46 min ; MS (ES’) 435.18 [M-H]

Analytical HPLC: tgz = 11.4 min (MeCN/NH4OAc (10 mM in H,0) 20/80)

Semi preparative HPLC: t; = 30.2 min, (H,O /EtOH 90/10)

1-(2-Bromoethyl)-2-nitro-1H-imidazole (148)

N02

/// Chemical Formula: CsHgBrN;O,
Molecular Weight: 220,02

4 5
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1,2-Dibromoethane (610 uL, 7.0 mmol, 3 equiv.) in DMF (0.2 mL) was added dropwise to a
mixture of 2-nitro-1H-imidazole 1 (265 mg, 2.35 mmol, 1 equiv.) and K,COs3 (31 mg, 0.22
mmol, 2 equiv.) in DMF (0.5 mL). The mixture was stirred at room temperature overnight
then partitioned between EtOAc (80 mL) and H,0 (5 mL). After extraction with EtOAc, the
combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQO,4 and concentrated under
reduced pressure. The residue was purified by silica flash chromatography using pentane/
EtOAc (9:1) as eluent, to afford compound 148 as a yellow oil (434 mg, 84% vyield).

Rf: 0.6 (pentane/EtOAc 6/4)

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 7.72 (d, J = 1.1 Hz, 1H, Hs), 7.22 (d, J = 1.1 Hz, 1H, Ha), 4.81
(t,J = 6.2 Hz, 2H, Hg), 3.91 (t, J = 6.2 Hz, 2H, H5)

13¢ NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 144.6, 128.2, 127.6, 50.2, 31.6

Spectroscopic data in accordance with Hoigebazar et al.”®

HRMS: cald for CsH,N30,”°Br. 219.9722 [M+H]" ; found 219.9723

Ethyleneditosylate (146)

o
5-0 2 Q . 7 Chemical Formula: C4gH506S,
N YT N\g-573 Molecular Weight: 370,43 g/mol
0 1 0 \ 5
O 4

EtsN (6.9 mL, mmol, 2 equiv.) was added to 0 °C to a solution of ethylene glycol (3.840 g,
20.0 mmol, 1 equiv.) in dry CH,Cl,, then 4-toluene sulfonyl chloride (3.840 g, 20.0 mmol, 2
equiv.) was added. The mixture was stirred in ultrasonic bath at room temperature for 1 h.
The precipitate was filtered. The filtrate was successively washed with hydrochloric acid
(5%), NaHCOsaq and NaCl,, and then dried over anhydrous MgSO,, filtered, and
concentrated under vacuum. The residue was purified by gel silica flash chromatography
using pentane/EtOAc (1/1) as eluent to afford compound 146 as a white solid (3.7 g, 0.39
mmol, 84% vyield).

Rf: pentane/EtOAc 1/1)

'H NMR (500 MHz, CDCl5) 6 7.73 (d, J = 8.3 Hz, 4H, Ha), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 4H, Hs), 4.18 (s, 4H,
Hi,), 2.46 (s, 6H, H)

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 145.4, 132.4, 130.1, 128.1, 66.8, 21.8
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Spectroscopic data in accordance with Danjou et al. 338

1-(Tosylateethyl)-2-nitro-1H-imidazole (147)

11 13
3 NO, 102
N= 09 Chemical Formula: C4,H,3N;05S
7\
4\ l;l\/\o/S\\ Molecular Weight: 311,31 g/mol
S 6
8

To a solution of ethyleneditosylate 146 (1.85 g, 5.0 mmol, 1.1 equiv.) in anhydrous DMF (5
mL) was added 2-nitro-1H-imidazole 1 (508 mg, 4.5 mmol, 1 equiv.) in anhydrous DMF (25
mL) and triethylamine (948 upL, 6.8 mmol, 1.5 equiv.) at room temperature. After the
reaction mixture was stirred for 4 days, the solution was diluted with ethyl acetate and the
organic layer was dried over anhydrous MgS0,, and concentrated under reduced pressure.
The residue was purified by silica flash chromatography using CH,Cl,/MeOH (100/1), as
eluent, to afford compound 147 (392 mg, 28% yield) as a yellow solid.

Rf: 0.675 (CH,Cl,/MeOH (100/1)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) : 7.61 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Hyg), 7.30 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Hy4), 7.16 (s,
1H, Hs), 7.13 (s, 1H, Hy), 4.67 (t, 2H, J = 4.8 Hz, He), 4.39 (t, 2H, J = 4.8 Hz, H;), 2.45 (s, 3H,
His).

3¢ NMR (126 MHz, CDCl3) 6 145.7, 144.2, 131.7,130.1, 128.5, 127.6, 127.3, 67.2, 49.0, 21.6
LCMS: tg = 9.20 min ; MS (ES’) 312.29 [M+H]"

Spectroscopic data in accordance with Cao et al.'®

1-(Azidoethyl)-2-nitro-1H-imidazole (140)

NO,
E( 1 6
3N~ N/\/8 Chemical Formula: C5HgNgO,
\—/ N, 9+ Molecular Weight: 182,14 g/mol
4 5 7 N 10
N-

Sodium azide (63 mg, 0.94 mmol, 3 equiv.) was added to a solution of compound 148 (101
mg, 0.32 mmol, 1 equiv.) and in DMF. The mixture was stirred for 10 h at room temperature

then diluted with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). The combined organic layers were washed
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with brine, dried over MgS0, and concentrated under reduced pressure. The residue 140 (56
mg, 96% yield) was obtained as orange oil which was used without further purification.

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 7.69 (d, J = 0.8 Hz, 1H, Hs), 7.21 (d, J = 0.8 Hz, 1H, Ha), 4.58
(t, 2H, J = 5.3 Hz, He), 3.82 (t, 2H, J = 5.3 Hz, H5)

3¢ NMR (126 MHz, DMSO-d6) 6 144.7,128.2, 127.8, 50.1, 48.5

HRMS (infusion): calcd for CsH;NgO, 183.0629 [M+H]+;found 183.0630

Spectroscopic data in accordance with Cao et al.'®

3-((1-((2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-[1,2] oxathiane 2,2-
dioxide (132)

NO, o)
16 1 127 29
17TNZ(5 12 N 38

N N 201 Chemical Formula: C4,HgNgO5S
18 XX 14 10 N=N Molecular Weight: 356,36 g/mol
19 g 8 4 =6

Azide 140 (85 mg, 0.47 mmol, 1 equiv.) was added to a solution of propargylic sultone 90 (81
mg, 0.47 mmol, 1 equiv.), DIPEA (8 uL, 0.05 mmol, 0.1 equiv.) and Cul (10 mg, 0.05 mmol, 0.1
equiv.) in dioxane (2 mL). The mixture was stirred at room temperature for 48 h then diluted
with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). After extraction with ethyl acetate and the combined
organic layers were washed with brine, dried over MgS0,4 and concentrated under reduced
pressure. The residue was purified on silica flash chromatography using CH,Cl,/MeOH (99/1)
as eluent to afford the title compound 132 as a fluffly white solid (130 mg, 78% yield).

Rf: 0.05 (CH,Cl,/MeOH 99.5/0.5)

Mp: 275-277°C

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.39 (s, 1H, H11), 7.05 (s, 1H, Hio), 6.72 (s, 1H, Hyg), 4.95 (t,J = 5.4
Hz, 2H, H1a), 4.83 (m, 2H, His), 4.53 (td, J = 11.0, 2.7 Hz, 1H, He), 4.41 — 4.34 (m, 1H, Hg), 3.56
—3.46 (m, 1H), 3.33 (dd, J = 15.3, 6.9 Hz, 1H), 3.02 (dd, J = 15.3, 6.8 Hz, 1H), 2.39 — 2.26 (m,
1H), 1.96 (ddd, J = 43.0, 24.3, 4.8 Hz, 2H), 1.76 (s, 1H)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 143.3, 128.9, 127.2, 123.8, 74.1, 59.3, 49.9, 49.8, 28.8, 25.4,
24.0

HRMS: calcd for C1,H17NgOsS: 357.0982 [M+H]+ ; found 357.0981
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5-Fluoro-[1-(1-((2-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)] pent-2-sulfonic acid

tetrabutylammonium (69)

N
N1i<02 , 8\7 1 \R /_/
16 N= Kl4 Nm Chemical Formula: C;,H;6FN¢O5S"

g/ 1 \N:N
1798 13 415 9 H\ Molecular Weight: 375,36 g/mol

TBAF (103 uL, 1M in THF solution, 1.05 equiv.) was added to a solution of sultone 132 (35
mg, 0.1 mmol, 1 equiv.) in MeCN (1 mL). The mixture was heated at 90°C for 4 h then
concentrated.

The residue was purified on C18 silica cartridge to afford compound 69 (44 mg, 95% yield).
Rf: 0.725 (MeCN/TFA (15 mM in H,0) 75/25)

'H NMR (500 MHz, CD3CN) & 7.61 (s, 1H, Hs), 6.95 (s, 1H, Hig), 6.87 (s, 1H, Hi5), 4.89 — 4.70
(m, 6H, Hiz13), 4.34 (dt, J = 11.1, 5.8 Hz, 2H, Hs), 3.12 — 3.03 (m, 8H, Hg), 2.87 (dd, J = 14.8,
9.4 Hz, 1H, Hy), 2.77 (dd, J =14.6, 8.8 Hz, 1H, Hi), 1.97 — 1.86 (m, 1H, Hs), 1.57 (m, 8H, H.),
1.32 (tg, J = 7.3 Hz, 7.0 Hz, 8H, Hy), 0.93 (t, J = 7.3 Hz, 12H, H,)

3¢ NMR (126 MHz, CD5CN) 147.3, 143.5, 128.8 (dt, J = 28.6, 10.3 Hz), 124.9, 124.4, 86.1,
84.7,75.5,59.5, 50.42 (ddd, J = 33.3, 26.9, 3.3 Hz), 29.2, 28.8, 26.6, 24.4, 20.3, 13.8

F NMR (471 MHz, CD5CN) & -218.20 —-218.74 (m)

LCMS: tg = 2.32 min ; MS (ES) 375.43 [M-H]

Analytical HPLC: tz = 16.8 min (MeCN/NH40Ac (10 mM in H,0) 10/90)

Semi-preparative HPLC: tg = 14.5 min (H,O /EtOH 90/10)

3-((1-((2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)methyl)-1H-iodo-1,2,3-triazol-4-yl|)methyl)-[1,2]oxathiane-

2,2-dioxide (135)
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Chemical Formula: C;4H43INgO5S
Molecular Weight: 468,23

Azide compound 99 (mg, mmol, 1 equiv.) in dioxane (1 mL) was added to a solution of
propargylic sultone compound 90 (mg, mmol, 1 equiv.), NIS (mg, mmol, 0.1 equiv.), Cul (mg,
mmol, 0.1 equiv.), NEt3 (mg, mmol, 0.1 equiv.), in dioxane (3 mL). The mixture was stirred at
room temperature for 48 h then diluted with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). After extraction
with ethyl acetate and the combined organic layers were washed with brine, dried over
MgSO, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica flash
chromatography with CH,Cl,/MeOH (99.5/0.5) as eluent to afford the compound 135 (0.55
g, 50% yield) as white solid.

Rf: 0.212 (CH,Cl,/MeOH 99.5/0.5)

'H NMR (600 MHz, CDCl5) & 7.19 (d, J = 1.0 Hz, 1H, Hig), 7.07 (s, 1H, Hi7), 6.98 (s, 2H, Hi3),
4.61 - 4.44 (m, 4H, He), 3.65 — 3.55 (m, 1H; Hs), 3.38 (dd, J = 15.2, 5.7 Hz, 1H; H;), 3.20 - 3.11
(m, 1H, H), 2.05 — 1.94 (m, 2H; H,), 1.93 = 1.78 (m, 2H; Hs)

13¢ NMR (151 MHz, CDCl5) 6 148.8, 129.7, 124.4, 80.9, 74.1, 74.1, 60.2, 58.6, 28.5, 25.5, 23.7
HRMS: cald for C11H14N6OsSI [M-H] 468.9793 ; found 468.9791.

LCMS : tg = 6.03 ; MS (ES*) 469.26 (M+1)

3-(4-Methyl-benzyl)-[1,2]-oxathiane 2,2-dioxide (161)

9 7 .0
10 EAI 201 Chemical Formula: C;,H;¢05S
11 Molecular Weight: 240,32
14 13 4 6
12 5

Butyllithium (14 mL, 2.5 M in hexane, 35 mmol, 1.3 equiv.) was added dropwise at -78 °C,

under argon stream, to a solution of butane sultone 80 (2.75 mL, 26.9 mmol, 1 equiv.) in
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anhydrous THF (80 mL). The mixture was strirred at -78 °C for 15 min and a-bromo-p xylene
160 (4.98 g, 19.6 mmol, 1 equiv.) was added dropwise. The mixture was strirred at -78 °C for
2 h and then at -40 °C for 2 h. The crude mixture was partitioned between EtOAc (80 mL) and
H,0. After extraction with EtOAc, the combined organic layers were washed with brine,
dried over MgS0O, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by
silica flash chromatography with pentane/EtOAc (7/3) as eluent to afford the compound 161
(3.03 g, 47% yield) as white solid.

Rf: 0.237 (pentane/EtOAc 7/3)

'H NMR (600 MHz, CDCl3) § = 7.13 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H101,), 7.07 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hg 13), 4.59
—4.53 (m, 1H, , He), 4.45 (dtd, J = 11.4 Hz, 3.9, 2.1, 1H Hg), 3.47 (dd, J = 13.7, 3.7 Hz, 1H, Hs),
3.23 (tt, J = 11.0, 3.8 Hz, 1H, H;), 2.71 (dd, J = 13.7, 11.1 Hz, 1H, Hy), 2.32 (s, 3H, Hy4), 2.02
(dddd, J=8.8, 8.0, 4.0, 2.2 Hz, 1H, Hs), 1.93 - 1.84 (m, 1H, Hs), 1.82 — 1.76 (m, 2H, H,).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 137.1, 132.8, 129.7, 129.3, 73.8, 60.9, 33.7, 27.5, 24.1, 21.2.
HRMS: calcd for C15H1703S 241.0898 [M+H]" ; found 241.0901

3-(4-(Bromomethyl)benzyl)-[1,2]oxathiane 2,2-dioxide (145)

17 Chemical Formula: C4,H,5BrO3S

10 B3 31
Br m Molecular Weight: 319,21
13 4 6

NBS (417 mg, 2.3 mmol, 1.1 equiv.) and benzoyle peroxide (9 mg, 2.6 mmol, 0.02 equiv.)
were added to a solution of sultone 161 (500 mg, 2.08 mmol, 1 equiv.) in CCls. The mixture
was stirred at 60 °C for 16 h. After extraction with CH,Cl,, the combined organic layers were
washed with brine, dried over MgS0O,4 and concentrated under reduced pressure. The residue
was purified by silica flash chromatography with pentane/EtOAc (1/1) as eluent to afford the
compound 145 (179 mg, 27% yield) as a yellow oil.

Rf: 0.765 pentane/EtOAc (6/4)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.36 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hyo12), 7.18 (d, J = 8.0 Hz, 2H, He 13), 4.61 —
4.54 (m, 1H), 4.48 (s, J =3.2 Hz, 3H), 4.12 (q, / = 7.1 Hz, 1H), 3.49 (dd, J = 13.7 Hz, 3.8 Hz, 1H),
3.26 (tt, J = 10.9, 3.9 Hz, 1H), 2.77 (dd, J = 13.7, 10.9 Hz, 1H), 2.17 (s, 1H), 2.06 — 1.99 (m, 1H),
1.97 — 1.85 (m, 1H), 1.82 (tt, J = 7.5, 3.8 Hz, 1H).
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3¢ NMR (126 MHz, CDCl5) § 137.0, 129.8, 129.7, 73.9, 60.6, 33.9, 33.1, 33.0, 27.6, 24.1.
HRMS: calcd for C15H1503S 241.0901 [M-Br] fragmentation ; found 241.0898

3-(4-({2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)methyl)benzyl)-[1,2]oxathiane 2,2-dioxide (138)

9 o o
1%15 2 Chemical Formula: C45H,7N;05S
17N N1 13 4 ¢  Molecular Weight: 351,38
\—=/ 14 12 5

18 19

2-Nitro-1H-imidazole 6 (175 mg, 1.55 mmol, 1 equiv.) was added to a solution of bromide
145 (492 mg, 1.55 mmol, 1 equiv.) and Cs,CO3 (1 g, 3.09 mmol, 2 equiv.) in DMF (5 mL). The
mixture was stirred at room temperature for 24 h then quenched with water and EtOAc.
After extraction with ethyl acetate, the combined organic layers were washed with brine,
dried over MgS0O4 and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by
silica flash chromatography with CH,Cl,/MeOH (99.5/0.5) as eluent to afford the compound
138 (397 mg, 73% yield) as a yellow oil.

Rf: 0.347 (CH,Cl,/MeOH 100/1)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.21 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H112), 7.19 (s, 1H Hys), 7.17 (d, J = 8.2 Hz,
2H, His), 7.11 (s, 1H, Hig), 5.58 (s, 2H, H14), 4.60 — 4.43 (m, 2H, Hg), 3.47 (dd, J = 13.8, 4.1 Hz,
1H, H;), 3.25 (tt, J = 10.6, 4.0 Hz, 1H, H3), 2.77 (dd, J = 13.8, 10.5 Hz, 1H, H;), 2.03 - 1.96 (m,
1H, Hy), 1.95-1.86 (m, 1H, H,4), 1.86 —1.78 (m, 2H, Hs).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 136.9, 133.5, 130.2, 128.7, 128.3, 126.1, 73.9, 60.6, 53.2, 34.0,
27.7, 24.1. Cy5 missing

HRMS: calcd for C15H13N30sS 352.0964 [M+H]" ; found 352.0967

5-Fluoro-[1-(4-((2-nitro-1H-imidazol-1-yl)phenyl]pent-2-sulfonic acid tetrabutylammonium

(74)
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NO, 9 8 ‘2 I\ \H /_/
16'15/ h4m\ ::nh(lgmu;lal l:;rml:llta 3(7::)5;:7FN3053
s 131 /J i olecular telg

TBAF (1M in THF, 320 L, 0.28 mmol, 1.1 equiv.) was added to solution of sultone 138 (50
mg, 0.31 mmol, 1 equiv.) in anhydrous MeCN (1 mL). The mixture was stirred at 90°C for 5 h
hen concentrated under reduced pressure to afford the title compound as colorless oil (113
mg, 90% yield).

Rf: 0.896 (MeCN/TFA (15 mM in H,0) 75/25)

'H NMR (500 MHz, CD5CN) & 7.35 (s, 1H, Hig), 7.35 (d, J = 7.8 Hz, 2H, Ho,11), 7.16 (s, 1H, H17),
5.53 (s, 2H, His), 3.64 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 3.19 — 3.00 (m, 8H, Hd), 1.95 — 1.93 (m, 1H), 1.84 —
1.77 (m, 1H), 1.66 — 1.54 (m, 8H, Hc), 1.40 — 1.30 (m, 8H, Hb), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 12H, Ha)

3¢ NMR (126 MHz, CDsCN) & 142.5, 137.7, 135.4, 130.7, 129.0, 128.2, 128.1, 128.0, 68.3,
59.3, 28.7, 26.2, 24.3, 20.3, 13.8

%F NMR (471 MHz, CD5CN) & -218.46 —-218.97 (m)

Analytical HPLC: tg = 16.3 min (MeCN/NH40Ac (10 mM in H,0) 20/80)

Semi-preparative HPLC: tg = 54.3 min (H,O /EtOH 90/10)

Trifluoromethanesulfonic acid 2,2,3,3,4,4-hexafluoro-1,4-pentanediyl ester (150)

11
9F o] F F o F
Fﬂés// 5 3 2 \\S)<F Chemical Formula: C;H4F;,0¢S,
777076 X4 o ‘o Molecular Weight: 476,21
7 FFF 1
10 12

Pyridine (480 pL, 5.94 mmol, 5 equiv.) was added to a solution of 2,2,3,3,4,4-hexafluoro-1,5-
pentanediol 152 (252 mg, 1.2 mmol, 1 equiv.) in CH,Cl, (2 mL). The mixture was stirred at
room temperature under a nitrogen atmosphere. After 20 min, trifluoromethanesulfonic
anhydride (2.7 mL, 1M in CH,Cl;, 2.73 mmol, 2.3 equiv.) was slowly added over 1 h. The
mixture was stirred for 24 h, then successively washed with water, NaHCOs,, dried over
MgS0O, and concentrated under vacuum to give the title compound (457 mg, 80% yield) as a

colorless oil without further purification.
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & = 4.82 (t, *Jur = 12.7, 4H, Ha6)
3¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 122.4, 119.8, 117.3, 68.25 (t, Jyr = 28.7 Hz)
9F NMR (471 MHz, CDCl3) § -73.9 (s, Fo), -119.6 (s, F1912), -124.4 (s, F11).

Spectroscopic data in accordance with Zeng, et al. 339

2,2,3,3,4,4-Hexafluoro-5-(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)pentyl trifluoromethanesulfonate (154)

2 F Chemical Formula: CqHgFgN;05S
16 AN 57 65 & CF . Molecular Weight: 439,21
7 1312 F F F 3
9

2-Nitro-1H-imidazole 1 (18.7 mg, 0.16 mmol, 1 equiv.) was added to a solution of triflate
compound (236 mg, 0.49 mmol, 3 equiv.) and Cs,COs (107 mg, 0.33 mmol, 2 equiv.) in DMF
(2 mL). The mixture was stirred at room temperature for 24 h then diluted with EtOAc and
H,0. After extraction with ethyl acetate, the combined organic layers were washed with
brine, dried over MgS0,4 and concentrated under reduced pressure. The residue was purified
by silica flash chromatography with CH,Cl,/MeOH (9/1) as eluent to afford the compound
154 (70 mg, 84% yield) as a yellow oil.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.27 (d, J = 1.2, 1H, H17), 7.18 (d, J = 1.0, 1H, Hyg), 5.27 (t, *Jurs =
15.1, 2H, Hi,), 4.83 (t, *Jyer = 12.6, 2H, Hys)

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6§ 129.0, 126.8, 50.1, 48.1.

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 122.4, 119.8, 117.3,114.8t,113.0t, 110.1t, 68.25 t, 31.0

%F NMR (471 MHz, CDCl5) & -73.9 (s, CF3), -116.85 (p, *Jeons = 12.5 Hz, F5), -119.3 (p, *Jrop12 =
11.7 Hz,F14), -124.9 (s, F9)

2,2,3,3,4,4-Hexafluoro-5-(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)pentylazide (142)

Chemical Formula: CgHgFgNgO,

“N<C FEFEF 3
15&”&)%&“3 1 Molecular Weight: 332,16
16 11 gF g 4 °N-

8
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Sodium azide (60 mg, 0.93 mmol, 3 equiv.) was added to a solution of triflate compound 154
(136 mg, 0.31 mmol, 1 equiv.) in DMF. The mixture was stirred for 10 h at room temperature
then diluted with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). The combined organic layers were washed
with brine, dried over MgS0, and concentrated under reduced pressure. The residue was
used without more purification. (99 mg, 97% yield)

Rf: 0.76 (CH,Cl,/MeOH 95/5)

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.24 (d, J = 1.2 Hz, 1H, Hyg), 7.19 (d, J = 0.9 Hz, 1H, Hys), 5.25 (t,
3Jur10 = 15.2 Hz, 2H, H11), 3.79 (t, *Jues = 14.9 Hz, 2H, Ha)

13 NMR (126 MHz, CDCl5) 6 162.7, 129.0, 126.8, 50.05 (t, J = 19.1 Hz), 48.11 (t, J = 22.4 Hz),
36.6,31.6

F NMR (471 MHz, CDCl3) & -116.95(s, F1o), -125.27 (s, Fs)

3-((1-(2,2,3,3,4,4-Hexafluoro-5-(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)pentyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)methyl)-1,2-oxathiane 2,2-dioxide (134)

1
N 22 NO; g 0, 0-6
24 </ F F F F 10 N o;sz Chemical Formula: C;5HgFgNgO5S
N= 5  Molecular Weight: 506,38
20 18 N /8
13 11 7

Azide compound 142 (30 mg, 0.09 mmol, 1 equiv.) in dioxane (1 mL) was added to a solution
of propargylic sultone compound 90 (16 mg, 0.09 mmol, 1 equiv.), Cul (2 mg, 0.01 mmol, 0.1
equiv.), DIPEA (2 uL, 0.01 mmol, 0.1 equiv.), in dioxane (1 mL). The mixture was stirred at
room temperature for 48 h then diluted with EtOAc (5 mL) and H,0 (2 mL). After extraction
with ethyl acetate and the combined organic layers were washed with brine, dried over
MgS0O, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica flash
chromatography with CH,Cl,/MeOH (99.5/0.5) as eluent to afford the compound 134 (46
mg, 66% yield) as a fluffly white solid.

Rf: 0.82 (CH,Cl,/MeOH 95/5)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & = 7.67 (s, 1H, H1,), 7.24 (d, J = 1.2, 1H, Hys), 7.16 (d, 1H, J = 1.2,
Hy4), 5.27 (t, 2Jyezs = 15.1, 2H, Hayg), 5.05 (td, J = 15.1, 4.3 Hz, 2H, Hy3), 4.57 (td, J = 11.1, 3.0
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Hz, 1H, Hg), 4.52 — 4.46 (m, 1H, He), 3.56 — 3.48 (m, 1H, Hs), 3.45 (dd, J = 15.2, 5.9 Hz, 1H, H;),
3.07 (dd, J = 15.1, 7.5 Hz, 1H, H;), 2.28 (dd, J = 14.1, 2.9 Hz, 1H), 2.09 — 1.99 (m, 1H, Hs), 1.98
—1.83 (m, 1H, Hs), 1.60 (s, 2H, Hy)

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 143.7, 129.1, 126.9, 124.4, 74.1, 59.0, 49.5 (m), 48.0 t, 31.1,
28.7,25.1,24.0

F NMR (471 MHz, CDCl3) & -116.2 (2F) -116.6, (2F), -125.0 (2F)

HRMS: calcd for Cy5H17NgOsSFs: 507.0885 [M+H]"; found 507.0890 [M+H]*

Trifluoromethanesulfonic acid 2,2,3,3-tetrafluoro-1,5-butanediyl ester (151)

F o] F F
7 >‘\ /. 5 o Chemical Formula: CgH4F1(0¢S-
s __F Molecular Weight: 426,21

Compound 151 was synthesized from the same procedure as 150 to afford compound 151
(1.1 g, 76% yield).

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 4.64 (ddd, *Jur = 13.6, *Jyr = 8.5, “Ju = 4.9 Hz, 4H, H, 5)

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 122.4, 117.3, 67.8 (m)

F NMR (471 MHz, CDCl3) 6 -74.0 (s, F7), -120.5 (s, Fg 10)

2,2,3,3-Tetrafluoro-4-(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)butyl trifluoromethanesulfonate (154)

)\N%d‘ o) Chemical Formula: CgHgF;N3;05S
N .

15\ __J 6 5~ °S_2F Molecular Weight: 389,20

— F /)

14 15 of o 17:<|= 3

Compound 154 was synthesized from the same procedure as 153 to afford 154 (364 mg,
91% vyield) as a yellow oil.

'H NMR (500 MHz, CDCl) 6 7.26 (d, J = 0.9 Hz, 1H, Hys), 7.17 (d, J = 0.9 Hz, 1H, Hy,), 5.27 (t,
3Jure = 15.1 Hz, 2H, Hig), 4.84 (t, *Jyer= 12.6 Hz, 2H, Hs)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl3) 6 207.2,121.7,119.6, 117.5, 115.4,113.3,67.8, 31.1, 31.1

E NMR (471 MHz, CDCl5) & -73.89 (s, Fs), -117.29, -120.50
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HRMS: calcd for CgH;7N305SF,389.9995 [M+H]" ; found 389.9997

1-(3-Azido-2,2,3,3-tetrafluorobutyl)-2-nitro-1H-imidazole (141)

O,N 6

1140 9 R F

N” NN N 2 Chemical Formula: C;H¢F4NgO
12 5 . 7HeF4NgO2

\—=/ 4 NI .7 Molecular Weight: 282,16

13 14 8

Compound 141 was synthesized from the same procedure as 142 to afford compound 141
(99 % yield).

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.22 (d, J = 1.2 Hz, 1H, Hi3), 7.18 (d, J = 0.9 Hz, 1H, H14), 5.24 (t,
3Jurs = 15.1 Hz, 2H, He), 3.79 (t, *Jurs = 14.6 Hz, 2H, Hy)

3C NMR (126 MHz, CD;CN) & 141.5; 129.4, 126.8, 112.5-112.3 (m), 58.7-58-1 (m), 50.2-49.6
(m)

FE NMR (471 MHz, CDCl3) § -117.29, -120.50

3-((1-(2,2,3,3-Tetrafluoro-4-(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)butyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-

1,2-oxathiane 2,2-dioxide (133)

Chemical Formula: C44H,cF4NgO5S
Molecular Weight: 456,37

Compound 133 was synthesized from the same procedure as 134 to afford compound 133
(62 % vyield).

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.65 (s, 1H), 7.24 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 7.16 (s, 1H), 5.21 (td, J =
15.1, 3.3 Hz, 2H), 5.04 (t, J = 14.6 Hz, 3H), 4.57 (td, J = 11.1, 3.0 Hz, 1H), 4.52 — 4.46 (m, 1H),

216



Experimental Part : Chapter 1

3.56 —3.48 (m, 1H), 3.45 (dd, J = 15.2, 5.9 Hz, 1H), 3.07 (dd, J = 15.1, 7.5 Hz, 1H), 2.28 (dd, J =
14.1, 2.9 Hz, 1H), 2.09 — 1.99 (m, 1H), 1.98 — 1.83 (m, 3H), 1.60 (s, 2H), 1.24 (dd, J = 9.2, 4.9
Hz, 1H)

3C NMR (126 MHz, CDCl;) & 143.8, 129.0, 126.8, 124.4, 77.4, 74.1, 59.1, 48.57 (d, J = 24.1
Hz), 47.50 — 46.83 (m), 28.7, 25.2, 24.0.

F NMR (471 MHz, CDCl3) & -124.85 (t, *Jur = 13.1 Hz, F1s517).

7-Fluorohept-1-yne-4-sulfonate tetrabutylammonium (163)

a

/\S(o\\\ \H /_la/ Chemical Formula: C;H,,FO5S"
= /_/7\ Molecular Weight: 193,22

TBAF (1M in THF, 320 uL, 0.28 mmol, 1.1 equiv.) was added to solution of propargylic
sultone (50 mg, 0.31 mmol, 1 equiv.) in anhydrous MeCN (0.5 mL). The mixture was stirred
at 90°C for 5 h then concentrated under reduced pressure to afford the title compound as
colorless oil (113 mg, 90% yield).

'H NMR (500 MHz, CD5CN) & 4.37-4.52 (m, 2H, H-), 3.14-3.19 (m, 8H, Hg), 2.83 (dt, J = 16.9,
3.0 Hz, 2H, Ha), 2.51-2.60 (m, 2H, H3), 2.24-2.34 (m, 3H, Hy 5), 1.85-1.94 (m, 2H, He), 1.58-1.66
(m, 8H, H), 1.32-1.42 (m, 8H, Hp), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 12H, H,)

.95 (t,J=5.7 Hz 6H), 3.08 (t, J = 5.7 Hz, 6H)

13¢ NMR (126 MHz, CD5CN) 6 85.0, 83.4, 75.4, 72.9, 59.4, 28.8, 28.3, 26.5, 24.1, 20.1, 13.6

E NMR (471 MHz, CDsCN) & -218.6 (tt, J = 47,5, 25.3 Hz)

HRMS: calcd for C;H1g03SF4 193.0335 [M-H] found: 193.0342

Analytical HPLC : tg = 12.5 min (MeCN/NH;0Ac (10 mM in H,0) 2/98)

LCMS : tr = 5.36 min ; MS (ES*) 242 [TBA]"; (ES) 193.15 [M-H]
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4,6,11-Trioxa-1-aza-5-borabicyclo[3.3.3]Jundecane (175)

1,8,
O Chemical Formula: CgH,,BNO;
Molecular Weight: 156,98

N

Boric acid (0.49 g, 7.9 mmol, 1.1 equiv.) was added to a solution of triethanolamine (TEA)
(1.12 g, 7.53 mmol, 1 equiv.) in ethanol (30 mL). The mixture was stirred at rt for 20 h. The
solvent was removed under reduced pressure and the residue was crystallized in ethanol to
afford white solid 175 (860 mg, 90% yield).

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 3.95 (t, /5.1 = 5.7 Hz, 6H, H1), 3.08 (t, *J 5.1 = 5.7 Hz, 6H, H,)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 62.04, 59.3

1B NMR (160 MHz, CDCl;) & 14.9

Spectroscopic data in accordance with Taylor et al3*°

4,6,11-Trioxa-1-aza-5-fluoroborabicyclo[3.3.3]Jundecane (201)

of
0-E.

1 OO0 Chemical Formula: CgH,3BFNO,
2 ﬁ/J Molecular Weight: 176,98

/

H

Potassium fluoride (37 mg, 0.7mmol, 1 equiv.) and chlorhydric acid (100 mM, 6 L, 1 equiv.)
were added to a solution of boratrane 175 (105 mg, 0.67 mmol, 1 equiv.) in H,O (1 mL). The
mixture was stirred at rt for 24 h. The solvent was removed by lyophilization to afford
colorless crystals of title compound 201 (115 mg, 97% vyield).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg,) & 3.77 (t, *J 2.1 = 5.2 Hz, 6H, H1), 3.30 (dd, */ ,.; = 9.9, 4.8 Hz,
6H, H,)

3¢ NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 55.3, 55.2

1B NMR (128 MHz, DMSO-dg) 6 -1.31;

E NMR (376 MHz, DMSO-dg) & -148.2.
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Tert-butyl N-[2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl]carbamate (182)

Leblond, et al. 2007, Bioconjugate Chem. 18(2), p484-493

OH
1 o 7 Chemical Formula: CgH,;NO,
HO L J< Molecular Weight: 191,22
3 N'50%
2 H
4

Di-tert-butylcarbonate (680 mg, 2.3 mmol, 1.2 equiv.) was added to a solution of 2-
aminopropane-1,3-diol 180 (375 mg, 1.9 mmol, 1 equiv.) in EtOH (150 mL). The reaction
mixture was stirred at room temperature for 10 h then concentrated under vacuum. The
crude product was purified by recristallization in heptane. The desired product (0.5 g, 40 %
yield) was obtained as a white solid.

’H NMR (400 MHz, CDCl5) 5.34 (d, 1H, J = 6.6 Hz, Ha), 3.67-3.83 (m, 5H, H,3), 1.45 (s, 9H, Hg)
3¢ NMR (126 MHz, CDCl3) 156.1, 80.0, 63.5, 53.3, 28.4

IR (cm-1): 3192 (NH), 1680 (C=0).

2-((Tert-butoxycarbonyl)amino)-3-hydroxypropyl 3-phenylpropanoate (183)

8
9 OH
g 4 3 o J<12 Chemical Formula: C;7H,5NO5
6 ° NH, 307 Molecular Weight: 323,38
5 2 1 7710
o

TMEDA (680 mg, 2.3 mmol, 1.0 equiv.) and N-methylimisazole were added to a solution of
tert-butyl N-[2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl]carbamate 182 (375 mg, 1.9 mmol, 1.0
equiv.) in CH,Cl, (20 mL) was added. The mixture was stirred at 0 °C for 5 min followed by
addition of hydrocynamoyl chloride (660 mg, 2.5 mmol, 0.9 equiv.). The reaction mixture
was stirred at 0 °C for 2 h then extracted with dichloromethane. The combined organic
layers were washed with brine dried over MgSQ,4, and concentrated under vacuum. The
crude product was purified by silica flash chromatography with pentane/EtOAc (7/3) as

eluent. The title compound 183 (0.5 g, 40 % yield) was obtained as a white solid.
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'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.40 — 7.18 (m, 5H, H7gs), 4.95 (s, J = 6.8 Hz, 1H, OH), 4.23 (d, J =
5.3 Hz, 2H, H,), 3.88 (s, 1H, H1), 3.65 — 3.48 (m, 2H, H3), 3.01 (t, J = 7.6 Hz, 2H, Hs), 2.81 — 2.63
(m, 2H, Ha), 1.50 (s, 9H, H1,).

*C NMR (101 MHz, CDCl5) § 173.4, 155.9, 140.3, 79.9, 63.0, 61.8, 51.1, 35.8, 30.9, 28.5.

1-[Bis(2-hydroxyethyl)amino]-3-chloro-2-propanol (187)

OH
6
; OH Chemical Formula: C;H;¢CINO,
HO/\/Ni)\/CI Molecular Weight: 197,66
5 8
2 4 7

Epichlorhydrin (2.56 mL, 26.78 mmol, 1.0 equiv.) was added to a cooled (0 °C) solution of
diethanolamine 181 (2.47 g, 26.8 mmol, 1.0 equiv.) in CHCI3; (100 mL). The mixture was
stirred at room temperature for 24 h then concentrated under vacuum. The desired product
187 (4.47 g, 84 % yield) was obtained as a colorless oil and was used without purification.

R¢= 0.49 (CH,Cl,/pentane/MeOH 68/15/17)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 4.86 (s, 3H, How), 3.90 (quint, 1H, Hs), 3.65 (ddd, J = 11.7, 9.3, 2.5
Hz, 2H, H7), 3.50 (ddd, J = 11.9, 7.9, 4.4 Hz, 4H, Hs, H;), 2.70 (ddd, J = 12.9, 9.2, 3.4 Hz, 2H,
Hy4), 2.57 (dd, J = 13.3, 9.6 Hz, 1H, Hy4), 2.49 — 2.40 (m, 4H, H,)

13¢ NMR (126 MHz, CDCl5) 6 68.7, 59.6, 59.0, 57.4, 47.00

HRMS: calcd for C;H3;NO3>°Cl: 198.0901 [M+H]" ; found 198.0901

IR (cm™): 3330 v(OH), 700 v(C-Cl).

LCMS: tg =0.50 min ; MS (ES") 198.30 (M+H)*

220



Experimental Part : Radiochemistry

1-[Bis(2-hydroxyethyl)amino]-3-amino-2-propanol (189)

5
HO™™  OH _
6 N NH, Chemical Formula: C7HgN;03
HO7 >4 % ? Molecular Weight: 178,23

The chlorinated compound 187 (2.60 g, 13.19 mmol, 1 equiv.) was dissolved in aqueous
ammonia (28%, 125 mL, excess) and stirred at reflux 48 h. The mixture was then triturated
with acetone, concentrated under vacuum and purified on gel chromatography using CH,Cl,/
pentane/MeOH/ NH,OH (68/15/15/2) as eluent to afford 189 as a colorless oil (4.47 g, 84 %
yield).

R¢= 0.69 (CH,Cl,/pentane/MeOH/NH;0H 68:15:15:2)

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 3.78 (quint, 1H, Hs), 3.45 (t, 4H,H-), 2.94 (dd, J = 12.6, 4.5 Hz,
1H, Ha), 2.71 (dd, J = 12.5, 7.1 Hz, 1H, Hs’), 2.56 (d, J = 5.4 Hz, 6H, H, )

3¢ NMR (126 MHz, DMSO-d6) 6 69.9, 68.4, 64.5,57.9, 44.0

HRMS: calcd C;H15N,05 179.1400 [M+H]*; found 179.1396

LCMS: tg =0.50 min; MS (ES') 179.52 (M+H)*

IR (cm™): 3331 v(OH), 2883 v(CH,), 1025 v(C-0)

1-[Bis(2-hydroxyethyl)amino]-3-(bis-benzyl)amino-2-propanol (191)

9
> 8
HO™™  OH (5

10 N N Chemical Formula: C;1H3oN,03
HO71>"1 >34 Molecular Weight: 358,47
_
AN

Benzyl chloride (4.82 mL, 41.6 mmol, 2 equiv.) was added to a solution of 189 (3.7 g, 20.8
mmol, 1 equiv.) in EtOH (130 mL) and potassium carbonate (8.62 g, 62.4 mmol, 3 equiv.).
The mixture was stirred at reflux for 24 h then filtrated and concentrated under vacuum. The
residue was purified by silica flash chromatography with solid deposit
(heptane/CH,Cl,/MeOH/NH40OH gradient from 0/1/0/0 up to0:15/68/15/2). The compound
191 was obtained as a light yellow oil (4.3 g, 57% vyield).

Rs: 0.41 (CH,Cly/pentan/MeOH/NH4OH 74:17:8:1).
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'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.33 — 7.19 (m, 10H, 75), 3.80 (quint, 1H,Hs), 3.71 (d, J =
13.5 Hz, 4H, He), 3.56 (ddd, J = 11.4, 8.2, 3.0 Hz, 2H, Ha), 3.47 (t, J = 3.4 Hz, 2H, Hy1), 3.45 (t, J
= 3.4 Hz, 2H, Hy1), 2.67 (m, 2H, H,), 2.44 (m, 2H,Hxo), 2.37 (dd, J = 16.2, 6.9 Hz, 2H, Hyo)

3C NMR (126 MHz, CDCl;) 6 138.5, 129.2, 128.6, 127.5, 72.2, 59.5, 58.8, 57.7, 57.3

IR (cm™): v(O-H) = 3330 ; 735 ; §(C-H) = 697

LCMS: tg = 3.89 min; MS (ES’) 359.50 (M+H)"

3-Methylenbisbenzylamine-4,6,11-trioxa-1-aza-5-borabicyclo-[3.3.3]undecane (192)

9
1,08 o) 6 °©
) ( N 7 Chemical Formula: C»4H,7BN,03
N‘/‘?K/ Molecular Weight: 366,26
2 % \
N

Compound 192 was synthesized as the same procedure for 175 and to afford 192 as a beige
solid. (98% yield)

Mp: 58.7 °C.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.27 (s, 4H, H5), 7.25 (s, 4H, Hg), 7.22 (s, 2H, Hg), 4.07 (q, J = 7.1
Hz, 4H, Hs), 3.81 (m, 1H, Hs), 3.68 (d, J = 13.7 Hz, 2H, H,), 3.46 (m, 4H, H;), 2.65 (ddd, J = 12.4,
7.2,2.5Hz, 2H, Hy), 2.45 (m, 2H, H,), 2.34 (ddd, J = 22.7, 13.2, 7.0 Hz, H,).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 139.8, 138.75, 129.1, 128.5, 128.4, 127.4, 127.1, 66.3, 60.0,
59.7,59.6,58.9,57.6 57.4

B NMR (160 MHz, CDCl3) & 14.51

IR (cm™): 3330 v(O-H), 1072 v(C-0), 770 (Car-H), 697 &(C-H)
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3-Methylenbisbenzylamine-4,6,11-trioxa-1-aza-5-fluoroborabicyclo-[3.3.3]Jundecane (202)

E 9

30
( 7 Chemical Formula: CyH,gBFN,O;
2 s _y\/N .
N p Molecular Weight: 386,27
]

H z
N

\

Potassium fluoride (35 g, 0.6 mmol, 1.1 equiv.) was added to a solution of 192 (195 mg, 0.55
mmol, 1 equiv.) in H,0, then triflic acid (100 mM, 5 uL, 0.55mmol) was added. The mixture
was stirred at room temperature for 24 h then lyophilized under vacuum. The compound
202 was obtained as a white solid (211 mg, 98% Yield).

Rf: 0.12 (MeCN/TFA (15 mM in H,0) 25/75)

Mp: 94.7 °C.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.22 (m, 10H, He,7s), 3.65 (td, J = 13.7, 6.9 Hz, 4H, H,), 3.52 (dd, J
=9.1, 3.7 Hz, 2H, Hy1), 3.45 (dd, J = 15.8, 8.4 Hz, 2H, H1), 2.63 (ddd, J = 12.4, 9.0, 3.8 Hz, 2H,
H11), 2.45 (m, 2H, Hag), 2.38 (dt, J = 7.9, 4.6 Hz, 2H, Hsg), 2.31 (d, J = 9.1 Hz, 2H, He).

3 NMR (126 MHz, CDCl5) 6 132.2, 130.7, 130.2, 123.2, 120.6, 61.9, 59.4, 57.1, 56.9, 55.8

B NMR (160 MHz, CDCl5) & -1.2.

F NMR (376.5 MHz, CDCl5) 6 -151.9.

IR (cm™): v(C-N) = 1240 ; v(C-N) = 1170 ; v(C-O) = 1024 ; §(C-H) = 635.
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Radiochemistry

Radioisotope production
[*®F]Fluoride was produced via the 18O(p,n)lsF nuclear reaction by irradiation of a 80.
enriched water with a 18-MeV proton beam from an IBA Cyclone® 18/9 cyclotron. At the end
of bombardment, [*®F]fluoride was transferred to the target vial and the initial activity was
measured. For small radioactivities, radiosyntheses were performed under fume hood
equipped with 5 cm lead-shieded wall and lead-shielded glass screens. Starting radioactivity
of [*®F]fluoride was less than 10 mCi (370 MBq). For higher radioactivity, radiosynthesis were

performed in hot cell using an automatic apparatus TRACERIab FXFN, starting radioactivity

was up to 1 Ci (37 GBq).

Figure 110 : Photos of: (left) fumehood with lead-shieded wall (right) hot cell

Mesure of radioactivity

Radioactivity mesurement was carried out with a Capintec R15C

Radiofluorination of sultone with small radioactivity
The [*®F]fluoride was trapped on a Sep-Pak® Light QMA and eluted with a mixture of
potassium carbonate/Kryptofix 222 (1.76 mg/10.5 mg) in water/acetonitrile (350 uL/600 uL).

The water was removed azeotropically with MeCN (2 x 1 mL) under a steam of nitrogen
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affording dried [18F]KF/K222 complex. Then a solution of starting sultone in MeCN (5 mg/ 1
mL) was added to the sealed reaction vial containing between 0.5 mCi (18.5 MBq) and 1 mCi
(37 MBq) of [*®F]KF/K22> complex. The mixture was heated at 110°C for 15 min the cooled for
HPLC and radioTLC analysis.

Radiofluorination of sultone with high radioactivity

The fully automated synthesis on TRACERlab FXFN module for the preparation of
[*®F]radiotracer are depicted in Table 1. The [**F]fluoride was trapped on a Sep-Pak® Light
QMA and eluted with a mixture of potassium carbonate/Kryptofix 2.2.2 (1.76 mg/10.5 mg) in
water/acetonitrile (350 uL/450 pL, vial 1). The [*®F]KF/Ky2, complex was collected into the
reactor. The [18F]KF/K222 complex was dried at 90 °C for 5 min and acetonitrile (500 pl, vial 2)
was added, was dried finally at 90 °C for 90 s under reduced pressure. The reactor was
cooled down to 40°C and precursor sultone in acetonitrile (5.2 mg in 1.2 ml, vial 3) was
added, then the fluorination reaction takes place at 110 °C in the closed reactor for 15 min.
After cooling to 40 °C, water was added (2 mL, vial 5, 2 mL vial 6) and the mixture was
injected into semi-preparative HPLC. The [*®F]radiotracer was isolated by reverse phase

semi-preparative high-performance liquid chromatography (HPLC Waters Xterra RP18, 10

um, 10x250 mm; mobile phase: water/ethanol, 9:1; flow rate, 3 ml/min ; A=280 nm).

ez
@ TRACERIab FXFn ) —

PRODUCT VIAL

Table 1. Preparation of reagents and materials for the GE TRACERIab™ FX F-N synthesis module

Vial Contents Quantitites
1 KzCOg/Kzzz/HzO/CHgCN 176mg/105mg/350uL/400uL
2 Acetonitrile 500 plL
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3 Precursor in acetonitrile 5.2mg/1.2mL
4 Empty vial X

5 H,O 2mL

6 H,O 2mL

Analytical HPLC
The isolated [*®F]-radiotracer aliquot was injected onto analytical reverse phase HPLC
Macherey Nagel NUCLEODUR® C18 Pyramid 5 um, 4.6 mm x 250 mm. A = 316 nm ; flow rate

0.7 mL/min. All radiotracers have demonstrated a radiochemical purity superior at 97.7%.
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Table with HPLC analytical conditions

HPLC eluent Retention time Conversion®
[*®F]radiotraceur (MeCN/NH;OAc (10 mM in .
(min) (%)
H,0))
NO,
7NN Qé/O
N N% 10/90 12.5 70
18F
NO, o
P VO 5"
N ) NN o 10/90 14.5 70
# 18
NO, o
FNTNN -0
N N= o 10/90 16.8 90
18F
NO,
N)\N/\N A\ %,,0
) Ny o 20/80 11.4 55
18F
NN P
d N-N o 20/80 9.6 80
18F
NO KV
s\ -
”#m 20/80 16.3 73
QN
18F
mmF 8/92 12.5 98

0=
o

4calculated by radioTLC
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Résumé

Les travaux de thése ont porté sur le développement de deux plateformes de radiomarquage
polyvalentes pour faciliter I'incorporation du fluor-18, un isotope de choix pour I'imagerie TEP
(Tomographie par Emission de Positons). La premiére plateforme comporte une structure
sultone conduisant a un [**F]fluorosulfonate par ouverture du cycle avec le [**F]fluorure. Celle-ci
a été valorisée par le couplage avec des ligands 2-nitroimidazoliques pour former un agent
d’imagerie TEP spécifique de I’hypoxie. Une série de dérivés caractérisés par des propriétés
d’hydrophilie différentes a été synthétisée afin de comparer leur efficacité en imagerie. Parmi
ces dérivés, le [18F]FLUSONIM a révélé dans différents modeles précliniques tumoraux
(rhabdomyosarcome, tumeurs cérébrales et mélanome) des ratios tumeur sur bruit de fond
inégalés jusqu’a présent, et ce a des temps tres précoces post-injection. La deuxieme plateforme
est de nature boratrane. Celle-ci est capable de réagir avec le [*®F]fluorure en milieu
physiologique pour former un [*®F]monofluoroborate zwitterionique facile a séparer du

précurseur boratrane.

Mots clés : fluor-18, Tomographie par émission de positons, imagerie médicale, radiochimie,

radiofluoration, sultone, fluorosulfonate, [**F]FMISO, boratrane, hypoxie

Abstract

This work focused on the development of versatile platforms for fluorine-18 labelling. The first
platform contained a sultone moiety which was converted to [‘°F]fluorosulfonate by ring
opening with [‘®F]fluoride. The sultone was coupled to 2-nitroimidazolyl ligands to obtain
radiotracers for hypoxia PET imaging. A series of compounds were synthesized in order to
compare their performance in PET imaging. Among them, [‘*F]FLUSONIM displayed high
tumor/background ratios after a short delay post-injection on different animal models
(rabdomyosarcoma, glioblastoma and melanoma). The second platform was based on a
boratrane structure, that was able to captur [18F]fluoride in aqueous medium to form

. . . 18
zwiterionic ["FJmonofluoroborate.
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