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Avant-propos

Ce doctorat a été réalisé du 12 octobre 2020 au 31 décembre 2023 au sein de ’équipe
Développement de Radiopharmaceutiques et d’agents d’Imagerie (DRIM) du Laboratoire
d’imagerie BIOmédicale MultimodAle Paris-Saclay (BioMaps, UMR CEA-INSERM-Paris-
Saclay) au Service Hospitalier Frédéric Joliot (SHFJ) a Orsay. Le SHFJ est un des
Départements de I’institut Joliot, lui-méme rattaché a la Direction de la Recherche
Fondamentale (DRF) du Commissariat a 1’Energie Atomique et aux énergies alternatives
(CEA). Il s’agit d’un centre d’imageriec médicale installé sur le site hospitalier d’Orsay. Le SHFJ
assure a la fois le réle de service de médecine nucléaire de I’hopital d’Orsay et de laboratoire
de recherche et développement dans les domaines de 1’imagerie en oncologie et en neurologie,

des systémes d’instrumentation et de la radiochimie.

Les méthodes d’imagerie médicale ont pour objectif d’obtenir des informations anatomiques
ou fonctionnelles dans le but d’établir un diagnostic, effectuer un suivi thérapeutique ou bien
étudier des processus biologiques. Il existe plusieurs modalités d’imagerie qui possédent une
complémentarité quant a I’information qu’elles permettent d’obtenir. Les travaux présentés ici
portent en particulier sur la tomographie par émission de positons (TEP), une technique
d’imagerie moléculaire fonctionnelle employée en médecine nucléaire. Elle permet
I’observation et la quantification de radiotraceurs, des composés radioactifs marqués avec un
atome émetteur de positons comme le carbone-11 ou le fluor-18. Cette modalité d’imagerie est
trés utilisée en oncologie, notamment grace au [*®F]FDG ([*®F]Fluorodésoxyglucose), un
analogue du glucose permettant la visualisation des tumeurs. Cependant, cette technique
d’imagerie est limitée par le nombre restreint de traceurs disponibles, ne permettant pas de
différencier les différents types de tumeurs selon leurs spécificités. C’est pourquoi la médecine
du futur s’oriente vers le développement de radiotraceurs plus spécifiques, ciblant des
biomarqueurs oncologiques caractéristiques, dans le but d’améliorer la compréhension des
mécanismes physiopathologiques du cancer mais aussi pour soutenir le développement de
nouvelles thérapies. Dans ce contexte, mes travaux de thése ont consisté a développer de
nouveaux radiotraceurs pour 1’imagerie TEP in vivo de biomarqueurs dérégulés perturbant le
cycle cellulaire en oncologie. Il s’agit des protéines p53, FAK et SK1 qui participent a la
prolifération incontrélée des cellules tumorales ou qui peuvent étre des marqueurs d’agressivité

ou de mauvais pronostic.



Avant-propos

Ce manuscrit est composé de quatre chapitres. La premiére partie introduit le contexte
scientifique des travaux réalisés et constitue un état de I’art des techniques radiochimiques
disponibles et en lien avec le sujet de these. Elle traite notamment des différentes modalités
d’imagerie médicale, avec une attention particuliére donnée a la tomographie par émission de
positons. Elle présente également la radiochimie du fluor-18 et du carbone-11 ainsi que les
cibles pharmacologiques étudiées durant ces travaux de thése. La deuxiéme partie présente les
résultats de recherches obtenus concernant les cibles étudiées, les traceurs développés et leur
marquage au carbone-11 ou au fluor-18 ainsi que leur évaluation biologique in vitro. La
troisieme partie, légérement a la marge du reste des travaux de thése, présente un projet annexe
portant sur I’imageriec TEP de la démyélinisation dans un contexte de maladie
neurodégénérative, qui avait ét¢ commencé lors d’un précédent stage et qui méritait d’étre
approfondie. Enfin, la quatriéme partie décrit les protocoles expérimentaux de synthese
organique, de radiochimie ainsi que d’évaluations biologiques qui ont ét¢ menées tout au long
de ces travaux. Cette derniére partie a volontairement été rédigée en anglais afin de faciliter sa
diffusion. Des sections dédiées aux références, aux formations et productions scientifiques

effectuées viennent compléter ce manuscrit.
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Introduction générale

I. Le cancer : ’un des plus grands défis santé du XXIéme siecle

Présentation générale

Le cancer est un terme générique regroupant toutes les maladies provoquées par la
transformation de cellules qui deviennent anormales et proliferent de facon excessive et
rpcontrolée. Ces cellules déréglées finissent par former une masse que 1’on nomme tumeur
maligne. Ces cellules ont tendance a envahir les tissus voisins et a se détacher de la tumeur.
Elles vont alors migrer par les vaisseaux sanguins et les vaisseaux lymphatiques pour aller
former d’autres tumeurs que I’on nomme métastases. En se développant de fagon anarchique,
les cellules cancéreuses envahissent et détruisent les tissus qui les entourent et peuvent devenir
un réel danger pour la survie du patient. L’OMS a défini le stade tumoral (ou niveau d’extension
tumoral) qui établit un score en fonction du développement du cancer. Il prend en compte la
taille de la tumeur, I’existence éventuelle de métastases et leur distance par rapport a la tumeur
primitive. Ces données, déterminées grace a des techniques d’imagerie ou par chirurgie,
permettent de planifier et d’anticiper 1’effet des traitements ainsi que de prévoir 1’évolution de
la maladie. Le cancer est la premiere cause de mortalité prématurée en France devant les
maladies cardiovasculaires et représente un frein majeur a ’augmentation de 1’espérance de
vie.! D’aprés les statistiques de 1’OMS, plus de 19 millions de cas de cancers ont été détectés
dans le monde et plus de 9 millions de personnes sont décédées a cause d’une maladie en lien
avec le cancer en 2020.2 Le nombre de cancers a significativement augmenté durant les
derniéres années (Figure 1).® Cette tendance va se maintenir et le nombre estimé de cancers

dans le monde atteindra 30,2 millions en 2040.*
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Figure 1: Cas de cancers (hors mélanome) relevés chez I’homme et la femme entre 1975 et 2015 aux
Etats-Unis®

Complexité de la maladie : des cancers différents et hétérogenes
12

Le cancer est une maladie complexe qui peut résulter de nombreux facteurs et mécanismes. Les
causes du cancer peuvent étre divisées en deux grandes catégories : les facteurs génétiques et
les facteurs environnementaux. Les facteurs génétiques comprennent le patrimoine génétique
intrinseéque a 1’individu, favorisant le développement de tumeur, c’est souvent un caractere
héréditaire. Les facteurs environnementaux quant a eux, peuvent étre dus a 1I’exposition a des
agents altérants I’ADN ou bien liés au vieillissement des génes au cours de la vie. Les facteurs
environnementaux comprennent des éléments tels que I'exposition a des substances toxiques,

comme le tabac ou les radiations ionisantes par exemple.

En d’autres termes, tous ces facteurs vont induire des mutations ou des dommages cellulaires
entrainant le développement et la prolifération anormale des cellules. Les mutations génétiques
jouent un réle clé dans la formation du cancer. Ces altérations peuvent conduire a la croissance
incontr6lée des cellules, a leur résistance a la mort cellulaire programmée (apoptose) et a
développer leur capacité a envahir les tissus environnants. Il est également important de noter
une caractéristique des cellules tumorales liée a ces dérégulations : leur hétérogénéité. Elle fait
référence a la diversité des cellules composant la tumeur. Elles peuvent varier aussi bien sur le
plan génétique, de leurs altérations moléculaires, de leur capacité a proliférer ou bien a résister

aux traitements. L hétérogénéité est observée aussi bien entre différents types de cancer qu’au
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sein d’'une méme tumeur chez un patient donné.

Ainsi, comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents a ces dérégulations cellulaires est
essentiel pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblées qui visent a
rétablir le fonctionnement normal des cellules cancéreuses et a inhiber leur prolifération
anarchique. La recherche continue dans ce domaine et ouvre de nouvelles perspectives pour la
compréhension et le traitement du cancer, avec I'espoir de fournir des options de traitement plus

efficaces et personnalisées aux patients atteints de cette maladie dévastatrice.

Traitements contre le cancer : espoirs et limites

;Y existe différentes stratégies de traitements anticancéreux qui peuvent avoir pour objectifs de
ralentir ou d’arréter la progression tumorale. Le choix de ces stratégies, qui peuvent étre
combinées, dépend du type de cancer et de sa progression, des organes touchés ainsi que du

stade tumoral au moment de la prise en charge.

La chirurgie a pour but de retirer tout ou une partie de la tumeur du patient et représente 6% des
prises en charge de cancer.® C’est un traitement efficace pour les tumeurs solides non-
métastatiques souvent rencontrées dans le cancer du cdlon ou du sein par exemple. La chirurgie
est souvent combinée avec d’autres lignes de traitement, une approche souvent indispensable

pour éradiquer la totalité des tumeurs ou contrdler la progression de la maladie.

Parmi les autres lignes de traitements disponibles contre le cancer, la radiothérapie utilise des
radiations ionisantes dans le but de réduire la taille des tumeurs en endommageant I’ADN des
cellules cancéreuses. Il existe deux types de radiothérapie : externe et interne. La radiothérapie
externe est la plus répandue et consiste en 1’utilisation d’un faisceau de rayons gamma ou X
focalisé sur la zone tumorale du patient tout en protégeant au maximum les tissus sains
environnants.” La radiothérapie interne consiste quant a elle en I’administration d’une substance
radioactive qui a pour but de se fixer a la tumeur. Les rayonnements de haute énergie (alpha,
électrons) émis par la substance (actinium-225 ou astate-211 par exemple) vont alors détruire
les cellules tumorales en épargnant les tissus sains a proximité. Depuis quelques années, on
observe I’émergence de la radiothérapie interne vectorisée qui consiste en 1’utilisation d’un
médicament ou d’un anticorps marqué avec un atome radioactif et qui se fixe spécifiguement a

un marqueur tumoral, permettant ainsi la destruction sélective des cellules cancéreuses.® Ce
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traitement s’avere efficace dans le cas de tumeurs solides et localisées. La radiothérapie externe
est généralement utilisée apres traitement par chirurgie afin d’éviter une reprise de croissance
de la tumeur et est souvent combinée avec une approche par chimiothérapie pour une efficacité

accrue.

L’une des lignes de traitement les plus couramment utilisée (36% des traitements administrés
en 2020) reste aujourd’hui la chimiothérapie qui consiste en I’administration d’un ou plusieurs
composés chimiques toxiques pour éradiquer les tumeurs.> ! Les mécanismes d’action de la
chimiothérapie sont variés et ont pour finalité la mort des cellules cancéreuses ou I’arrét de leur
multiplication en interagissant avec la synthése d’ADN, d’ARN ou encore de protéines
intervenant dans le bon fonctionnement de ces cellules. Malgré son succes, la chimiothérapie
conventionnelle est une approche systémique manquant souvent de spécificité pour les cellules
cancéreuses, avec une forte toxicité pour les cellules saines dans le reste de 1’organisme. Le
développement de thérapies ciblées a donc émergé car ces techniques présentent une grande
specificité pour les cellules tumorales et moins de toxicité envers les cellules saines.
L’immunothérapie peut étre considérée comme une sous-catégorie de thérapie ciblée
permettant de stimuler le systéme immunitaire du corps humain pour aboutir a 1’élimination des
cellules cancéreuses. On peut notamment penser aux inhibiteurs de point de contréle
immunitaire (traitements cibant PD-1 et/ou PD-L1) par exemple. Par ailleurs, un exemple de
thérapie ciblée est ’utilisation du trastuzumab (Herceptin), un anticorps monoclonal humanisé
utilisé chez la femme dans le traitement du cancer du sein précoce ou métastatique.*® Grace a
sa fixation spécifique sur le protéine HER2 des cellules cancéreuses, le trastuzumab active le
systeme immunitaire tout en inhibant la croissance cellulaire tumorale. Ce puissant outil
thérapeutique est tres efficace dans le mélanome (60% de réponse) mais présente néanmoins
quelques limites. En effet, si cette technique offre d’excellents résultats chez certains patients,
elle peut s’avérer totalement inefficace chez d’autres voire toxique. De plus, certains organes
comme le cerveaune contiennent que peu de cellules immunitaires, rendant difficile 1’ utilisation
de ce traitement. On peut également noter 1’accés difficile a cet organe, en effet les anticorps

ne pénetrent pas dans la BHE si celle-ci est intacte.

Par ailleurs, de nouveaux traitements émergent en combinaison avec ceux existants

actuellement. On pourrait citer les traitements métaboliques tels que le régime cétogéne. C’est

une approche alimentaire qui se caractérise par une consommation élevée de graisses et une

forte restriction en glucide. Le régime aurait pour effet de réduire la croissance tumorale en

privant les cellules cancéreuses de glucose. En limitant les glucides, le corps entrerait dans un
6
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état de cétose, ou les graisses sont utilisées pour produire des cétones, carburant alternatif pour
les cellules. Cette transition métabolique pourrait potentiellement affaiblir les cellules
cancéreuses et améliorer I’efficacité des traitements conventionnels cités ci-avant. Il est
important de noter que les recherches sont encore en cours dans ce domaine et que ce traitement
ne doit pas étre considéré comme un substitut mais plutét comme un complément potentiel dans

le cas du suivi d’un traitement de type chimiothérapie par exemple.

Ainsi, de nombreux traitements sont actuellement disponibles, tous possédant des avantages et
des inconvénients. Un des enjeux majeurs de la lutte contre le cancer et de la médecine
personnalisée se situe donc au niveau du choix du traitement le plus adapté a chaque patient.
Le développement de techniques diagnostiques corps entier permettant une détection tumorale
plus précoce et tenant compte de I’hétérogénéité tumorale et des caractéristiques biochimiques

des tumeurs est alors primordial.

4 Diagnostic clinique du cancer

Lors de la suspicion de cancer, le premier diagnostic est souvent clinique (état général,
palpation) et complété par des examens biologiques et d’imagerie. Un bilan sanguin et urinaire
peut permettre de relever la présence possible de marqueurs tumoraux, comme le taux de
Prostate Specific Antigen (PSA) dont la surexpression peut indiquer la présence d’une tumeur
au niveau de la prostate. Enfin, ’'unique moyen de confirmer la présence d’une tumeur et d’en
préciser sa nature reste la biopsie. Un échantillon de tumeur est préleve chez le patient et analysé
par microscopie afin de déterminer la nature de la 1ésion cancéreuse et son degré d’agressivite.
Bien qu’incontournable, la biopsie est un examen tres invasif parfois difficile a réaliser sur
certains organes, comme le cerveau par exemple. Il ne donne qu’un apergu local de la tumeur
et ne permet donc pas de détecter la présence éventuelle de métastases. Enfin, la biopsie ne
préleve qu’une petite partie de la tumeur et ne rend donc pas compte de son hétérogénéité. C’est
pourquoi 1’imagerie médicale tient également une place prépondérante dans le diagnostic

oncologique.
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Imagerie médicale en oncologie

Le terme « imagerie médicale » regroupe un ensemble de techniques qui permettent d’obtenir
des images en temps réel des parties internes du corps a un niveau moléculaire ou anatomique.
Elles permettent d’accéder a des informations sur la localisation, la taille ou encore 1’activité
I‘r%étabolique des tumeurs. Elles permettent aussi de déterminer la présence de biomarqueurs
spécifiques caractérisant par exemple 1’agressivité, la prolifération ou encore la vascularisation
tumorale. Elles sont utilisées pour le diagnostic, pour établir une stratégie thérapeutique mais
aussi pour le suivi du patient tout au long de son traitement. Plusieurs modalités d’imagerie sont

régulierement utilisées en oncologie :

e La tomodensitométrie (TDM) : elle permet I’obtention d’images anatomiques OU
fonctionnelles détaillées du patient grace aux rayons X. Cette technique présente des
avantages comme la rapidité d’acquisition ainsi que la possibilité d’observer différents
organes et régions d’intérét en méme temps. Ses limitations en revanche sont
I’exposition du patient aux rayons X ainsi que 1’utilisation d’agents de contraste pouvant
présenter une certaine toxicité. Enfin, cette technique d’imagerie ne permet pas toujours
d’accéder a des informations fonctionnelles et métaboliques.

e [’imagerie par résonnance magnétique (IRM) qui permet d’obtenir des images (parfois
fonctionnelles) de haute résolution. Elle permet notamment d’obtenir des images
anatomiques des tissus mous comme les organes, les muscles ou encore le cerveau. Dans
environ 30% des cas, I’IRM nécessite 1’utilisation d’un agent de contraste, le plus
souvent un complexe de gadolinium. Modérément colteuse, ’IRM est I'une des
techniques d’imagerie les plus répandues.

e L’échographie, technique se basant sur 1’utilisation d’ondes sonores a haute fréquence
(ultrasons) pour produire des images en temps réel d’organes, tissus et structures
internes du corps. Cette technique est non invasive et n’utilise pas de rayonnements
ionisants. Elle permet d’évaluer les structures en mouvement, comme le flux sanguin
par exemple. Cependant, elle ne permet pas une visualisation de 1’entiereté du corps en
simultané, et offre une résolution moindre suivant 1’accessibilité du tissu a observer.

e [L’imagerie de fluorescence permet I’obtention d’images grace a des sondes
fluorescentes excitées au moyen d’une source lumineuse comme un laser par exemple.
Une application majeure reste 1’assistance opératoire a la chirurgie ou la sonde

fluorescente va guider le praticien pour lui permettre de visualiser avec précision les



Introduction générale

zones a opérer. L.’ imagerie par fluorescence est cependant limitée en profondeur a cause
de I’absorption de la lumiére par les tissus biologiques.

e La scintigraphie ou tomographie par émission monophotonique (TEMP) implique
I’injection d’une substance radioactive appelée radiotraceur émetteur de rayonnement
v. Elle permet 1’étude fonctionnelle de différents organes par la visualisation de la
distribution du radiotraceur dans le corps. Elle posséde une bonne sensibilité et permet
d’obtenir une image tridimensionnelle de différents organes. Elle offre ainsi une grande
polyvalence diagnostique. Cependant, elle possede une résolution spatiale limitée et un
cout relativement €levé par rapport a d’autres modalité d’imagerie.

e La tomographie par émission de positons (TEP) est une technique d’imagerie
moléculaire qui permet de visualiser quantitativement des processus métaboliques ou
des biomarqueurs spécifiques via [I’utilisation de radiotraceurs émetteurs de
rayonnements . Elle posséde une sensibilité élevée permettant I’acquisition d’images
fonctionnelles et métaboliques en temps réel avec une trés haute résolution. Elle permet
¢galement ’acquisition d’image « corps entier » de fagon peu invasive. Cependant,
c’est une technique plutét onéreuse limitée par la faible diversité de radiotraceurs
disponibles. L’imagerie TEP est utilisée en combinaison avec d’autres modalités
d’imagerie comme la TDM ou I’IRM dans le but de « recaler » les images TEP sur une

structure anatomique.

Ainsi, les différentes techniques d’imagerie présentées dans ce paragraphe sont trés souvent
complémentaires les unes aux autres. Chaque technique permet d’accéder a des informations
uniques sur les structures anatomiques ou sur la fonctionnalité et la physiologie d’un organe.
L’utilisation de combinaisons de ces techniques d’imagerie permet d’établir un diagnostic tres
précis, d’évaluer I’étendue des tumeurs ou encore réaliser des suivis de traitement pour pouvoir
prendre les décisions thérapeutiques adaptées. Cette complémentarité joue donc un réle
essentiel dans I’amélioration des soins de santé et la prise en charge des patients. Dans le cas
de I’oncologie, la TEP reste la technique d’imagerie de référence pour le diagnostic clinique

des tumeurs et de leurs métastases
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I1. La tomographie par émission de positons et oncologie
Généralités

L’imagerie TEP est une technique d’imagerie moléculaire corps entier utilisée dans le domaine
de la médecine nucléaire. Elle nécessite I’injection d’une molécule marquée radioactivement
Jfyec un atome emetteur de positons, que I’on appelle radiotraceur. L’imagerie TEP est une
technique extrémement sensible capable de détecter des biomarqueurs a 1’échelle
subnanomolaire.® Réputée de faible résolution spatiale comparée a d’autres techniques comme
I’IRM ou la TDM, la TEP a connu des évolutions technologiques importantes lui permettant
d’atteindre aujourd’hui des résolutions spatiales de 1’ordre de quelques millimetres (en
comparaison I’IRM permet des résolutions spatiales de I’ordre du millimétre en clinique).
Capable de fournir des informations quantitatives grace a 1’étude pharmacocinétique de la
distribution du radiotraceur utilisé, 1’imagerie TEP permet la compréhension de processus

biologiques et la détermination de la concentration de biomarqueurs pathologiques.®

La qualité des images obtenues dépend a la fois des performances de I’imageur, du radiotraceur
utilisé ainsi que de la puissance des outils informatiques permettant la reconstruction de 1I’image
(Figure 2).1* Différents traceurs ont été développés et commercialisés pour une utilisation en
clinique. Le plus utilisé en oncologie reste le [*®F]FDG.?>® Dans le cadre de maladies
neurologiques, ¢’est la [*®FJFDOPA qui est utilisée, notamment pour le diagnostic de la maladie
de Parkinson. Enfin, un autre exemple marquant est le [®®Ga]PSMA-11, utilisé pour le
diagnostic du cancer de la prostate.

. <4——— Cerveau

Lésions tumorales <

e
w, 4— Vessie

Figure 2: Image TEP-TDM corps entier au [*®F]FDG d'un patient atteint de mélanome?!’
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Principe du fonctionnement de I’imagerie TEP

Le fonctionnement de 1’imagerie TEP est basé sur un comportement particulier des positons
émis par ’atome radioactif présent sur le traceur. Le positon (B*) est une particule de masse et
de spin identiques a 1’électron mais de charge opposée. Une fois émis par le radio-isotope, ce

If)fisiton parcourt dans la matiere un chemin dépendant de son énergie cinétique initiale appelé
parcours moyen, une propriété intrinséque a chaque isotope. Une fois que son énergie cinétique
est nulle, le positon va se combiner avec un électron libre du milieu et engendrer le phénomeéne
d’annihilation. Ce phénomene donne lieu a la production de deux photons (y) d’énergie toujours
égale a 511 keV chacun et émis en coincidence a 180° I’'un de I’autre (Figure 3).181°
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Figure 3: Phénoméne d’annihilation et principe de fonctionnement de I'imagerie TEP

Ces deux photons émis en coincidence sont alors détectés simultanément par une couronne de
détecteurs disposée autour du patient lors de I’examen TEP. C’est ce phénomeéne de coincidence
qui confeére a I’imagerie TEP sa trés grande sensibilité comparée aux autres techniques
d’imagerie médicale. Seuls les photons d’énergie 511 keV émis en coincidence et détectés
simultanément par deux détecteurs diamétralement opposés de la caméra seront pris en compte
dans le signal final, limitant trés fortement le bruit pouvant provenir d’autres sources de photons
parasites. Des algorithmes de reconstruction permettent de reconstruire les images TEP a partir
du signal enregistré en localisant la sphére, de rayon variable, dans laquelle la désintégration
s’est produite. C’est de cette approximation que provient la faible résolution de I’imagerie TEP
et qui est due au libre parcours moyen du positon qui représente la distance entre le point
d’intérét ou se trouve réellement le radiotraceur et le point d’annihilation qui est détecté. En

conséquences, plus I’énergie du positon, dépendant des caractéristiques intrinséques de chaque

11
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radio-isotope, est élevée, plus ce parcours moyen sera long et plus la résolution spatiale sera
faible.

Radio-isotopes émetteurs de positons utilisés en TEP

Caractéristiques des différents radio-isotopes

De nombreux éléments de la classification périodique possedent des isotopes émetteurs de
IL3.

positons qui pourraient théoriquement étre utilisés pour I’imagerie TEP. Le diagramme de
SeIgI;'r3é1'représenté en figure 4 montre la « vallée de la stabilité » des éléments stables existants
(en noir), avec les isotopes radioactifs (les émetteurs de positons sont représentés en orange) de
part et d’autre de la ligne noire, montrant bien la diversité d’isotopes disponibles. Néanmoins,
seuls quelque uns sont utilisés, les criteres de choix se faisant sur les caractéristiques
intrinséques de 1’isotope (énergie du positon, demi-vie radioactive, mode de désintégration)
mais aussi sur la facilité et le co(t de production ou encore les méthodes de radiomarquage

associées.
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I G

(04
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Bl Décroissance inconnue

Figure 4: Diagramme de Segré présentant les isotopes de chaque atome de la classification périodique

Les radio-isotopes les plus utilisés aujourd’hui pour I’imagerie TEP sont le fluor-18 (*¢F), le
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carbone-11 (*!C), le zirconium-89 (89Zr), le cuivre-64 (®*Cu) ainsi que le gallium-68 (®3Ga).

Leurs caractéristiques physiques sont répertoriées dans le tableau 1.

Isotope Demi- Emaxp* Parcours Mode de Am? Chimie de
vie (keV) moyen décroissance (GBg/umol)  marquage
maximum
dans ’eau
(mm)
c 20,4 960 4,1 B* (99,8%), 3,41.10° Covalente
min CE
18F 109,8 635 2,4 B* (96,9%), 6,33.10* Covalente-
min CE Coordination
4Cu 12,6h 656 2,5 B* (17,5%), 9,13.10° Coordination
B, CE
8Ga 67,8 1899 8,2 B* (88,0%), 1,02.10° Coordination
min CE
87r 784h 902 3,8 B* (22,7%), 4,44.10° Coordination
CE,vy

*CE : capture électronique (pas de radiation émise) 2Activité molaire maximale théorique
Tableau 1: Caractéristiques physiques des radio-isotopes principalement utilisés en TEP

Les différents isotopes se caractérisent par :

- Une période radioactive, aussi appelée demi-vie (t12), définie comme I’intervalle de temps au
bout duquel le nombre de noyaux instables est réduit de moitié. Cette valeur est calculée grace
a la constante de désintégration A caractéristique de chaque radioisotope.

In(2)
ti2 = 1

La demi-vie est une notion fondamentale qui va déterminer 1’utilisation d’un radio-isotope. A
titre d’exemple, la demi-vie trés courte du carbone-11 ne permet pas la distribution de cet
isotope depuis un site de production vers un hopital et limite donc 1’utilisation de celui-ci a des
centres de recherche. La biodistribution de macromolécules comme les protéines ou les
anticorps étant de plusieurs jours, 1’utilisation d’isotopes a demi-vie plus longues comme le

cuivre-64 ou le zirconium-89 est plus adaptée pour les radiomarquer.

- Une énergie maximale (Emax), qui correspond a 1’énergic maximale que peut posséder le
positon libéré pour se déplacer dans le milieu jusqu’au phénomene d’annihilation avec un

¢lectron. C’est cette énergie qui influence la résolution spatiale de I’imagerie TEP. Plus Emax
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est élevée, plus la résolution sera faible.

- Un parcours moyen, correspondant a la distance moyenne que va parcourir le positon avant la

perte totale de son énergie cinétique. Il dépend de 1’énergie maximale Emax du positon.

- Un mode de désintégration, décrivant le devenir du radioisotope. Un radionucléide émetteur
de positons se désintégre par émission d’un positon (B*) et d’un neutrino(v) selon 1’équation

suivante :
AX =, 4X" +v+ 97

La plupart des radio-isotopes possédent plusieurs modes de désintégration concomitants. Plus
la proportion de désintégration B* par rapport aux autres modes est importante, meilleure sera

la statistique de comptage radioactif de la caméra TEP.

- L’activité molaire (Am) théorique qui correspond a la quantité de radioactivité par unité de

quantité de matiére (exprimée en moles).

In(2) X Ny

Ay (Bg/mol) = t s

ou Na représente la constante d’Avogadro.

Lors de la synthése d’un radiotraceur, ’activité molaire théorique n’est jamais atteinte, menant
au phénomene de dilution isotopique dii a la présence de I’isotope stable dans le milieu
réactionnel (dioxyde de carbone de I’air pour le carbone-11 ou fluor-19 présent dans les réactifs

chimiques utilisés par exemple).

- Une chimie de marquage qui peut étre soit covalente (carbone-11, fluor-18) soit de
coordination (gallium-68, zirconium-89, cuivre-64). Cette chimie de marquage va déterminer

le s de radiotraceur et les approches synthétiques de radiomarquage utilisees.

Production des radio-isotopes

Les radioisotopes utilisés pour 1’imagerie TEP sont produits artificiellement par des cyclotrons
biomédicaux, excepté le gallium-68 qui est produit par un générateur *8Ge/*®Ga. Le germanium-

68 radioactif fixé sur une matrice se désintégre par capture électronique afin d’aboutir au
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gallium-68 qui est élué sélectivement. A noter que le gallium-68 peut également étre produit en
cyclotron a partir de zinc-68.

Le cyclotron est un accélérateur électromagnétique de haute fréquence. L’action combinée d’un
champ magnétique et d’un champ électrique permet d’accélérer un faisceau de particules
chargées (des hydrures ou des deutons) entre deux électrodes métalliques ou regne un vide
poussé (10° mbar). Les particules provenant d’une source d’hydrogéne située au centre du
cyclotron vont alors étre accélérées avec une trajectoire en spirale du centre vers I’extérieur de
I’aimant tout en accumulant de 1’énergie (de quelques MeV jusqu’a 70 MeV). Une fois I’énergie
acquise, le faisceau d’hydrures est transformé en protons par passage sur une feuille de carbone
appelée stripper puis dirigé vers une cible composée d’éléments stables (solides, liquides ou
gazeux) pour permettre la réaction nucléaire aboutissant au radio-isotope souhaité en fonction

du type de cible utilisé (Figure 5).

Electrode

Champ magnétique

Chambre a vide

Source de particules

Cible

Champ électrique

Figure 5: Principe de fonctionnement d'un cyclotron

En ce qui concerne les principaux isotopes utilisés en TEP, N, 180, ®Ni et &Y sont les
éléments stables utilisés dans la cible pour produire respectivement les radio-isotopes *C, 8F,
®4Cu et 89zr.

Plus précisément, le carbone-11 est obtenu par bombardement de protons sur une cible

composée d’azote-14 gazeux selon 1’équation suivante :
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YN+ 1p - C + JHe

Le carbone-11 alors produit par le cyclotron se trouvera sous forme de dioxyde de [1!C]carbone
si la cible contient des traces d’oxygene. En revanche, si le gaz cible contient de I’hydrogene,

le carbone-11 produit se trouvera sous forme de [*'C]méthane.

Le fluor-18, sous forme d’ions [*®F]F, est produit par un bombardement de protons sur une

cible d’eau enrichie en oxygéne-18 (H2[*®0]O) selon I’équation suivante :
Bo+lp-> BF+1in

Cette réaction permet la production d’ions fluorures qui se trouvent en solution aqueuse en
sortie du cyclotron. Il est également possible d’obtenir du fluor moléculaire sous forme de gaz

[*®F]F- soit par :

e Bombardement de deutons sur une cible de néon gazeux selon I’équation :

2Ne + 2D — 22Na - 8F + 1He

e Bombardement de protons sur du dioxygéne enrichi en oxygene-18
([*30]02)selon la réaction :

Bo+ip-> BF+in

Un inconvénient de la production de [*®F]F, est ’adsorption du fluor moléculaire sur la cible,
rendant son extraction complexe. Pour remédier a ce probléeme, une faible quantité de fluor
moléculaire non radioactif comme gaz entraineur (environ 0,5% du volume de la cible) est
introduit pour entrainer quantitativement le [*®F]F.. L’ajout de fluor-19 entraine ainsi une

dilution isotopique et donc une faible activité molaire (jusqu’a 0,35 GBg/umol).
1L.3.3.

Production de radioisotopes en France

Pour les besoins de 1’imagerie TEP et du diagnostic clinique, la France compte 31 cyclotrons
biomédicaux dédiés a la production de radioisotopes et de radiopharmaceutiques (Figure 6).%°
En effet, on compte aujourd’hui plus de 175 caméras TEP réparties sur I’ensemble du territoire
frangais, et en 2022, c’est plus de 800.000 examens TEP qui ont été réalisés, tous traceurs

confondus.?! Le traceur le plus utilisé reste de loin le [*®F]JFDG, représentant 89% des examens
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TEP en 2022.

Production pour application
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Figure 6: Répartition géographique des cyclotrons en France pour la production de radioisotopes?

4. Imagerie TEP en oncologie

TL4.1. . . o .
Radiopharmaceutiques utilisés actuellement en oncologie

Les radiopharmaceutiques possédant une autorisation de mise sur le marché (AMM) sont
représentés en figure 7. Parmi eux, le [*®F]fluoro-2-désoxy-D-glucose ([*®F]FDG), un analogue
du glucose, est le plus utilisé en imagerie TEP. 1l a obtenu son AMM en 1998 et est utilisé en
oncologie, cardiologie ainsi qu’en neurologie. Ce traceur est intégré par la plupart des cellules
cancéreuses qui possedent une forte activité métabolique lors de leur prolifération. Cela se
traduit par une augmentation significative de leur consommation de glucose. Ainsi, le [*®F]FDG
est transporté dans les cellules cancéreuses, phosphorylé, mais ce métabolite radioactif n’est
pas dégradé par les enzymes de la glycolyse, ce qui engendre une accumulation du traceur au

niveau des tumeurs et permet donc leur visualisation.??

La [*!C]Choline ainsi que son analogue fluoré, la [*®F]Fluoro-choline, permettent quant & eux
de réaliser le diagnostic des tumeurs de la prostate, ainsi que des tumeurs cérébrales.?® En effet,
étant un précurseur important de la synthese de la membrane cellulaire phospholipidique, les
cellules cancéreuses, dont I’activité métabolique est plus importante, consomment davantage

de choline, engendrant une accumulation du traceur et permettant la visualisation de la tumeur.
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La [*C]Méthionine et la [*®F]Fluoroéthyl-L-tyrosine sont deux traceurs utilisés pour le
diagnostic de tumeurs cérébrales. En effet, ces traceurs, analogues d’acides aminés sont
transportés a travers la barriere hémato-encéphalique et vont s’accumuler dans les cellules
cancéreuses, plus demandeuses en acides aminés pour la synthése de protéines et la

prolifération.?*%

La [*8F]Fluorodihydroxyphénylalanine ([*®F]JFDOPA) est utilisée pour le diagnostic de tumeurs
endocrines et cérébrales. Prise en charge par I’enzyme L-DOPA décarboxylase, elle permet
d’imager toutes les perturbations liées au systéme dopaminergique.?® Elle est aussi utilisée pour

les maladies neurologiques telles que la maladie de Parkinson.

Le [*®F]Fluoroestradiol ([*®F]FES), analogue du ligand naturel estradiol, est un traceur qui se
fixe sur les récepteurs aux cestrogenes. 1l est utilisé pour le diagnostic de lésions liées au cancer

du sein exprimant les récepteurs aux oestrogé:nes.27

Plus récemment, le [*®Ga]PSMA-11 a été approuvé par 'EMA (European Medicine Agency)
en 2019. Il intervient pour le diagnostic du cancer de la prostate. En effet, ce traceur marqué au
gallium-68 cible les tumeurs surexprimant 1’antigéne spécifique membranaire de la prostate
(PSMA). Il permet également d’évaluer 1’agressivité de certaines tumeurs en fonction du niveau

d’expression de ces protéines.?

Enfin, le [®®Ga]DOTA-TATE permet d’imager les tumeurs neuroendocrines. Ce radiotraceur
est composé d’un peptide, I’octréotide (TATE) fonctionnalisé avec un macrocycle (DOTA)
permettant la chélation du radiométal, ici le gallium-68. Ce peptide, analogue de la
somatostatine, permet la visualisation de la surexpression des récepteurs de la somatostatine
dans le cas de tumeurs malignes.?® L’avantage de ce dernier traceur est la possibilité d’utiliser
celui-ci comme agent théranostique, en chélatant un radiométal comme le lutétium-177,
émettant des rayonnements (a et y) capables de détruire spécifiquement les cellules cancéreuses
auxquelles le traceur se fixe et s’accumule. Un exemple de médicament utilisé est le 7’Lu-
DOTAO-Tyr3-Octreotate ("Lu-DOTATATE) commercialisé sous le nom LUTATHERAZ®.
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Nom Radio-isotope Diagnostic
[*®F]FDG Fluor-18 Majorité de cellules cancéreuses
[11C]Cho::irr]1§|/i[;8eF]Fluoro- FIuor-181/i:arbone- Cancer de la prostate/du foie
[*!C]Méthionine Carbone-11 Tumeurs cérébrales
[8F]Fluoroéthyl-L-tyrosine Fluor-18 Tumeurs cerébrales
[BFJFDOPA Fluor-18 Tumeur§ (?ndocrines et
cerébrales
[‘8F]Fluoroestradiol Fluor-18 Récepteurs aux cestrogénes
[8Ga]PSMA-11 Gallium-68 Cancer de la prostate
[8Ga]DOTA-TATE Gallium-68 Tumeurs neuroendocrines

Tableau 2: Principaux radiopharmaceutiques possédant une AMM en France et utilisés en oncologie
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Figure 7: Radiopharmaceutiques disposants d'une autorisation de mise sur le marché en France
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Si a Dorigine les traceurs étaient des dérivés d’acides aminés, ou des petites molécules
analogues aux ligands naturels de récepteurs, la médecine nucléaire se tourne aussi aujourd’hui
vers ’utilisation d’anticorps spécifiques marqués avec des radioisotopes. On parle alors
d’immunoTEP. A cause de leur temps de distribution plus long, d’autres isotopes a demi-vie
plus longue comme le zirconium-89 (t12= 3,2 jours) sont utilisés. Cette technique permet de
combiner ’affinité et la spécificité de 1’anticorps pour sa cible a la sensibilité de 1’imagerie
TEP.

Limitations et enjeux pour la médecine du futur

L’Ilil}ﬁ .des limitations majeures de I’imagerie TEP aujourd’hui réside dans le faible nombre de
radiotraceurs disponibles. Le [*®F]FDG, qui cible le métabolisme énergétique des cellules en
croissance, reste de trés loin le principal radiotraceur utilisé. Cependant, la surconsommation
de glucose n’est pas spécifique aux cellules cancéreuses et cette non-spécificité est une faiblesse
de ce traceur; elle peut engendrer I’apparition de faux positifs. En effet, une activité
glycolytique importante peut étre due a des processus inflammatoires par exemple. Au
contraire, certaines tumeurs ne sont pas détectables du fait de leur consommation de glucose

limitée ou de leur faible taille.%°

C’est pourquoi la médecine du futur s’oriente vers I’utilisation complémentaire de traceurs plus
specifiques de certains biomarqueurs permettant de différencier les tumeurs. En effet, I’éventail
de traceurs disponibles actuellement ne permet pas d’évaluer avec précision le type de cancer
deétecté lors d’un examen TEP, ni de rendre compte de 1’hétérogénéité tumorale ou encore
d’estimer le caractére agressif d’une tumeur. Il y a donc un fort besoin de développer de
nouvelles molécules ciblant ces marqueurs d’agressivité, ou permettant d’évaluer la présence
éventuelle de certaines protéines afin de stratifier les cancers pour évaluer leur stade de
progression et orienter la stratégie thérapeutique dans une démarche de médecine personnalisée

plus performante.®
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Radiochimie des isotopes pour ’imagerie TEP

Radio-isotopes coordinants

Le marquage de structures moléculaires par un radiométal tel que le gallium-68, le cuivre-64
0% encore le zirconium-89 se fait par I’action d’une molécule complexante permettant la
chﬁ!&tli_on du radio-isotope. Le chélatant choisi dépend du métal concerné. Par exemple,
affinité du ®3Ga pour les ligands azotés ou oxygénés et la taille de I’ion orientera vers des
ligands de type DOTA, NOTA ou HBED-cc par exemple (Figure 8). En ce qui concerne le &2Zr,
le chélatant de choix reste le ligand hexadentate siderophore desferrioxamine (DFO).
Cependant les études de stabilité in vivo ont montré qu’une perte de chélation du radiométal

était observée, ouvrant la voie a I’élaboration de nouveaux ligands analogues du DFO.%2

0] 0]

) N N N
OH (0] (0] OH
DFO

HO._O OH
HO [ j OH o
N

0 HO HO /\/N\)k
HO OH
NN HO SZfo TOK\N OH

HO O~ OH
DOTA NOTA HBED-cc

Figure 8: Principaux chélatants utilisés pour la complexation des radiométaux

En fonction du chélatant, la complexation peut étre réalisée dans des conditions douces, a des
températures peu élevées et proche du pH physiologique, des conditions compatibles avec le
marquage de biomolécules (protéines ou anticorps par exemple). De nouveaux chélatants font
également leur apparition et permettent des conditions de marquage en pH plus acides, a

température ambiante et nécessitant moins de substrat comme le TRAP par exemple.*?

A titre d’exemple, le [®Ga]PSMA-11 est un traceur utilisé en imagerie TEP pour la détection
et le suivi du cancer de la prostate. Il est composé de 1’antigéne membranaire spécifique de la

prostate (PSMA) fonctionnalisé avec un complexant, le HBED-cc (Schéma 1).%
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Schéma 1: Synthése du [®Ga]PSMA-11%

Radioisotopes covalents

Il wsiste différents isotopes utilisés en imagerie TEP liés a des molécules d’intérét de fagon
covalente, comme le 1*C ou encore le 8F. Ces deux derniers sont les plus utilisés du fait de leur
temps de demi-vie de 20,4 et 109,8 minutes respectivement, ainsi que de leurs propriétés
chimiques facilitant leur incorporation sur des édifices moléculaires et permettant leur
utilisation en imagerie.® L’isotope radioactif est généralement introduit lors de la derniére étape
de syntheése, afin de limiter I’impact de la décroissance radioactive. Cependant, ce n’est pas
systématiquement le cas. En effet, une étape de déprotection est parfois nécessaire lorsque la
réactivité¢ de la molécule considérée n’est pas compatible avec cette stratégie. Des stratégies
prosthétiques multi-étapes sont aussi parfois envisagées pour le marquage de biomolécules au
fluor-18.

I1.5.2.1. Radiochimie du carbone-11

Le carbone-11 est un radio-isotope possédant des propriétés intéressantes pour 1’imagerie TEP.
Son schéma de désintégration produit presque uniquement des positons, offrant une excellente
statistique de comptage radioactif. Son positon possede une énergie moyenne conduisant a une
bonne résolution spatiale et sa demi-vie courte limite son impact dosimétrique tout en offrant
la possibilité de réaliser deux séances d’imagerie sur un méme patient dans une méme journée.
Il peut étre produit & de hautes activités par des cyclotrons biomédicaux a partir d’azote gazeux,
un matériau trés bon marché (0,03 €/L), et ne nécessite pas de traitement post-irradiation. De

plus, le carbone-11 est I’isotope idéal pour réaliser du marquage isotopique, c¢’est-a-dire sans

22



Introduction générale

modification de la structure chimique de la molécule et donc sans modification de ses propriétés
biologiques. En effet, le carbone étant 1’élément le plus abondant des molécules organiques
aprés I’hydrogéne, chaque molécule peut en théorie étre radiomarquée au carbone-11 sans
modifier sa structure. Cette stratégie de marquage isotopique au carbone-11 est particulierement
adaptée au radiomarquage de médicaments, une stratégie utilisée a des fins de recherche pour
des études pharmacocinétiqgues ou pour le développement de nouvelles molécules

thérapeutiques.®

A partir des précurseurs dits «primaires» produits dans le cyclotron, & savoir le [**C]COzou le
[*!CJCHa, il est possible d’obtenir un nombre considérable de synthons marqués au carbone-
11, utilisés pour réaliser des réactions de marquage (Figure 9).%” Les applications d’utilisation
de ces précurseurs secondaires marques au carbone-11 permettent ainsi d’accéder a un large

éventail de réactions chimiques.

|ucuNo, | |ncmort|

|

ICH,CI, CH,OH (CH,),!CO

H!'CCH
R!ICOOMgBr

H!''CN
- cocl, R!'CH,OH R!I'COOH

| Cu!lCN ‘ ‘ 11CH3NH2 ‘ ‘BI‘“CN | | RNMC‘O | |R11CH21 | |R11CHO ‘

Figure 9: Préparation des principaux précurseurs secondaires marqués au carbone-11 (tiré de Petroni
et al.®®)

I1.5.2.1.1. Réactions de méthylation

La grande majorité des radiomarquages au carbone-11 est réalisée via des réactions de N-, O-

ou encore S-méthylation a partir de [**C]CHzsl ou de [1*C]CH3OTT, réactifs secondaires préparés
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a partir du [*C]CO2 produit par le cyclotron.® Le [*1C]CHsl peut-étre obtenu de deux maniéres
différentes : par voie dite « liquide » & partir de [**C]CO; ou par voie « gazeuse » a partir du
[**C]CHa, ce dernier étant produit directement dans le cyclotron ou par réduction quantitative
du [*'C]CO; (Schéma 2) .

En suivant la voie « liquide » développée par Langstrém et Lundqvist en 1976,% le [*!C]CO;
est réduit en [*'C]CH3OH en présence de LiAlH4 en solution dans le tétrahydrofurane (THF)
ou dans 1’éther diéthylique (Et20). Aprés une étape d’hydrolyse, le [**C]CHsOH est ensuite
transformé en [*!C]CHsl par réaction avec une solution aqueuse d’acide iodhydrique puis

distillé sous flux d’azote ou d’hélium en passant a travers des gardes de soude et P2Os.

Une méthode « gazeuse » alternative a la voie « liquide » a été développée pour la production
de [*C]CHzsl. Elle implique la conversion de [*'C]CHa4 en [*C]CHsl par réaction en phase
gazeuse a trés haute température (750 °C) en présence de Iz sublimé. Le [**C]CHa4 peut quant a
lui étre directement produit en cyclotron ou étre obtenu par réduction quantitative du [}*C]CO;
en présence d’hydrogene et d’un catalyseur au nickel chauffé a 400°C. Un procédé en boucle a
été mis au point permettant d’optimiser la conversion du [**C]CHasen [**C]CHzsl en passant par
un piégeage du [**C]CHgsl sur une résine tandis que le [!C]CH4 n’ayant pas réagi est de nouveau
mis en contact avec de I’iode pour recommencer un cycle réactionnel. En fin de procédé, le

[*!C]CHsl stocké sur la résine est libéré par chauffage.04!

LiAIH, THF HI, aq.
-20°C, 3 min [ CICHSOH 70°C, 3 min
o Puis H,0,
Voie liquide ta 1 min
AgOTf/C
[''C]CO, (cyclotron) ["C]CH3l AN ["'CICH;OTf
200°C
) Hy Ni-Shimalite
Voie gazeuse | - g, tamis 4 A I, 750°C
> ["'CICH,
400°C, 1 min Procédé
en boucle

Schéma 2: Méthodes « liquide » et « gazeuse » de préparation de [*!C]CHsl et [1*C]CH3OTf a partir
du [1C]CO,

Si la méthode « liquide » offre en général de meilleurs rendements en [*C]CHsl que la voie
« gazeuse », cette derniere a longtemps été préférée pour ses activites molaires plus élevées. En

effet, la présence de traces de méthanol dans les solutions de LiAlIH4 a longtemps empéché la
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méthode « liquide » de proposer du [1*C]CHal & haute activité molaire. Néanmoins, les progrés
réalisés récemment sur la production de LiAlH; de trés haute pureté ont relancé ’utilisation de
cette méthode. Aujourd’hui, les fabricants d’automates de synthése carbone-11 proposent aussi

bien 1’une ou ’autre méthode.

Qu’il soit obtenu par la voie « liquide » ou la voie « gazeuse », le [*XC]CHgsl peut étre transformé
en [*!C]JCHsOTf, agent de méthylation plus réactif permettant des temps de réactions plus

courts, par réaction en présence de triflate d’argent adsorbé sur charbon et chauffé & 200°C.4>
44

Les réactions de radiométhylation sont de loin les plus utilisées pour le radiomarquage au
carbone-11. A titre d’exemple, la [*'C]méthionine est utilisée pour réaliser 1’imagerie des
tumeurs cérébrales (Schéma 3).4? En effet, cet acide aminé essentiel est nécessaire a la synthése
des phospholipides et est surconsommé par les cellules tumorales. Il est préparé a partir du
chlorhydrate de L-homocystéine thiolactone en présence de [Y!CJCHsl et d’hydroxyde de

sodium dans 1’éthanol a 85 °C durant 5 min.*

o]

"C]CH3l, NaOH S COOH
S‘\J§_NH2 [ CICHs > Hy'lC” \/Y
EtOH, 85°C, 5 min

- Hel NH

["'C]Méthionine

Schéma 3: Préparation de la [**C]Méthionine par S-méthylation

Autre exemple, le traceur [1*C]PIB est trés utilisé en recherche clinique pour le diagnostic de la
maladie d’ Alzheimer car cette molécule se fixe sur les plaques amyloides. Ce traceur est obtenu
par méthylation d’un dérivé aniline par action du triflate de méthyle [**C]CH3sOTf & 75°C dans
la 2-butanone (Schéma 4).46

N ["'CICH50Tf N
\ NH » \>—< >*NH
HO/CES@ 2 2-Butanone HO S 11\CH
75°C, 2 min 3

["cpiB

Schéma 4: Préparation du [*!C]PIB par N-méthylation

Les réactions de radiométhylation sont tres utilisees mais manguent de variété concernant les
fonctions accessibles par ces méthodes. Ainsi, d’autres techniques de marquage se sont

développées pour accéder a d’autres fonctions chimiques radiomarquées et ainsi élargir
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1I’éventail de traceurs disponibles.

I1.5.2.1.2. Réactions de carboxylation

Bien que thermodynamiquement stable, le [*'C]CO- produit par le cyclotron peut réagir en
présence d’une base organique forte pour conduire a des motifs de type urées, carbamates ou
acides carboxyliques marqués au carbone-11 sur la fonction carbonyle. A titre d’exemple, le
[*'C]CO; peut étre fixé par une base forte comme le BEMP ou le DBU pour permettre, en
présence de nucléophiles et de POCI3, la formation de carbamates ou urées mixtes (Schéma
5).4” En effet, I’agent de fixation, ici la base B, va réagir avec le [**C]CO2 pour conduire a
I’intermédiaire A permettant I’addition d’un premier nucléophile et conduisant a la formation
d’un acide carbamique B. En présence de POCIs, cet acide carbamique est déshydraté pour
conduire a I’isocyanate D qui peut ensuite réagir avec un second nucléophile de type amine ou
alcool pour conduire au composé E dissymétrique marqué au carbone-11 sur la fonction

carbonyle

B +'Co,

B = BEMP ou DBU

N R'—YH

_N. _N.
R 11C/Y\R' «—— R_N='czg =-—— R g P

E Y=NHouO

DBU BEMP
POCI,

N (\ -
N
H _RP=N
cl K/@
N., _o.l.cl N

=N

U-Z
/\Z/H

D C

Schéma 5: Mécanisme de formation de [*'CJurées et [*'C]carbamates par fixation du [**C]CO;

Cette technique est notamment utilisée pour la production du composé [*'CJURB694, un
inhibiteur de la «fatty acid amide hydrolase » (FAAH), enzyme intervenant dans le
meétabolisme des endocannabinoides et jouant un réle dans les processus d’inflammation
(Schéma 6).84° Ce traceur est produit en partant de la cyclohexylamine et du [1,1°-biphényl]-
2,5-diol en présence de POCI; et de [*'C]CO.. Le groupe de Wilson et al. a obtenu le traceur
désiré avec un rendement de 19% corrigé de la décroissance avec une activité molaire de 93
GBg/pmol.>°
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MO Ph
Il
11
NH, DICICO; © OH
O/ 2) POCls [ CJURB694
B S—
3) OH +

+ H Ph
BEMP
O/ ‘\1c/o\©\
Ph A
o]
OH

OH

Produit
Secondaire

Schéma 6: Radiosynthese du composé [**CJURB694 par incorporation du [1!C]CO;

Cependant, cette approche de piégeage du [*'C]CO; nécessite ’utilisation de bases fortes qui
ne sont pas toujours compatibles avec la structure de molécules complexes. Il existe d’autres
méthodes pour accéder a des urées et des carbamates comme [’utilisation d’un imino
phosphorane permettant le piégeage du [1'C]CO2 sous la forme d’un isocyanate permettant la
formation d’urées et de carbamates par réaction de Staudinger suivie d’une réaction d’aza-

Wittig.5+-53

Le [1!C]COz peut également étre incorporé directement sur des structures moléculaires d’intérét
en passant par la fixation de ce dernier sur un organomagnésien. Cette approche a notamment
été utilisée pour la radiosynthése du [1*C]Ibrutinib, un inhibiteur de la tyrosine kinase de Bruton,
impliquée dans la pathogénése de plusieurs hémopathies malignes.>* Son radiomarquage passe
par le piégeage du [**C]CO; sur du bromure de vinylmagnésium, puis par une étape d’hydrolyse
conduisant a I’acide acrylique marqué au carbone-11. Cet intermédiaire est alors soumis a une
réaction de couplage avec une amine en présence de HATU et de DIPEA pour conduire au

[*!C]Ibrutinib avec un rendement de 5% non corrigé de la décroissance (Schéma 7).

1)['"cjco,
THF, t.a.
4 min HATU, DIPEA
=

2) HCl, I DMF, ta., 10 mi
Dioxane/DMF 0 » han 1o mn PhO

t.a., 1 min

["'Clibrutinib

Schéma 7: Radiosynthése du [**C]lIbrutinib par incorporation du [1!C]CO2
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I1.5.2.1.3. Réactions de carbonylation

Une autre approche pour réaliser le marquage au carbone-11 de fonctions carbonyles est de
réaliser des réactions de carbonylation en présence de monoxyde de carbone [**C]CO, un réactif
permettant la synthese de diverses fonctions chimiques telles que des cétones, des amides, des
acides carboxyliques ou encore des urées.>>® Le [}1C]CO est préparé a partir du [*1C]CO; par
passage au travers d’un tube de quartz contenant du zinc ou du molybdéne a haute température
(400 °C) sous courant de Xe, permettant une conversion en [**C]CO d’environ 70%.°%°" Plus
récemment, de nouvelles méthodes de conversion du [**C]CO2en [*C]CO ont émergé. Elles
passent notamment par 'utilisation de dérivés lithium silylés ou bien de disilanes en présence
d’une source d’ions fluorures comme le TBAF permettant une conversion rapide du précurseur
primaire en monoxyde de carbone marqué avec des rendements allant jusqu’a 38%.%%% Ces
derniéres années se développent également des réactions de réduction par voie électrochimique.
En effet I'utilisation de trois électrodes combinées ainsi qu’un électrocatalyseur de type nickel
(Ni(cyclam)?*) ou zinc (Zn(cyclen)?*) permet une conversion du [**C]CO; en [*C]CO en 5
minutes de réaction avec des conversions allant jusqu’a 6% a partir du [*1C]C0O..%° Enfin, de
nouvelles méthodes se sont développées en utilisant des catalyseurs de zinc supportés sur
particules de silice, permettant la conversion du [**C]CO;en [*'C]CO avec des rendements de
93%.5!

Le [*C]CO ainsi formé est ensuite utilisé dans des réactions de carbonylation nécessitant
I’utilisation de complexes métalliques, le plus souvent au palladium. Cette approche a été
utilisée pour le radiomarquage du [*'C]Raclopride, un antagoniste des récepteurs D2/D3 a la
dopamine. Cette synthése passe par [’addition oxydante du 4,6-dichloro-2-iodo-3-
méthoxyphénol sur du palladium bisdibenzilideneacétone en présence de XantPhos et conduit
au complexe F. L’incorporation du [*C]CO suivi d’une réaction avec la (S)-éthylpyrrolidin-2-
yl)éthanamine conduit a I’obtention du [*!C]Raclopride avec un rendement de 57% comparable

a celui obtenu par méthylation de la fonction hydroxyle du groupement phénol (Schéma 8).5?
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1) ['"cjco
2
Ph,Ph e
' Pd(dba), Cl OH P Q HoN N ol OH
MeO OH  xantPhos 0
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\
cl cl Btenziﬂe AN Dioxane, 95°C, 10 min HN )
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PH Ph / N
F ["'C]Raclopride

Schéma 8: Radiosynthése du [*!C]Raclopride via I’incorporation de [*!C]CO

I1.5.2.1.4. Réactions de cyanation

La fonction nitrile est un autre groupement chimique pouvant étre radiomarqué au carbone-11.
Ainsi, des stratégies de marquage ont été développées pour réaliser des réactions de cyanation,
le plus souvent sur des structures aromatiques, en utilisant H[*!C]JCN comme précurseur
secondaire de marquage. Ce dernier est produit a partir du [1!C]JCH4en présence d’ammoniac
et de platine chauffé a 900°C.®® Plus récemment, une méthode photocatalytique a été
développée permettant 1’incorporation d’un groupement nitrile marqué au carbone-11 sur des
noyaux aromatiques riches en électrons. Cette méthode de C-H activation radicalaire passe par
I’utilisation d’un catalyseur de type acridinium. Cette technique permet le marquage de
nombreux aromatiques enrichis en électrons avec d’excellents rendements en cyanation

aromatique.%+%

A titre d’exemple, la [1'C]Vilazodone a été synthétisée par radiocyanation pallado-catalysée
par le groupe de Lee et al.%® avec un rendement de 33% corrigé de la décroissance et une activité
molaire de 148 GBg/pumol (Schéma 9).

N N
1) Pd(PPhg) K,CO3
(\N DMF, t.a. 30 min (\N
0 N — = > q N
>L(/j©/ B 2)H["'CION m e
H,N O THF, ta,tmin  HN O N

["'C)Vilazodone

Schéma 9: Radiosynthése de la [}*C]Vilazodone par radiocyanation pallado-catalysée
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I1.5.2.1.5. Réactions de trifluorométhylation

On retrouve le motif CF3 dans de nombreux composés pharmaceutiques du fait de ses propriétés
pharmacologiques intéressantes notamment en ce qui concerne la stabilité métabolique.®” Ce
groupement pourrait ainsi représenter un réel intérét pour le marquage isotopique de
pharmacophores au carbone-11. Le groupe de Haskali et al.®® a développé une méthode de
marquage de ce groupement trifluoromeéthyle au carbone-11. En effet, grace a 1’utilisation de
CoFsdans un four a 270 °C, le [**C]méthane est converti en [*'C]CHFs. Par action du bromure
de cuivre, ce précurseur peut étre transformé en [*!C]CuCFs, réactif électrophile permettant la
fonctionnalisation d’aromatiques par exemple. Cette méthode de trifluorométhylation au
carbone-11 nécessite cependant plusieurs étapes de synthese et reste donc difficile a appliquer

au radiomarquage de molécules d’intérét biologique du fait de la courte demi-vie de 1’isotope.

En conclusion, bien que plusieurs précurseurs secondaires pour le radiomarquage au carbone-
11 aient été développés, la plupart des radiomarquages avec cet isotope restent issus de
méthylations. Le carbone-11 souffre notamment de sa courte demi-vie qui est un frein aussi
bien pour le développement de techniques de marquage efficaces que pour la distribution des
radiotraceurs marqués avec cet isotope. Bien que le carbone-11 reste un isotope intéressant pour
la recherche notamment grace aux possibilités de marquage isotopique plus importantes, le

fluor-18 reste aujourd’hui le radio-isotope le plus utilisé en imagerie TEP.

I1.5.2.2. Radiomarquages au fluor-18

Le fluor-18 posseéde des propriétés presque idéales pour I’imagerie TEP. Sa demi-vie de 109,8
minutes est suffisamment longue pour faciliter les réactions de marquage et pour permettre sa
distribution et donc son industrialisation mais suffisamment courte pour limiter son impact
dosimétrique. L énergie moyenne de son positon permet une bonne résolution spatiale et son
schéma de désintégration produit presque uniquement des positons (97%). Il est relativement
facile a produire, le plus souvent a partir d’une cible liquide d’eau enrichie en oxygene-18, un
matériau a un cout abordable (env. 35 €/mL en 2023) ne nécessitant pas de traitement post-
irradiation. Le fluor-18 est également un bon isotope pour le marquage isotopique
puisqu’environ 20% des molécules thérapeutiques possédent un atome de fluor.%® De plus, le
fluor est un bioisostére de 1’atome d’hydrogene, il offre donc des propriétés intéressantes en

remplacement de celui-ci, notamment pour accroitre la stabilité meétabolique ainsi que ses
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propriétés de distribution in vivo.”® Le fluor améliore également la stabilité chimique de la
molécule avec une énergie de liaison C-F plus forte que la liason C-H et une résistance a
’oxydation.”* Ainsi, du fait de ces propriétés intéressantes dans le domaine pharmaceutique
ainsi que de la facilité de produire du fluor-18 en grandes quantités, le radiomarquage au fluor-
18 a suscité un vif intérét dans la communauté scientifique. C’est pourquoi de nombreuses
méthodes de radiosynthése ont été developpées pour incorporer ce radioisotope dans un large
spectre de molécules d’intérét biologique. En raison de son temps de demi-vie plutét court,
I’accent a été mis sur le développement d’approches radiosynthétiques qui introduisent
I’isotope radioactif souvent en dernicre €tape selon deux principales approches, la fluoration

électrophile et la fluoration nucléophile.

I1.5.2.2.1. Réactions de fluoration électrophile

Historiquement, le fluor-18 a d’abord été produit sous la forme de gaz [‘®F]F.. Cet agent de
fluoration a alors été utilisé pour réaliser les premiéres réactions d’addition ou de substitution
électrophile sur des composes riches en électrons tels que des composés (hétéro)aromatiques
ou des alcénes. C’est ainsi qu’a été réalisée la toute premiére synthése du [*®F]FDG mise au
point en 1978 (Schéma 10)."2

18 F H
Aco” N0 | AR Aco” N0 HCl aq. HO N 00
AcO™ Fréon, 78°C, p0" N, 130°C,30min  Hot N
OAc

) 18
20 min OAG OH

['®FIFDG

Schéma 10: Synthése historique du [**F]FDG par fluoration électrophile

Un désavantage majeur de cette approche est le manque de régiosélectivité.”® D’autres
méthodes de fluoration ont alors été développées, en particulier des réactions de
fluorodémetallation a partir de précurseurs organométalliques, leur effet inductif donneur
permettant d’augmenter la densité électronique sur le site de fluoration pour contrdler la

régiosélectivité.”

Afin d’augmenter la réactivité du fluor électrophile tout en conservant la régiosélectivité, des
précurseurs secondaires ont été synthétisés a partir du [*®F]F2.C’est le cas de la préparation du

[*®F]Selectfluor ou du [*®F]NFSI par exemple. A titre d’exemple, le [*F]Selectfluor a été utilisé
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par le groupe de Solin et al.” pour la synthése du [*®F]Fluoro-marsanidine, un traceur qui
permet I’imagerie des oz-adrenorécepteurs jouant un réle dans la régulation neuronale (Schéma
11). Le traceur est obtenu avec un rendement de 6% a partir du précurseur secondaire
[*®F]Selectfluor.

["*FIF,

LiOTf Nl
Alcetone l @ (_)Tf

rt, 1 min
K\N/\CI ['®F]Selectfluor bistriflate
AT -

18~ \) 20Tf
[ I A\ \ TFA \
’ v —_—
BusSn N Boc 18 N Boc 70°C, 10 min 18 N

" H
vy N AgOTf vy N vy N
N\< j Acetone, N\< j = j
BocN 50°C, 10 min BocN HN
["®F]Fluoro-

marsanidine

Schéma 11: Radiosynthése du [*®F]Fluoro-marsanidine via l'utilisation du [*3F]Selectfluor bistriflate

Néanmoins, les fluorations électrophiles restent peu utilisées aujourd’hui pour de multiples
raisons. En particulier, la production de [‘®F]F2 nécessite I’emploi de F2 non radioactif (gaz
entraineur) pour limiter I’adsorption du gaz sur les parois de la cible du cyclotron. Ceci entraine
une dilution isotopique dégradant 1’activit¢ molaire du fluor-18. Bien qu’une méthode
électrochimique de production de [*®F]F. & haute activité molaire a partir de [®F]F ait été
développée, les fluorations é€lectrophiles sont aujourd’hui délaissées au profit des fluorations

nucléophiles a partir d’ions fluorures [*8F]F."®

I1.5.2.2.2. Réactions de fluorations nucléophiles

I1.5.2.2.2.1. Réactivité de I’ion fluorure ['*F]F-

Grace a sa richesse ¢électronique, I’ion fluorure est un bon nucléophile pouvant par exemple étre
utilisé dans des réactions de substitution nucléophile (Sn) avec des substrats aliphatiques ou
aromatiques.”” Mais cette richesse électronique est aussi un handicap. En effet, les ions
fluorures [*®F]F sont produits a partir d’une cible liquide d’eau enrichie en oxygéne-18. L’ion
fluorure est fortement solvaté par la formation de liaisons hydrogene en milieu aqueux, ce qui
diminue drastiquement sa nucléophilie. Les ions [*®¥F]F doivent donc presque

systématiquement subir une premiére étape de deshydratation afin d’obtenir des ions fluorures
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anhydres, et donc beaucoup plus réactifs. La technique la plus courante consiste a passer le
contenu de la cible provenant du cyclotron sur une résine échangeuse d’anions (le plus souvent
de type « Quaternary Méthyl Ammonium », QMA) qui permet le piégeage des ions fluorures
sur la résine et d’éliminer 1’eau enrichie en oxygene-18 restante qui peut étre recyclée (Schéma
12). L’¢lution des ions [*®F]F depuis la résine est ensuite réalisée par une solution contenant
un anion (le plus souvent des ions carbonate sous la forme de K>COs3) dans un mélange
d’acétonitrile et d’eau. L’ajout d’eau, en plus faible proportion que le contenu initial de la cible
(100-300 pL contre 1-2 mL), est nécessaire pour la bonne solubilisation des anions carbonate
et fluorure. Bien souvent, dans le but d’augmenter la nucléophilie des ions [*8F]F", un cryptant
est ajouté a cette solution d’¢lution. Il permet la chélation du contre-ion présent. Le Kryptofix
(K222) est utilisé dans le cas le plus courant du potassium (Schéma 12). Il permet également
d’augmenter la solubilité du fluorure de potassium, insoluble dans les solvants aprotiques. Est
alors obtenu le complexe K[*®F]F-Ka2, réactif clé le plus couramment utilisé pour les réactions
de fluoration nucléophile. Puisqu’un volume d’eau est nécessaire afin d’éluer les ions fluorures
de la résine, une derniére étape d’évaporation azéotropique réalisée a haute température (100-
120 °C) et sous vide permet d’obtenir ce complexe K[*®F]F-Kz2, anhydre et prét pour des

réactions de fluoration nucléophiles. 371787

Cyclotron 2 K,CO,aq/ACN + Ky | O((J(\N/E
i

aqueux 00 o)

LN

Résine échangeuse 18- Krvptofix K
d'anions (QMA) - — ub @] yp 222

Evaporation

. azéotropique .

0 o

-

K,CO,ag/ACN +
K["®F]F-Ky2o

Schéma 12 Production du complexe K[*®F]F-Kz, a partir des ions [*®F]F provenant du cyclotron

I1.5.2.2.2.2. Réactions de S~ aliphatiques

En série aliphatique, les réactions de substitution nucléophile utilisent un groupement partant

selon un mécanisme de type 2 (Sn2).2° De nombreux groupements partants ont été utilisés
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comme les halogénes, possédant une réactivité dans I’ordre I > Br > C1 >> F .8 Différents
sulfonates peuvent aussi étre utilises comme les groupements mésylate, nosylate, triflate ou
encore tosylate.®? Ce dernier est I’un des plus utilisé car sa préparation est aisée a partir de
’alcool correspondant et qu’il offre une bonne séparation avec la molécule finale fluorée en
vue de I’étape de purification par chromatographie liquide a hautes performances (HPLC). Ils
présentent également un avantage quant a la facilité de préparation des précurseurs a partir des
alcools correspondants. Cette stratégie de marquage passant par une réaction de type Sn2 offre
généralement de bons rendements de marquage mais présente aussi plusieurs contraintes. En
effet, il faut s’assurer de la bonne stabilité du précurseur en conditions basiques utilisées pour
le radiomarquage.®® Ainsi, plus le groupement partant est labile, plus une élimination en

conditions basiques risque d’avoir lieu.®

Par exemple, la radiosynthése du [**F]DPA-714, composé ciblant la « translocator protein »
(TSPO) pour I’imagerie TEP de la neuroinflammation, est réalisée par Sn2 a partir d’un dérivé
tosylate en présence du complexe K['®F]F-K22, et de carbonate de potassium & 160°C durant 5
minutes dans le DMSO (Schéma 13).2* Le [®F]DPA-714 est obtenu avec des rendements

corrigés de la décroissance de 30 + 5% et une activité molaire de I’ordre de 150 GBg/umol.

= N/N = N/N
ﬁ 5 =N ﬁ o
N \_\ K["®F]F/Kgz2, KoCO3 N

OTs >
DMSO, 160°C, 5 min o

['®F]DPA-714

Schéma 13: Radiosynthése du [*®F]DPA-714 par Sn2 depuis un composé de type tosylate

11.5.2.2.2.3. Réactions de Snx aromatiques

Le complexe K[¥F]F-Ka22 permet également d’effectuer des réactions de substitution
nucléophile aromatique (SnAr) sur des composes aromatiques appauvris en électrons par des
groupements electroattracteurs (CN, CO, CHO, COzR pour les plus communs) afin de favoriser
le mécanisme d’addition-élimination.” Le composé doit également posséder un groupement
partant de type nitro, halogene (F>CI>Br>>l) ou ammonium quaternaire en positions ortho ou
para du groupement électroattracteur pour stabiliser I’intermédiaire de Meisenheimer formé

suite a I’addition du fluor sur le noyau aromatique.>%°

34



Introduction générale

A titre d’exemple, la radiosynthése du [*®F]AF-FDI, traceur ciblant le Fork Head Box
Transcription Factor (FOXM1), une protéine impliquée dans la réplication cellulaire et
considérée comme oncogéne, est réalisée a partir d’un composé triméthylammonium en
présence du complexe K[*®F]F-Kz222 et de carbonate de potassium dans 1’acétonitrile a 130°C
durant 15 minutes. Le traceur est alors obtenu avec un rendement de 73% avec une activité
molaire de 5,5 GBg/umol (Schéma 14).87

K["®F]F/Ky20, K2CO3
_———
ACN, 130°C, 15 min

['8FIAF-FDI

18F

Schéma 14: Radiosynthése du [*8F]AF-FDI par substitution nucléophile aromatique a partir d’un
ammonium quaternaire

La présence de groupements électroattracteurs n’est pas toujours indispensable pour le
marquage de composés hétéroaromatiques. En effet, certaines positions sont favorables a une
substitution nucléophile par des ions [*F]F". C’est le cas de la position 2 de la pyridine, qui,
fonctionnalisée avec un groupement partant, permet une bonne voire excellente incorporation
du fluor-18 du fait de I’intermédiaire de Meisenhemer généré favorablement lors de la réaction
de SNAT.88 C’est le cas pour la synthése du composé [*®F]Flortaucipir (AV1451) qui est utilisé
pour cibler la protéine Tau dans le cadre de maladies neurodégénératives comme la maladie
d’Alzheimer par exemple.> Le marquage de cette structure s’effectue dans des conditions
standards de radiofluoration en présence du complexe K[®F]F-Kz2, et de carbonate de
potassium a 130°C durant 10 minutes dans le DMSO et conduit au produit [*®F]AV1451 avec

un rendement de 14% non corrigé de la décroissance (Schéma 15).
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Schéma 15: Radiosynthése du [*®F]JAV1451 par SNAr en position 2 d’un noyau pyridine

Hormis dans le cas de certains composés hétéroaromatiques, les réactions de SnAr ne

fonctionnent que sur des composés aromatiques appauvris en électrons, ce qui limite
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grandement la faisabilité des marquages sur une large gamme de structures. C’est pourquoi, de
nouvelles méthodes de marquages ont été développées pour pallier cette difficulté et ainsi

réaliser le radiomarquage au fluor-18 de molécules aromatiques riches en électrons.

11.5.2.2.2.4. Réactions de SNAr en présence d’iode hypervalent

Les sels d’iodonium sont des composés possédant un atome d’iode hypervalent qui peuvent
étre utilisés pour le radiomarquage de structures aromatiques qui ne sont pas appauvries en
¢lectrons. Ce sont des composés ioniques ou 1’atome d’iode est li¢ de fagon covalente a deux
groupements carbonés aromatiques.®>% Un échange d’anions est d’abord réalisé entre le contre-
ion du sel d’iodonium et I’ion [®F]F suivi d’une addition nucléophile sur un des aromatiques
lié a I'iode, concertée avec 1’élimination de 1’iodure d’aryle correspondant. La géométrie
spatiale particuliére des sels d’iodonium facilite le recouvrement orbitalaire entre I’ion fluorure

et la position de marquage sur le noyau aromatique, permettant ainsi la réaction.

Ainsi, I’utilisation de sels d’iodonium a permis d’améliorer la radiosynthése de la [*®F]FDOPA,
I’un des traceurs les plus utilisés en imagerie TEP notamment pour le diagnostic de maladies
neurodégénératives ou de tumeurs cérébrales.®! Jusque-la synthétisée par fluoration électrophile
avec des rendements de I’ordre de 20%,2° la radiosynthése développée par Maisonial-Besset et
al. a partir d’un sel d’iodonium permet d’obtenir la [*®F]FDOPA avec des rendements corrigés
de la décroissance compris entre 27 et 38% et une activité molaire comprise entre 170 et 230
GBg/umol (Schéma 16).%
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Schéma 16: Radiosynthése de la [*®F]FDOPA a partir d'un sel d'iodonium

En plus des sels de diaryliodoniums, les ylures d’iode permettent également le marquage de

structures aromatiques riches en électrons, offrant dans certains cas de meilleures conversions

par rapport & I’utilisation de sels d’iodonium.%

Néanmoins, ’utilisation de dérivés d’iode hypervalent dans un contexte de radiofluoration
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nécessite souvent de chauffer a haute température (>150 °C). Ces conditions de réaction assez
dures ne sont donc pas compatibles avec le marquage de toutes les molécules. On peut
également ajouter la faible stabilité des précurseurs ainsi que les difficultés de leur synthese

comme frein au developpement de ce type de molécule.

11.5.2.2.2.5. Réactions de SNAr concertée

Toujours dans 1’objectif de réaliser des radiofluorations sur des composés aromatiques riches
en électrons, le concept de SnAr concertée a été introduit par le groupe de Ritter et fait appel a
une réaction de déoxyfluoration de phénols activés sous forme de sels d uronium.® La synthése
de ce type de composes passe par une étape de pré-activation avec du phénofluor afin de former
un sel d’uronium. Le groupe de Ritter a alors proposé un mécanisme selon lequel la paire d’ions
formerait un intermédiaire tétraédrique par addition des ions fluorures sur le deérive
imidazolium. Cet intermédiaire se réarrangerait alors afin de former 1’aromatique fluoré et la

libération concomitante d’une imidazolone (Schéma 17).
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Schéma 17: Mécanisme de déoxyfluoration concertée décrit par le groupe de Ritter®

Cette technique a été utilisée pour le marquage d’un ensemble de composés aromatiques comme
le 4-(5-([*8F]fluoropyrimidin-2-yl)phénol qui est obtenu a partir de I’alcool correspondant avec
un rendement de 86% (Schéma 18). A cause de sa complexité synthétique, cette méthode de
marquage reste peu utilisée aujourd’hui malgré 1’intérét qu’elle suscitait du fait de la possibilité

de radiomarquer n’importe quelle structure possédant un groupement phénol.

37



Introduction générale

OH New =\ 1
Ar/[\‘YN\Ar NN £
K\ Cl ol Ar Y 5r ['8FF- ﬁ
N._N ~ 0 ¢  — > N__N
Ag,CO; DCM N/E/ Butanone:EtOH 10:1 Z

60°C /@/K\N 130°C, 20 min
HO

OH OH

86%

Schéma 18: Radiosynthese du 4-(5-([*®F]fluoropyrimidin-2-yl)phénol par déoxyfluoration

Quelques années apres, le groupe de Ritter a décrit une modification de cette méthode de
marquage par déoxyfluoration en y introduisant 1’utilisation de complexes de ruthénium.®
Cette technique a permis le radiomarquage de structures riches en électrons en présence du
complexe [CpRu(cod)CI]. Le mécanisme est tres similaire a celui décrit précédemment et offre
d’excellentes conversions. Cependant, cette méthode est difficile a mettre en ceuvre car le
complexe de ruthénium n’est pas commercial et doit étre préparé en milieu anhydre strict et

sous atmosphere inerte en boite a gants. Cette méthode ne s’est donc pas étendue a d’autres

laboratoires.

Face aux limitations des techniques précédemment présentées, d’autres méthodes ayant recours
a ’utilisation de catalyseurs métalliques ont également vu le jour pour permettre le marquage

de structures riches en électrons et offrir de nouvelles possibilités.

I1.5.2.2.2.6. Réactions de radiofluoration en présence de complexes

métalliques

En 2011, les groupes de Hooker et Ritter ont décrit I’utilisation de complexes de palladium (IV)
pour des réactions de radiofluoration.®® Ces complexes électrophiles permettent, en présence
d’ions [*F]F, la formation d’un complexe Pd'V-8F qui joue le role de source de fluor
électrophile par inversion de polarité. Cet intermédiaire, chauffé en présence d’un autre
complexe de palladium (Il) portant le noyau aromatique a radiomarquer, permet alors la
réaction de fluoration par transmétallation entre les deux complexes de palladium. Une derniére
étape d’élimination réductrice permet 1’obtention de 1’aromatique marqué au fluor-18. Cette
méthode a été reprise par Lee et al.®® pour la synthése du fluorodeoxyestrone en deux étapes

avec un rendement de 33% (Schéma 19).
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Schéma 19: Méthode de fluoration aromatique a partir de complexes de Pd'V

Le méme groupe a développé un peu plus tard une méthode similaire en utilisant des complexes
de nickel a la place du palladium, qui offriraient de meilleurs résultats avec des temps de
réaction trés courts.’” Néanmoins, ces méthodes au palladium ou au nickel nécessitent
I’utilisation d’une boite a gants pour synthétiser les complexes métalliques et sont donc tres peu

utilisées.

D’autres réactions de fluoration aromatique en présence d’un complexe de cuivre (11) ont été
développées par le groupe de Gouverneur® a partir d’acides ou d’esters boroniques et utilisant
un couplage de type Chan-Lam.*® Le mécanisme réactionnel n’a pas été clairement élucidé mais
les groupes de Sandford et Gouverneur ont émis quelques hypothéses (Schéma 20). Lors de la
premiere étape, le complexe de cuivre pourrait subir un échange de ligand entre un groupement
triflate et un ion [*8F]F (A). Le complexe Cu'"-*8F alors formé pourrait intervenir dans une étape
de transmetallation avec le composé d’intérét borylé conduisant a un intermédiaire Ar-Cu''-18F
(B). Le complexe obtenu subirait une étape d’oxydation du cuivre II en cuivre Il (C).1% Les
auteurs émettent I’hypothése d’une oxydation par le dioxygene présent dans 1’air. Le complexe
de cuivre III peut subir une réaction d’élimination réductrice libérant 1I’aromatique fluoré ainsi
que du triflate de cuivre I (D). Enfin, le cuivre pourrait subir une étape de réoxydation en cuivre
Il permettant la fermeture du cycle catalytique (E). Cependant, le complexe de cuivre est

généralement introduit en exces par rapport au précurseur borylé. Ainsi, sa régénération n’est
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pas une etape limitante au couplage.
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Schéma 20: Mécanisme proposé du couplage de Chan-Lam utilisant un complexe de cuivre

Le catalyseur [Cu(OTf)2(Py)s] commercial posséde 1’avantage d’étre soluble dans le milieu
réactionnel et facilite donc 1’automatisation des procédés. Cette approche se montre efficace
sur une grande variété de substrats bien que la protection de fonctions protiques de type amine
ou alcool soit nécessaire.1® La synthése de la [*®F]JFDOPA peut aujourd’hui étre réalisée a partir
d’un ester boronique en utilisant cette approche (Schéma 21).1%! La fluoration est réalisée en
présence du complexe de cuivre chauffé a 110 °C, puis le produit intermédiaire est déprotégé
par action d’acide chlorhydrique concentré a 100°C afin de conduire au traceur désiré avec un
rendement de 38%.
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Schéma 21: Radiosynthese de la [*®F]FDOPA en présence d'un complexe de cuivre

De méme que les esters ou acides boroniques, les dérivés de trialkylétain sont susceptibles
d’étre utilisés pour une fluoration aromatique de type Chan-Lam en présence des mémes
catalyseurs de cuivre (11).1% Ces dérivés ont été utilisés dans des conditions similaires de

radiofluoration en présence de fluor-18.1% Cette technique a été utilisée pour le marquage du
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[*®F]MPPF, un ligand des récepteurs sérotoninergiques. Le précurseur stannylé est radiofluoré
en présence de triflate de cuivre et de pyridine & 100°C durant 15 minutes, permettant
’obtention du composé [*®F]JMPPF avec un rendement de 13% corrigé de la décroissance
(Schéma 22).
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Schéma 22: Radiosynthese du [*®F]MPPF catalysée au cuivre a partir d'un précurseur stannylé

En conclusion, il existe de nombreuses méthodes de radiofluoration pour accéder a un éventail
relativement ¢largi de motifs moléculaires et donc de traceurs disponibles pour I’imagerie TEP.
Cependant, il reste encore bien des défis a relever pour améliorer les procédés de marquage ou
accéder a de nouvelles molécules fluorées. Aujourd’hui, parmi les méthodes de marquage au
fluor-18 décrites, toutes ne sont pas tres répandues du fait de mises en pratique complexes.
C’est pourquoi, en plus des Sn2 aliphatiques, la grande majorité des réactions de radiofluoration
sont aujourd’hui centrées sur des SNAr de noyaux aromatiques appauvris en électrons, sur

I’utilisation de la catalyse au cuivre (I1) ou sur I’utilisation d’iode hypervalent.

La conception d’un radiotraceur demeure toujours relativement complexe étant données les
nombreuses limitations que comportent chaque méthode de marquage, bien que les méthodes
actuelles soient en constante amélioration et permettront certainement de fournir de nouveaux

outils synthétiques au service de la diversité pour I’imagerie TEP.

1L 1.

III. Objectifs des travaux de these
Cibles originales pour le développement de nouveaux outils pour ’imagerie TEP
en oncologie

Comme expliqué précédemment, le cancer est une maladie complexe qui présente des
hétérogénéités au niveau cellulaire difficiles a détecter. Des mutations génétiques sont souvent

a Dorigine de dérégulations de protéines, conduisant a la prolifération et la migration
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incontrdlée des cellules tumorales et a I’expansion du cancer. Dans ce contexte, la tomographie
par émission de positons serait un outil diagnostic pertinent pour la détection de ces
biomarqueurs dérégulés, permettant ainsi d’améliorer la compréhension de meécanismes
physiopathologiques mais aussi de soutenir le développement pharmaceutique de nouveaux

traitements en oncologie.

Dans ce contexte, la protéine gardienne du génome p53 est mutée et surexprimée dans un grand
nombre de cancers et favorise la prolifération ainsi que la survie des cellules tumorales. De
plus, le niveau d’expression cytoplasmique différent entre la protéine mutée et la protéine native
en font un biomarqueur potentiel pour I’imagerie TEP qui apporterait des informations quant a

I’agressivité des tumeurs qui est directement liée a I’expression de p53 mutée.

Par ailleurs, la protéine Focal Adhesion Kinase (FAK), également surexprimée dans un grand
nombre de cancers tels que les cancers du sein, du colon ou encore de la prostate, participe
également au développement du cancer. Cette protéine joue un role clé dans la migration,
I’invasion et la survie cellulaire. La surexpression de cette protéine en fait donc également un

marqueur de choix pour I’imagerie TEP.

Enfin, la sphingosine kinase 1 (SK1) joue un réle prépondérant dans la prolifération, la
migration, 1’angiogenése et la survie cellulaire. Elle se trouve étre surexprimée dans de
nombreux cancers tels que les cancers du poumon ou du foie par exemple. La surexpression de
SK1 entraine également une résistance accrue aux traitements de chimiothérapie. Ainsi, pouvoir
détecter sa présence a un stade précoce grace a I’imagerie TEP améliorerait considérablement
le diagnostic et permettrait d’orienter les traitements dans une démarche de médecine

personnalisée.

Ces trois cibles ont donc été choisies comme des biomarqueurs dérégulés dans le contexte du
cancer. L’enjeu de ce travail de these consiste au développement de nouveaux radioligands
spécifiques de ces cibles pour I’imagerie TEP. En effet, disposer de radiotraceurs de haute
affinite et spécificité pour ces cibles protéiques permettra de quantifier de maniére peu invasive
la surexpression de ces protéines pour categoriser les tumeurs, suivre leur évolution voire
évaluer D’efficacité d’un traitement ciblé. Toute cette démarche s’inscrit dans une logique de

personnalisation des traitements pour le patient au travers d’une médecine de pointe.
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Choix pertinent d’un traceur pour I’imagerie TEP

Ce travail de these consiste donc a développer de nouveaux traceurs, marqués au carbone-11
ou au fluor-18, pour I’imagerie TEP des protéines p53, FAK et SK1. Pour cela, aprés une étude
bibliographique, des pharmacophores présentant une bonne affinité pour ces cibles énoncées
Rlsht atre sélectionnés. Plusieurs paramétres sont a considérer pour concevoir le radiotraceur
optimal. Un compromis est souvent nécessaire entre une bonne affinité, une bonne sélectivité
pour la cible et des propriétés pharmacologiques prometteuses (biodistribution, métabolisme,
passage de membranes, etc.). Par ailleurs, pour que la molécule d’intérét puisse devenir un
traceur, elle doit comporter dans sa structure un atome de carbone ou de fluor dans une position
ou I’insertion du radio-isotope est réalisable grace aux techniques de marquage existantes. Si
tel est le cas, on parle alors de marquage isotopique. Cette approche est plus souvent compatible
avec un marquage au carbone-11 du fait de I’omniprésence du carbone dans les molécules
organiques et de I’importance des fonctions O-méthyle, N-méthyle ou S-méthyle dans les
composés d’intérét. De nombreuses molécules d’intérét possédent aussi un atome de fluor et
permettraient ainsi théoriquement de réaliser un marquage isotopique avec du fluor-18.
Cependant, la position de celui-ci n’est pas souvent compatible avec les techniques de
radiofluoration disponibles. Pour contourner ce probléme, une autre possibilité est de procéder
a de la pharmacomodulation. La structure possédant une bonne affinité pour la cible
sélectionnée est légerement modifiée dans le but d’y incorporer un atome de fluor dans une
position de marquage réalisable avec du fluor-18, le plus souvent au bout d’une chaine
aliphatique ou sur un cycle aromatique appauvri en électrons. Il est important de souligner
qu’une modification de structure entraine des modifications de propriétés biologiques. Il
convient alors de s’assurer que les analogues développés possédent toujours des propriétés

intéressantes vis-a-vis de leur cible biologique.

Pour développer ces traceurs, nous avons besoin de synthétiser deux molécules, qui constituent
le couple « précurseur/référence » du radiotraceur. Le composé « référence » est une molécule
possédant la méme structure chimique que le traceur, mais avec des isotopes stables (carbone-
12, fluor-19). Ce composé permet de mettre au point les opérations de purification par HPLC
semi-préparative, et de contrle-qualité du traceur synthétisé par HPLC analytique par
comparaison des temps de rétention. Le précurseur de marquage sera quant a lui utilisé pour le
radiomarquage : c’est une molécule qui posséde une fonction chimique permettant

I’introduction du radio-isotope pour former le traceur souhaité.
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Molécules ciblées

Ce travail de these consistera donc a réaliser la synthése de couples précurseur/référence basés
sur des motifs moléculaires issus de la littérature et ciblant les protéines p53, FAK et SK1. Les
références permettront la mise au point des étapes de purification et contréle qualité alors que
b tes précurseurs seront réalises les radiomarquages pour lesquels les procédés seront
optimisés et automatises. Enfin, ces traceurs originaux seront évalués in vitro et in vivo dans le
but de valider leur affinité pour leur cible et obtenir les premiéres images de la surexpression

de ces protéines sur des modéles animaux (Figure 10).
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Figure 10: Récapitulatif des cibles protéiques évaluées avec les motifs moléculaires dont s'inspirent
les développements de traceurs dans ce manuscrit

Pour la protéine p53, le composé CP31398 a été sélectionné du fait de ses propriétés avérées
de restauration des fonctions de p53 mutée.'® Poussé jusqu’en étude clinique de phase I, ce
composé possede un large spectre d’action concernant le nombre de mutations de p53 qu’il
permet de traiter. Il s’agit d’une molécule de la famille des styrylquinazolines qui peut étre
marquée isotopiquement au carbone-11 sur sa fonction méthoxy. En paralléle, des analogues
fluorés sont également envisagés pour pallier aux inconvénients du carbone-11. Dans la figure
11 sont présentés les traceurs envisagés, ainsi que les couples référence/précurseur
correspondants. Si le marquage au carbone-11 peut étre réalisé par méthylation sur un dérivée
phénol, le composé F-CP31398 imaginé possederait quant a lui un fluor-18 en position 7 du

noyau quinazoline, une modification chimique mineure qui devrait permettre de conserver les
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propriétés biologiques du composé original du fait que le fluor est un bioisostére de
I’hydrogéne. Le marquage pourra alors étre réalisé par fluoration aromatique assistée au
cuivre(Il) a partir d’un précurseur ester boronique ou trialkylstannane. En paralléle, le composé
PEG-CP31398 comportant un atome de fluor au bout d’une chaine poly(éthyléne)glycol (PEG)
est imaginé. Si la modification chimique est plus importante par rapport au composé de la
littérature, la méthode de marquage par Sn2 aliphatique a partir d’un précurseur tosylate offre
davantage de garanties quant au succes du radiomarquage. On peut finalement noter la présence
de noyaux aromatique sur sa structure, permettant la détection de ce type de composé lors des

opérations de mise au point de controle qualité.

Motif sélectionné
dans la littérature
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Figure 11: Traceurs envisagés pour cibler p53 ainsi que les couples précurseurs/références
correspondants

En ce qui concerne la protéine FAK, le groupe de Li et al.'®® a identifié le composé 7f comme
inhibiteur covalent de FAK. Cette molécule possede une tres bonne affinité ainsi qu’une bonne
sélectivité pour FAK vis-a-vis d’autres kinases. Le caractére covalent du traceur permettrait

d’accumuler ce dernier dans les cellules cancéreuses, ameliorant de ce fait le rapport signal sur
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bruit des images et la sensibilité de détection. Ainsi, un marquage isotopique au carbone-11 a
été envisagé sur la fonction carbonyle du motif acrylate. En paralléle, différents analogues
fluorés ont été imaginés ainsi que leurs précurseurs de marquage (Figure 12). Le composé Py-
FAK possede un atome de fluor en position 2 du noyau pyridine, une position favorable au
marquage par SnAr a partir d’un précurseur possédant un groupement nitro. Le composé FE-
FAK posséde quant & lui une chaine fluoroéthyle ajoutée sur la fonction sulfonamide du

composé 7f et pourrait étre radiomarqué par Sn2 a partir d’un dérivé tosylate.
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dans la littérature
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Figure 12: Traceurs envisagés pour cibler FAK ainsi que les couples précurseurs/références associés

Enfin, en ce qui concerne SK1, il existe de nombreux inhibiteurs développés dans la littérature
et basés sur le modele d’une téte polaire et d’une queue hydrophobe comme la molécule PF-
543106107 Basé sur cette structure, le groupe de Kim et al. a développé un inhibiteur de SK1
possédant une affinité comparable & PF-543.1% En utilisant la structure de ce dérivé, un

analogue fluoré a été imaginé en introduisant un atome de fluor en bout de chaine aliphatique
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(Figure 13). Le fluor-18 peut donc étre introduit par Sn2 aliphatique a partir d’un dérivé

tosylate.

Motif sélectionné
dans la littérature

VO erdy AT

PF-543 Analogue développé par Kim et al.
Cgmpose ) Référence Précurseur
radiomarqué de marquage

5o e, ’

é“ﬁ

0]

18 R FH-SK1 m m
['°F]FH-SK1 E oTs
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Figure 13 : Structure du traceur ciblant SK1 ainsi que le couple précurseur/référence correspondant
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I. La protéine pS53, un suppresseur de tumeur

Structure et fonction de p53

La protéine p53, « tumor protein 53 », aussi nommée protéine gardienne du génome, est une
protéine ubiquitaire de 393 acides amineés, codée par le gene TP53 localisé sur le chromosome
1%7. Elle est exprimée dans le noyau des cellules et intervient comme un facteur de transcription
en se liant a ’ADN de manicre spécifique afin d’activer ou de réprimer la transcription de
différents genes. Cette fonction de stabilisation du brin d’ADN survient en cas de Iésions ou de

mutations de I’ADN. 109110
La protéine p53 est composée de 5 domaines principaux'** (Figure 1.1):

e le domaine de transactivation (acides aminés 1-40) en N-terminal, qui est responsable
de I’activation transcriptionnelle et qui intervient également dans 1’interaction avec la
protéine murine double minute 2 (MDM2), une ubiquitine ligase qui régule
négativement p53

e le domaine riche en prolines (acides aminés 61-94), contrdlant la stabilisation et
I’activation de p53

e le domaine de liaison a I’ADN (DNA Binding Domain, DBD), (acides aminés 100-
300), participant a la fixation sur des séquences spécifiques d’ADN.

e le domaine de tétramérisation (acides aminés 324-355) et le domaine C-terminal
(acides aminés 360-393), participant a la fixation a I’ADN via le DBD.

e Le domaine C-terminal participe aussi & la régulation négative de p53.12

1-40 aa 61-94 aa 100-300 aa 325-355aa  360-393 aa

Domaine Domaine Domaine se liant & 'ADN Domaine de  Domaine C-

Transactivationnel riche en étramérisation terminal
prolines

Figure 1.1: Structure de la protéine p53 divisée en 5 domaines principaux
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La protéine p53 joue un réle crucial dans le maintien de 1’intégrité¢ génomique en régulant des
voies de signalisation conduisant soit a I’arrét du cycle cellulaire pour permettre la réparation
des dommages causés a I’ADN, soit & ’apoptose, ou a la sénescence cellulaire.!*>* C’est
pourquoi la protéine p53 est qualifiée de « suppresseur de tumeur » : son action de mort
programmée des cellules a ’ADN muté est déterminante pour empécher le développement

tumoral .1

Mécanismes d’action de p53

La protéine p53 agit comme un facteur de transcription, se liant a différents promoteurs de
I'éénes cibles tels que CDKN1A (qui code pour p21), MDM2, RRM2B ou BAX entre autres
(Schéma 1.1).18117 Dans une cellule saine sans dommage a I’ADN, p53 est maintenue inactive
et & un niveau d’expression trés faible grace a sa liaison avec MDM2.18 En revanche, en
réponse & un dommage a ’ADN ou a un stress, p53 va étre activée par rupture de sa liaison
avec MDMZ2, permettant son accumulation dans le noyau et initiant ses fonctions de
transcription de génes.''® Elle va ainsi activer ou réprimer leur niveau d’expression pour
engendrer 1’arrét du cycle cellulaire, I’apoptose ou des mécanismes de réparations de I’ADN.

120

ADN Stress
endommagé oxidatif

Hypoxie \ /
/ / \\

MDM2 RRM2B

Arrét du
Contrdle Réparatio
cycle Apoptose
(cellu(alre) Cnegau ) CeiADO (

chéma 1.1 : Fonctions cellulaires de p53 activées en réponse a un stress ou une mutation de I’ADN

I.3S

Mutations de p53 et cancer

Dans plus de 50% des cancers, la protéine p53 présente des mutations se situant dans son

domaine de liaison a I’ADN,'? engendrant alors 1’inaptitude de la protéine a réaliser ses
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fonctions de réparation ou de protection.}?2123124 De plus, les mutations de p53 peuvent
engendrer une oligomérisation de la protéine native inhibant ses fonctions de suppression de
tumeur. La protéine mutée s’accumule alors dans le cytoplasme des cellules tumorales ou elle
n’est plus dégradée par la machinerie cellulaire.'?>!% Les voies de signalisation impliquant p53
sont alors altérées, et la mutation de cette protéine est donc associée a un facteur de mauvais
pronostic.'?’ De plus, les tumeurs présentant la protéine mutée possédent des capacités de
chimiorésistance accrues : elles sont capables d’activer d’autres génes cibles de fagon
inappropriée. En effet, des promoteurs cellulaires non régulés initialement par la protéine p53
native comme par exemple les facteurs de croissance épithéliales (EGF) et vasculaires (VEGF)

sont activés et favorisent la progression tumorale. 28132

Diagnostics et traitements visant p53

If'es mutations de la protéine p53 sont donc liées a la progression tumorale et au mauvais
pronostic de certains cancers (prostate, colon, sein), ainsi qu’au caractére chimio- ou radio-
résistant de certaines tumeurs. Son statut au centre de nombreuses voies de signalisation
cellulaire et de mécanismes de suppression tumorale en fait donc une cible potentielle pour

I’exploration de nouvelles voies thérapeutiques contre le cancer.

La détection du caractére mutant de p53 s’effectue par biopsie.*® Une partie de la tumeur est
prélevée chez le patient, puis I’ ADN extrait est amplifié par PCR « polymerase chain reaction »
(PCR) pour aboutir a la détection de p53 mutée par électrophorese. Par ailleurs, une analyse par
immunohistochimie est également possible afin de déceler la présence de mutation de p53 en

utilisant des anticorps anti-p53.13

Différentes approches thérapeutiques existent contre les mutations oncogéniques de p53. La
thérapie génique permet la réintroduction ou 1’expression de la protéine exogene dans les
cellules tumorales afin d’initier une réponse immunitaire.**® La restauration de la conformation
native de p53 a I’aide de fragments de séquence de cette protéine est également développée.?
D’autres approches utilisant de petites molécules dérivées du noyau imidazole appelées Nutlins
ont été développées par le groupe de Vassilev*® afin de cibler 1’interaction MDM2-p53,
détournant ainsi p53 de sa dégradation et restaurant ses fonctions de contréle du cycle cellulaire.

Par ailleurs, il a été montré que p53 pourrait constituer une cible antigénique du fait de sa
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surexpression dans les cellules tumorales.

En effet, des fragments peptidiques de p53 sont utilisés afin d’induire une réponse immunitaire

anti-p53 mutée.*%’

Enfin, certaines molécules sont capables de restaurer la conformation native de p53 et donc ses

fonctions de suppresseur de tumeurs. C’est le cas des composés PRIMA-1 (et son analogue
PRIMA-1MET) ou CP31398 (Figure 1.2).138:1%9

PRIMA-1 PRIMA-1MET CP31398

Figure 1.2: Structure des composés PRIMA-1, PRIMA-1MET et CP31398

Leurs mécanismes d’action ne sont pas totalement €élucidés, mais ces composés auraient la
capacité de se lier a des résidus d’acides aminés du DBD de p53, pouvant restaurer les fonctions
cellulaires de la protéine.}4%14! |1 a été montré que les composés PRIMA-1 et PRIMA-1MET
possedent des effets cytotoxiques et induiraient 1’apoptose sur des lignées cellulaires de patients
atteints de leucémie myéloide aigiie possédant une mutation de la protéine p53.24? De plus, des
tests précliniques sur modeles murins ont révélé une activité anti-tumorale sans effet toxique
apparent.}*® Des essais cliniques de phase 1 ont été menés sur des patients atteints de cancer de
la prostate, et I’étude a montré des résultats satisfaisants quant a la toxicité tolérable du composé
ainsi qu’a son activit¢ anti-tumorale. De plus, PRIMA-1MET posséde un profil
pharmacocinétique compatible avec une utilisation en clinique.'** Le composé CP31398, quant
a lui, a démontré des effets de restauration de p53 native ainsi que de ses fonctions de

suppression tumorale sur des cellules de cancers de la peau.#
L5,

Imagerie de p53

La biopsie est une technique invasive, douloureuse pour les patients et qui ne permet pas de
rendre compte de [’hétérogénéité des tumeurs ni de la présence de métastases. Afin de réaliser
le diagnostic des mutations de p53, les recherches se portent a 1’heure actuelle vers le

développement de méthodes d’imagerie peu invasives comme I’imagerie optique. Des
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méthodes spectroscopiques ont été développées en utilisant notamment des nanoparticules d’or
possédant des fragments d’ ADN reconnus spécifiquement par p53 native.*® L’interaction p53-
MDMZ2 a par ailleurs été étudiée par imagerie de bioluminescence ou grace au développement
de sondes fluorescentes.'#"148 Plus récemment, le groupe de Zhou et al.**® a développé une

nanosonde capable de détecter I’expression de p53 mutée dans les cellules.

Bien que I’'imagerie TEP ait été utilisée pour visualiser I’expression des genes régulés par p53
avec le composé [*?*1]-FIAU (2'-fluoro-2'-deoxy-1-beta-d-arabinofuranosyl-5-[*?*IJiodouracil)

4’150

marqué a 1’iode-12 il n’existe pas a ce jour de traceur radioactif permettant de cibler

directement la surexpression de p53 mutée.

I1. Imagerie TEP de p53 : une nouvelle technique pour le suivi thérapeutique

et le développement de médicaments
L Avantages de ’'imagerie TEP de p53
La TEP est une technique d’imagerie moléculaire de haute sensibilité et quantitative qui
permettrait une réelle avancée par rapport aux techniques actuelles de détection de p53 tres
invasives comme la biopsie ou de faible pénétration tissulaire comme I’imagerie optique. De
plus, la protéine p5S3 mutée est surexprimée dans un grand nombre de cancers, faisant d’elle un
biomarqueur de choix pour I’imagerie TEP. En effet, les différences d’expression de p53 entre
I”état natif et I’état muté pourraient étre détectées grace a la grande sensibilité de la technique.
De plus, la présence de la protéine p53 mutée dans le cytoplasme cellulaire (alors que la protéine
native est confinée au noyau) la rend plus accessible pour un ciblage par un radiotraceur.
L’imagerie TEP permettrait alors un suivi thérapeutique de la progression tumorale par la
détection quantitative de la présence de p53 mutée dans le cytoplasme.’?® De plus, le
développement de radiotraceurs spécifiques de la protéine p53 mutée ouvre la voie de

1Edmpagnons diagnosticues pour accompagner le développement de thérapies ciblées.>!

CP31398 : un candidat radiotraceur de p53

La molecule CP31398 (Figure 1.3a), de la famille des styrylquinazolines, est une molécule qui
posséde la faculté de stabiliser la protéine mutée, permettant de restaurer ses fonctions par
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modification de la conformation du DBD de p53 mutée.**® Une évaluation biologique in vitro
a montré que le pharmacophore CP31398 engendrait le phénomene d’apoptose de 6 lignées
cellulaires cancéreuses sur les 9 testées.’>? De plus, il rétablirait ses fonctions de suppression
tumorale in vivo. En effet, sur des modeles murins de melanomes xénogreffés, le groupe de
Foster et al. a noté une réduction de la taille de la tumeur de 50% lorsque les animaux étaient
traités avec le composé CP31398 (Figure 1.3b, ® : souris traitées).’>® Cependant, le groupe de
Johnson et al. a montré qu’une importante toxicité du composé CP31398 a haute dose, était un
frein pour son développement clinique.*>* Néanmoins, cette toxicité n’est pas incompatible avec
une utilisation en tant que traceur pour I’imagerie TEP étant données les faibles doses (quelques

Hg) injectées chez le patient.

4509 A375.52 Melanoma 7001 pLD-1 Carcinoma
a) b) 4004 Ireatment 850 Treatment
E 3504 -
E
g
- =1
HN/\/\’T S0 -
5 ]
= E
—
N Z 1804 s ]
‘ ;
100 t—r— r T 250 T T —
OMe 123456780910 0123456780910
CP31398 Days Post Inoculation Days Post Inoculation

Figure 1.3: a) Structure du composé CP31398 b) Graphiques démontrant la réduction du volume
tumoral apres traitement avec le CP31398 : B souris controles injectées avec du sérum physiologique,
souris traitées avec le composé CP31398 deux fois par jour (®) ou une fois par jour (A )3

Ce pharmacophore a donc été choisi comme candidat radiotraceur pour cibler les dérégulations
de p53 en imagerie TEP. En effet, le composé CP31398 possede une fonction méthoxy
intéressante au niveau de laquelle le marquage isotopique au carbone-11 par méthylation est
possible. Le marquage isotopique au carbone-11 présente I’avantage de conserver la structure
du composé CP31398 a I’identique et donc de préserver ses propriétés biologiques, notamment
vis-a-vis de p53. Néanmoins, a cause de sa demi-vie courte de 20,4 minutes, le carbone-11 reste
un radioisotope limité a des activités de recherche et disponible dans peu de centre TEP. Ainsi,
le développement de radiotraceurs marqués au fluor-18, analogues du composé CP31398, doit
étre envisagé dans 1’optique de rendre accessible 1’imagerie TEP de la protéine p53 a un grand

nombre d’hdpitaux et centres de recherche.
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Objectifs des travaux

La premiére molécule envisagée est donc le CP31398 lui-méme qui peut étre marqué
isotopiquement au carbone-11 par méthylation d’un précurseur de marquage phénol (Figure
I.4a). Deux analogues fluorés marqués au fluor-18 du composé CP31398 sont également
‘%ﬁ'visagés. Le premier composé nommeé F-CP31398 posséde une structure trés similaire au
composé CP31398 avec un atome de fluor sur la position 7 du motif quinazoline. Le fluor étant
un bioisostére de I’hydrogéne, des propriétés similaires a celles du CP31398 sont attendues
bien qu’une modification de la distribution électronique soit engendrée. Cependant, cette
approche est risquée d’un point de vue radiomarquage au fluor-18. En effet, le motif quinazoline
est riche en électrons et ’introduction de 1’ion fluorure [*8F]F" par substitution nucléophile
aromatique n’est pas envisageable. A la place, un couplage de type Chan-Lam entre un ester
boronique ou un dérivé stannylé et I’ion [®F]F peut étre envisagé (Figure 1.4b). Enfin, un
deuxieme analogue du composé CP31398 nommé PEG-CP31398 et possédant une chaine de
type polyéthyléne glycol (PEG) est envisagé (Figure 1.4b). Bien que les modifications de
structures soient plus importantes comparé au composé F-CP31398, le radiomarquage par
substitution nucléophile aliphatique sur un groupement partant de type tosylate est largement
décrit dans la littérature avec d’excellents rendements.*>>%® De plus, la chaine PEG représente
un bon compromis entre lipophilie et solubilité en milieu aqueux in vivo, tout en possédant une

bonne stabilité métabolique.?>"1%8

a HN/\/\N HN/\/\N HN/\/\N
W11 “@ “@ o
['"cicP31398 ['®F]F-CP31398 Me  ['®F]PEG-CP31398 o 18
b) HN/\/\I\‘I/ HN/\/\T/ HN/\/\I\‘I/
OH OMe 0> "0r
Précurseur Précurseur Précurseur
CP31398 F-CP31398 PEG-CP31398

R = BR'; ou SnR"3

Figure 1.4: Objectifs des travaux: a) Radiotraceurs dérivés du composé CP31398 envisagés b)
précurseurs de marquage associés
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ITII. Synthése des composés CP31398, F-CP31398 et PEG-CP31398 et de

leurs précurseurs de marquage

Synthése du composé CP31398 et de son précurseur de marquage

Formation de I’intermédiaire styrylquinazolin-4(3H)-one

Iﬁign d’aboutir au composé CP31398 et a son précurseur de marquage par une unique voie de
synthése, une rétrosynthése dans laquelle le composé CP31398 peut étre obtenu par
mtléltlhly}étion du dérivé phénol correspondant est proposee. (Schéma 1.2). Le composé phénol
sera par ailleurs le précurseur de marquage pour la méthylation au carbone-11. Il peut lui-méme
étre synthétisé a partir de la 2-méthylquinazolin-4(3H)-one commerciale par condensations
successives du motif phénol puis de la chaine diaminopropyle en s’inspirant de la synthése du

composé CP31398 décrite dans la littérature par Mularski et al. en 2019.*%°

HN/\/\N HN/\/\N
)\/\©\ Précurseur de OH
CP31398 marquage Styrylquinazolin-4(3H)-one

carbone-11

U

(0]
&NH
NN
2-méthylquinazolin-4(3H)-one

Schéma 1.2: Analyse rétrosynthétique menant au composé CP31398 et a son précurseur de marquage

En s’inspirant des travaux de Mularski et al.,*>® une réaction de condensation a été réalisée entre
la 2-méthylquinazolin-4(3H)-one et le 4-hydroxybenzaldéhyde en présence d’acétate de
potassium dans ’acide acétique a 110°C pour conduire au composé 1 avec un rendement de
80% (Schéma 1.3). Afin de réaliser I’activation du motif quinazoline en vue de I’alkylation avec
la chaine diaminopropyle, la fonction phénol a dans un premier temps été protégee par un éther
silylé pour conduire au compose 2 avec un rendement de 97%. Le motif quinazolin-4(3H)-one
est ensuite fonctionnalisé sous la forme d’un tosylate en s’inspirant des travaux de Mularski et
al.’® pour conduire au composé 3 avec un rendement de 77%. Une substitution nucléophile
aromatique de la N*N!-diméthylpropane-1,3-diamine sur le composé activé 3 suivie d’une
déprotection de I’éther de silyle en conditions acides ménent au composé 4 avec un rendement

de 70% sur 2 étapes. Cependant, les analyses RMN et LC-MS ont montré une pureté du
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composé 4 non satisfaisante avec la présence de 10% de composé 1 malgré plusieurs étapes de
purifications chromatographiques en phase normale et en phase inverse. En tant que précurseur
de marquage, ce composé nécessite une pureté >95% ; ainsi, d’autres conditions de synthéese

ont alors été envisagées.

O
NH AcOK TBSCI, imidazole ©\)L
N/)\ AcOH )\/\©\ DMF, t.a., 18h )\/\©\
110°C, 24h 80% 2 97% oTBS
TsCl, TEA,
SN \

N NH, DMAP
| v 2Hol 1) 7NN N DCM, ta, 15h
_ AoN.soc.an
P
oTBS

2) HCI conc., MeOH
OH 65°C, 2h
4 (impur), 70% 3,77%

Schéma 1.3: Synthese du composé 4 en passant par I’intermédiaire styrylquinazolin-4(3H)-one

Tout en conservant une stratégie de synthése similaire, I’activation du noyau quinazoline peut
étre réalisée par chloration de composé 1 en présence de chlorure de thionyle en s’inspirant de
la littérature (Schéma 1.4).1%° Cette approche ne nécessite pas la protection de la fonction phénol
et conduit a un intermédiaire chloré qui n’a pas €té isolé. Sur ce dernier est effectuée une
réaction de substitution nucléophile aromatique avec la N*,N-diméthylpropane-1,3-diamine
dans le dioxane a reflux, suivie d’un traitement acide afin d’obtenir le composé 4 sous forme
de chlorhydrate avec un rendement de 48%. Dans ces conditions également, les analyses LC-
MS et RMN ont montré que le composé 4 est obtenu en mélange inséparable avec le composé

1 de départ.

‘ HN/\/\N/

(¢]
AN~ NH2 \
NH =
SOCIZ 1,4-dioxane, reflux, 3h * 2 HCI
N/ = N
DMF ) HCI dans MeOH N
OoH 70°C, 20min ta, 10min OH
1

4 (impur), 48%

Schéma 1.4: Synthése du composé 4 par activation au chlorure de thionyle

Pour pallier a ce probleme de pureté, une autre approche a été explorée pour introduire la chaine
diaminopropyle par couplage en s’inspirant de la méthode décrite par Wan et al.*®%, La réaction
entre le composé 1 et la N'N!-diméthylpropane-1,3-diamine en présence
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d’hexafluorophosphate de benzotriazol-1-yloxytris(diméthylamino)phosphonium  (BOP)
comme agent de couplage et de 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundéc-7-ene (DBU) dans I’ACN a
température ambiante a mené a la formation du compose 4 souhaité (41%), mais également a
la formation du composé 5 majoritaire (59%) résultant d’une condensation du composé 1 sur
lui-méme via la fonction phénol (Schéma 1.5). La protection de la fonction hydroxyle est donc

indispensable pour éviter une réaction de couplage du composé 1 sur lui-méme.

1) BOP, DBU

ACN ta, 24h

@* o (o e @*
4
87%, (ratio 4:5 41:59) Cﬁ\/ _
N
OH

Schéma 1.5: Synthése du composé 4 a partir du composé 1 via une réaction de couplage

112 Formation de I’intermédiaire quinazolin-4-yl

Compte-tenu des difficultés rencontrées dans 1’approche précédente, notamment avec la
fonction phénol, une nouvelle approche a été envisagéee dans laquelle le fragment phénol est
introduit apres la chaine diaminopropyle, toujours a partir de la 2-méthylquinazolin-4(3H)-one

commerciale (Schéma 1.6).

HN/\/\N HN/\/\N WN/\/\T/
>N
Précurseur de OH
CP31398 marquage Quinazolin-4-yl
carbone-11 \U/

Schéma 1.6: Approche rétrosynthétique par formation d’un intermédiaire quiazolin-4-yl

En s’inspirant de la méthode de Wan et al.?, la condensation de la N*,N*-diméthylpropane-
1,3-diamine sur la 2-méthylquinazolin-4(3H)-one par couplage a permis d’aboutir au composé

6 avec un rendement de 70% (Schéma 1.7). Les différentes conditions testées pour réaliser la
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condensation du 4-hydroxybenzaldéhyde sur le composé 6 sont résumées dans le Tableau I.1.
Une premiere condensation a été réalisée en présence d’acétate de potassium dans 1’acide
acetique a 100°C, conditions qui ont permis 1’obtention du composé 1 dans la premiére
approche. (Tableau 1.1, entrée 1). Dans ce cas, seule une trés faible quantité du produit désiré 4
est détectée par LC-MS avec 98% du produit de départ 6 restant. L’ajout d’iodure de
tétrabutylammonium comme catalyseur de la réaction n’a pas non plus permis la formation du
produit désiré (Tableau 1.1, entrée 2). Enfin, I’utilisation d’une base plus forte comme

I’hydroxyde de potassium a entrainé une dégradation partielle du composé 6 (Tableau 1.1,

entrée 3).
‘ e CHO Fe N
0 N _AUNH, HN/\/\T /©/ HN T
NH  BOP, DBU Y HO ©\)§N
—_— — X =
N/)\ ACN, ta, 24h N/)\ réactifs, solvant N/ Z
100°C, 15h
6, 70% 4 OH

(Voir tableau 1.1)

Schéma 1.7: Essai de synthése du composé 4 par un intermédiaire quinazolin-4-yl

Entrée | Catalyseur Base Solvant 6 4
1 - AcOK AcOH 98% <2%
2 TBAI AcOK AcOH 100% 0%
3 - KOH H20 95% 0%

Tableau 1.1: Conditions testées pour la condensation entre le 4-hydroxybenzaldéhyde et le composé 6

La stratégie employée ici n’a pas permis d’obtenir le composé 4 souhaité. En effet, I’étape de
condensation du benzaldéhyde sur le composé 6 possédant déja la chaine N N!-
diméthylpropane-1,3-diamine ne fonctionne pas malgré les conditions testées. Cela peut étre
dd a une densité électronique trop importante du composé 6 ne permettant pas de réaliser la

réaction de condensation.
ML.1.3.

Synthése du précurseur de marquage par déméthylation de CP31398

Compte-tenu des résultats négatifs des différentes approches explorées précédemment et de
I’importance de la protection de la fonction phénol, une nouvelle stratégie a été envisagee

(Schema 1.8). Dans cette approche, le précurseur phénol est obtenu par démethylation du
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composé CP31398 lui-méme synthétisé a partir de la 2-méthylquinazolin-4(3H)-one selon une
méthode décrite dans la littérature.1®2

N/\/\NH N/\/\NH o
NH
“ﬁ mi el
Précurseur OM
de marquage CP31398 OMe
carbone-11 U

o)
NH
N/)\

Schéma 1.8: Approche par déméthylation du composé CP31398

Ainsi, une réaction de condensation entre la 2-méthylquinazolin-4(3H)-one et le p-anisaldéhyde
(PAN) en présence d’acétate de potassium dans 1’acide acétique a 110°C durant 30h a permis
d’obtenir le composé 7 avec un rendement de 75% (Schéma 1.9). Ensuite, une réaction de
couplage avec la N*,N!-diméthylpropane-1,3-diamine en présence de BOP et de DBU dans
I’ACN, suivie d’un traitement acide a permis d’obtenir le composé¢ CP31398 sous la forme d’un
chlorhydrate avec un rendement de 92%. Le composé CP31398 a été obtenu en 2 étapes avec
un rendement global de 69%, supérieur a celui décrit par le groupe de Sutherland et al.%? (44%

en 2 étapes) passant par un intermédiaire chloré.

1) BOP, DBU
(@] H N/\/\’\‘I HN/\/\T/
& ACH.{a. 240 SN ol
)\ AcOK, AcOH 2) HCI, MeOH A
110°C, 30h N
7, 75% OMe CP31398, 92% OMe

Schéma 1.9: Synthese du composé CP31398

Enfin, la réaction de déméthylation du composé CP31398 inspirée des travaux de Newman et
al.’%? en présence de sulfure de sodium a haute température dans la N-méthyl-2-pyrrolidone a
conduit au composé 4 avec un rendement de 75% (Schéma 1.10). Le précurseur de marquage 4

a donc été obtenu avec un rendement de 52% sur 3 étapes et une pureté > 95%.
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)\/\©\ NMP, 140°C, 6h
CP31398 4,75%

Schéma 1.10: Synthése du précurseur de marquage 4 par déméthylation du composé CP31398

Synthése des analogues fluorés du composé CP31398

I11.1.4.1. Synthése du composé PEG-CP31398 et de son précurseur de

La stratégie proposée pour obtenir le composé PEG-CP31398 et son précurseur de marquage
posseédant une fonction tosyle passe par une alkylation de la fonction phénol du composé 4

précédemment synthétisé (Schéma 1.11).

N/\/\N N/\/\N
PEG-CP31398 R = (CH,) QO(CHZ >
Précurseur R= (CH )20(CH2),0Ts

Schéma 1.11: Analyse rétrosynthétique pour I’obtention du composé PEG-CP31398 et de son
précurseur de marquage au fluor-18

En utilisant le composé 4 préparé précédemment, le couple référence et précurseur du dérivé
PEG-CP31398 a été synthétisé par alkylation de la fonction phénol avec du diéthyléne glycol
di p-toluénesulfonate pour le précurseur de marquage ou par la molécule 8% pour la référence
fluorée, avec des rendements de 38% et 25% respectivement. Ces rendements moyens sont dus
a de multiples étapes de purifications nécessaires a I’obtention des composés PEG-CP31398
et 9 avec des puretés >95% (Schéma 1.12). Ainsi, le compose PEG-CP31398 et son précurseur
de marquage 9 ont été obtenus avec des rendements globaux de 20% et 13% sur 4 étapes

respectivement.
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TSO\/\O/\/X

CSZCO3

Q\)\ AN ©\)\
ta, 24-48h
0>

X= PEG-CP31398 X=F  38%
X= OTs 9 X=0Ts 25%

Schéma 1.12: Synthése du composé PEG-CP31398 et de son précurseur de marquage 9 a partir du
dérivé phénol 4

I11.1.4.2. Synthése du composé F-CP31398 et de son précurseur de marquage

La synthése du dérivé F-CP31398 différe des voies de synthéses utilisées pour les composes
PEG-CP31398 ou CP31398. En effet, pour obtenir le composé référence, 1’atome de fluor doit
étre présent des le début de la synthése sur la position 7 de la 2-méthylquinazolin-4(3H)-one.
Cependant, la stratégie générale reste similaire a celle employée auparavant. De méme, le
précurseur de marquage du composé F-CP31398 peut étre obtenu a partir de la 7-bromo-2-

méthylquinazolin-4(3H)-one (Schéma 1.13).

N/\/\N
F- CP31398 =
Précurseur X Bp|nouSnR3 X

Br X:Br

Schéma 1.13: Analyse rétrosynthétique menant au composé F-CP31398 et a ses précurseurs de

marquage au fluor-18

La voie de synthése employée pour aboutir au composé 10 s’inspire de la littérature (schéma
1.14).154165 premigrement, 1’acide 2-amino-4-fluorobenzoique commercial est traité avec de
I’anhydride acétique a 120°C durant 3h, puis avec de I’ammoniaque a 120°C pendant 4h pour
permettre la cyclisation vers le pharmacophore 2-méthylquinazolinone 10 avec un rendement
de 66% sur deux étapes. Comme préecédemment, la condensation du composé 10 avec le PAN
est réalisée en présence d’AcOK dans ’acide acétique a 110°C durant 24h pour obtenir le
composé 11 avec un rendement de 55%. Ensuite, la N* N-diméthylpropane-1,3-diamine est
introduite via un couplage en présence de BOP et de DBU dans I’ACN a température ambiante
pour obtenir le composé F-CP31398 sous forme de chlorhydrate avec un rendement de 90%.
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Au final, le composé F-CP31398 est obtenu en 4 étapes avec un rendement global de 33%.

o) o)
1) Ac,0 PAN
OH 120°C, 3h N __ACOK
—_— / /
F NH,  2)NHz(aq) F N AcOH

120°C, 4h
10, 66% 110°C, 24h 11, 55%

N/\/\NHZ

BOP DBU
ACN, ta, 24h

HN/\/\N/

\
/@\)*N - 2 HCI
F NM\@\

F-CP31398, 90% OMe

Schéma 1.14: Synthese du composé F-CP31398

Par analogie, la synthése du dérivé brome 13 a partir de la 7-bromo-2-méthylquinazolin-4(3H)-
one commerciale a été réalisee avec un rendement global de 38% sur 2 étapes (Schéma 1.15).

o o) HN/\/\N
/\/\
NH PAN NH >N NH,
)\ AcOK \
_ —_— A=
Br N AcOH Br N
110°C, 24h BOP, DBU
; ACN, ta, 24h
12, 75% OMe 13, 51%

Schéma 1.15: Synthése du dérivé bromé 13

Plusieurs approches ont alors été étudiées afin d’aboutir a un précurseur de marquage soit sous
la forme d’un ester boronique soit sous la forme d’un dérivé stannylé. Afin de former ’ester
boronique de pinacol 14, un couplage de Suzuki-Miyaura a été réalisé entre le composé 13 et
le bis(pinacolato)dibore dans un mélange eau/1,4-dioxane a 110°C pendant 18h (Schéma 1.16).
Dans ces conditions, seul le composé 15 (CP31398) a été observé. En revanche, la formation
de précurseurs stanniques a partir du composé 13 par couplage de Stille catalysé au palladium
dans le 1,4-dioxane a 100°C durant 18h a pu étre réalisée a partir de deux sources d’étain. Ainsi,
les précurseurs tributylétain 16 et triméethylétain 17 ont été obtenus respectivement avec des
rendements de 63% et 69%. Ainsi, les précurseurs 16 et 17 ont été obtenus respectivement avec

des rendements globaux de 24% et 26% en 3 étapes.
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HN/\/\T/ HN/\/\I\‘I/
N >N
~ = + — =
B,pin, H N Bpin N
Pd(dppf)Cl,
AcOK OMe OMe
dioxane/H,0 15 (CP31398), 41% 14, 0%

90°C, 18h

HN/\/\N/

ReSny
Pd(PPh3), NN
dioxane HN l\‘l
100°C, 18h /@\)%N

16 R = Bu 63%
17 R = Me 69%

Schéma 1.16: Synthése des précurseurs de marquage du composé F-CP31398

IV. Radiomarquage au carbone-11 des structures moléculaires ciblant p53

UEs Marquage isotopique au carbone-11 du composé CP31398

Le marquage isotopique au carbone-11 du composé CP31398 a partir du phénol 4 (1 mg) a été
exploré en utilisant I’iodure de méthyle [**C]CHsl ou le triflate de méthyle [*'C]CHsOTf
comme agents de radiométhylation (Schéma 1.17). Différentes conditions réactionnelles (bases,
solvants, températures) ont été testées et sont résumées dans le tableau 1.2. Les essais de
radiomarquage ont été conduits sur des modules de synthése GE Tracerlab™ FX C Pro et
iPhase C-11 Pro2®. Le rendement radiochimique (RRC) est mesuré aprés purification par
HPLC semi-préparative comme le ratio de I’activité de produit final mesurée dans un
activimétre par rapport a activité initiale de [*!C]JCHsl ou [*!C]JCHsOTf mesurée dans le
réacteur de synthése.

AN AN
HN ““ ["MCICH3l ou HN T
©\)§N ["CICH;OTf ©\)§N
_—
N/ = Base, solvant N/ Z
température, 5 min 11cH
OH <o
4 (1 mg) ["cicP31398

Schéma 1.17 : Synthese du [**C]CP31398 par radiométhylation du composé 4

66



Développement de radiotraceurs pour ['imagerie TEP de la protéine p53

Un premier essai de marquage du composé 4 avec du [*'C]CHsl a été mené dans 1’acétone en
présence de soude a 50 °C durant 5 minutes (Tableau 1.2, entrée 1). Dans ces conditions, aucun
produit n’a été obtenu. Le méme résultat a été observé avec du [*!CJCH3sOTf dans les mémes
conditions (Tableau 1.2, entrée 2). L utilisation d’une autre base comme le carbonate de césium
au pKa plus proche de celui du phénol 4 (~10) dans un solvant au point d’ébullition plus élevé
comme le DMF a permis d’observer des traces du composé [*!1C]CP31398 en HPLC (Tableau
1.2, entrée 3). Cependant, la conversion faible ainsi que la détection de nombreux sous-produits
(possiblement la formation d’un dérivé triméthylammonium) ont orienté les conditions de
réaction vers un changement de base. Ainsi, une réaction de methylation en présence de tert-
butanolate de potassium (t-BuOK) et de [*'C]CH3l a été menée dans le DMF a 80°C (Tableau
1.2, entrée 4). Dans ces conditions, des traces de [*'*C]CP31398 ont été détectées en HPLC mais
n’ont pu étre isolées. Afin de réduire la formation de sous-produits présents lors des essais dans
le DMF, la réaction a été réalisée dans la 2-butanone. Un premier essai a été réalisé avec du
carbonate de césium & 80°C en utilisant le [**C]CH3;OTf comme agent de méthylation, mais
aucun produit n’a pu étre détecté dans ces conditions (Tableau 1.2, entrée 5). En présence de
[*!C]CHsl et de t-BuOK a 80 °C pendant 5 minutes, des traces du composé [1*C]CP31398 ont
été observées sans autres sous-produits que du [!C]CHsl n’ayant pas réagi (Tableau 1.2, entrée
6). Il a donc été décidé de mener ce marquage dans les mémes conditions en utilisant le
[*!C]ICHsOTf plus réactif (Tableau 1.2, entrée 7). Dans ces conditions, le composé
[11C]CP31398 a été isolé avec un rendement radiochimique corrigé de la décroissance de 42 +
13% (n = 6) aprés purification par HPLC semi-préparative (Figure 1.5). Les activités de
[1!C]CP31398 obtenues sont comprises entre 300 et 1600 MBq (=500 MBg/mL) (n = 6) pour
un temps de radiosynthese de 45 minutes. Ces activités permettront d’effectuer de I’imagerie

TEP in vivo. En effet, environ 200 MBg/mL sont nécessaires pour 1’injection chez le rongeur.
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Entrée? | Agent de méthylation  Base Solvant Température (°C) RRC (%)°

1 [**C]CHal NaOH  Acetone 50 -

2 [“'C]CH:OTf NaOH  Acetone 50 -

3 [**C]CHGl Cs:CO3s  DMF 80 Traces

4 [*C]CHEal t-BUOK  DMF 80 Traces

5 [*!C]CHsOTf Cs,COs Butanone 80 -

6 [**C]CHal t-BuOK Butanone 80 Traces

7 [\'C]CH:OTf t-BuOK Butanone 80 42

3L es expériences ont été réalisées deux fois
®Le RRC est mesuré comme le ratio de Dactivité en [*'C]CP31398 isolé aprés purification par HPLC semi-
préparative sur I’activité de [**C]CHsl ou de [**C]CH3;OTf initiale mesurée dans le réacteur

Tableau 1.2: Conditions de radiomarquage testées pour le composé [**C]CP31398

[tiC]cP31398

Radioactivité

34:54 16:35:42 16:36:31 16:38:08 16:39:45
25/01/2023 25/01/2023 35/01/2023 25/03/2023% 25/01/2023 25/01/2023 25012023

Figure 1.5: Purification par HPLC semi-préparative avec détection UV (254 nm, courbe violette) et
gamma (courbe rouge) du composé ['*C]CP31398 réalisée en phase inverse.

Un contrdle qualité réalisé par HPLC analytique en phase inverse avec détection UV et gamma
(Figure 1.6) a permis de démontrer que le composé [*!*C]CP31398 est obtenu avec des puretés
chimiques et radiochimiques >99% et une activité molaire de 39 + 12 GBg/umol (n = 6) apres
reformulation sur une cartouche C18. Cette activité molaire se situe dans I’ordre de grandeur
des autres traceurs prépares au laboratoire (entre 30 et 120 GBg/umol), et est compatible avec
une injection in vivo. Ainsi, I’optimisation des conditions de marquage conduisant au COMposé
[1!C]CP31398 a permis d’obtenir le radiotraceur « prét pour I’injection » avec une quantité

d’activité suffisante pour une évaluation in vivo.
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Figure 1.6 : Controle qualité du [**C]CP31398 réalisé par HPLC analytique avec détection UV (359
nm) et gamma (mV). a) Chromatogramme UV du composé CP31398 de référence non radioactif b)
Chromatogramme UV du composé [1*C]CP31398 ¢) Chromatogramme gamma du composé
[1*C]CP31398

V.. Radiomarquages au fluor-18 des composés PEG-CP31398 et F-CP31398

Radiomarquage du composé PEG-CP31398

Le radiomarquage au fluor-18 du précurseur 9 a été réalisé dans des conditions standards de
radiofluoration en présence du complexe K['®F]F-Kz2 dans le DMSO par Sn2 sur le
groupement partant tosylate a partir de 4 mg de précurseur (Schéma 1.18). Ces essais de
marquages ont été conduits sur des modules de synthése GE Tracerlab® FX FN et Trasis
AllINONe® (AiO). Plusieurs conditions de réaction ont été explorées afin d’optimiser le
marquage du précurseur 9 et la conversion radiochimique (RCC) a été évaluée par radio-CCM
(Tableau 1.3).
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HN/\/\I\‘I/ HN/\/\N
SN K[“‘F]F Koz Sy
NTNF DMSO
o température,
O/\/ \/\OTS temps O/\/ \/\18F
9 (4 mg) ['®FIPEG-CP31398

Schéma 1.18: Radiomarquage au fluor-18 du composé [*F]PEG-CP31398

Le marquage du précurseur 9 a été réalisé dans un premier temps dans le DMSO a 80°C durant
5 et 10 min (Tableau 1.3, entrées 1 et 2). Dans les deux cas, une faible conversion de 3% a été
observée, 97% de I’activité restante correspondant aux ions [®F]F n’ayant pas réagi. Une
augmentation de température de réaction a 120°C a permis d’augmenter la conversion jusqu’a
6% (Tableau 1.3, entrée 3) alors qu’une température de 160°C durant 5 minutes a permis
d’obtenir une conversion en [**FJPEG-CP31398 de 37% (Tableau 1.3, entrée 4). Un exemple
de radio-CCM montrant cette conversion de 37% est présentée en Figure 1.7. Afin d’observer
si un temps de réaction plus long permettrait d’augmenter cette conversion, la réaction de
marquage a été réalisée durant 10 minutes a 160°C (Tableau 1.3, entrée 5). Dans ces conditions,

une conversion similaire de 31% est mesurée.

Entrée® | Température (°C) Temps (min) RCC (%)°
1 80 5 3
2 80 10 3
3 120 5 6
4° 140 5 37
5¢ 160 10 31

3L es expériences ont été réalisées une fois
®La conversion en [*®F]CP31398 a été mesurée par radio-CCM par rapport aux ions fluorures n’ayant pas réagi
°Expériences réalisées deux fois

Tableau 1.3: Conditions testées pour le radiomarquage du composé 9 au fluor-18
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Figure 1.7: Radio-CCM montrant la conversion en [®F]PEG-CP31398 (37%) par rapport aux ions
[FIF

Le radiomarquage automatisé du composé 9 a été réalisé sur un module de synthese AiO dans
les conditions optimales déterminées précédemment. La purification du composé brut a été
réalisée par chromatographie semi-préparative sur colonne Zorbax C18 en utilisant un mélange
H>O/ACN/TFA 75/25/0,1 viviv comme éluant (Figure 1.8). Une étape de formulation sur
cartouche C18 a permis d’obtenir le composé [*8F]PEG-CP31398 (2,3 + 1 GBq) en 50 minutes

de synthese avec un rendement corrigé de la décroissance de 10% + 4 (n = 4).
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Figure 1.8: Purification du [*®F]PEG-CP31398 par HPLC semi-préparative avec détection UV (254

nm) et gamma en phase inverse. a) Chromatogramme

gamma du composé [**F]PEG-CP31398 par

HPLC semi préparative en phase inverse b) Chromatogramme UV du composé [**F]PEG-CP31398
par HPLC semi préparative en phase inverse

Le contrble qualité a été effectué par HPLC analytique avec une détection UV (254 nm) et

gamma afin de s’assurer de la pureté chimique et radiochimique du composé synthétise (Figure

1.9). Le composé [*®F]PEG-CP31398 a été obtenu avec une pureté chimique et radiochimique

supérieure a 99% et une activité molaire de 80 + 39

72
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Figure 1.9: Controle qualité du composé [**F]PEG-CP31398 réalisé par HPLC analytique avec
détection UV (254 nm) et gamma. a) Chromatogramme UV du composé PEG-CP31398 de référence
non radioactif b) Chromatogramme UV du composé [**F]PEG-CP31398 ¢) Chromatogramme gamma

du composé [**F]PEG-CP31398

En conclusion, I’optimisation des conditions de marquage du composé [*8F][PEG-CP31398 a
permis d’obtenir le traceur « prét pour injection » avec une quantité d’activité suffisante, une
excellente pureté chimique et radiochimique ainsi qu’une activité spécifique permettant

de’utiliser ce traceur en imagerie TEP in vivo.

Radiomarquage du composé F-CP31398

Afin d’obtenir le radiotraceur [*®F]F-CP31398, la radiofluoration des précurseurs 16 et 17 (4
mg) a été étudiée en s’inspirant des conditions de marquage décrites dans la littérature (Schéma

1.19).1%¢ Ces essais ont été réalisés dans un automate de synthése AiO.
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WSS e HN "N
\ K['*FIF \
SN Cu(OTf),Py4 (2,5 eq) >N
—_———
R NZ NF solvant, 18 N

temps, température

OMe OMe

R = SnBu; 16 (4 mg) ['®F]F-CP31398

R = SnMe; 17 (4 mg)

Schéma 1.19 : Radiomarquages des précurseurs stannilés 16 et 17 conduisant au composé [*F]F-
CP31398

Les différentes conditions testées sont résumées dans le Tableau 1.4. La conversion en [*¢F]F-
CP31398 a été mesurée par radio-HPLC sur le produit brut. Conformément aux conditions
standards de la littérature,'®® 4 mg de précurseurs et 2,5 équivalents (par rapport au précurseur
de marquage) de complexe de cuivre (1) ont été utilisés. La radiofluoration du composé 16
réalisée dans le diméthylacétamide (DMA) a 110°C durant 10 minutes, selon les conditions
standards de la littérature,'® n’a pas permis d’observer la formation du composé désiré (Tableau
1.4, entrée 1). L utilisation d’un précurseur triméthyl étain réputé plus réactif dans les mémes
conditions?®”1%8 n’a pas non plus montré la formation du composé [*8F]F-CP31398 aprés 10 ou
20 minutes de réaction (Tableau 1.4, entrées 2 et 3). 1l a été montré dans la littérature que
I’utilisation de 1,2-diméthyl-2-imidazolidinone (DMI) comme solvant donnait de meilleurs
résultats que le DMA pour la radiofluoriation de dérivés stannilés.'®® Néanmoins, la
radiofluoration du précurseur 17 dans le DMI a 110°C pendant 20 minutes n’a pas non plus
permis d’observer la formation du composé [*8F]F-CP31398 (Tableau 1.4, entrée 3). Enfin,
I’augmentation de la température de réaction a 140°C dans les mémes conditions que
précédemment a conduit a I’observation de traces du composé [*®F]JF-CP31398 (Tableau 1.4,
entrée 5). Une température de réaction supérieure conduit a une dégradation du précurseur.
Malgré les conditions testées, le composé [ F]JF-CP31398 n’a pas pu étre obtenu dans des
quantités suffisantes pour envisager une évaluation biologique. La présence d’un groupement
amine non protégé sur le noyau aromatique peut s’avérer délétére pour ce type de

marquage. 8190
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Entrée? | Précurseur Solvant Temps (min) Température (°C) Conversion (%)°
1 16 DMA 10 110 -
2 17 DMA 10 110 -
3¢ 17 DMA 20 110 -
4 17 DMI 20 110 -
5 17 DMI 20 140 <1%

3_es expériences ont été réalisées en duplica
bLa conversion a été évaluée par radio-HPLC du brut réactionnel
°Expérience réalisée une seule fois

Tableau 1.4: Conditions de radiofluoration testées pour le marquage des précurseurs stannylés 16 et
17

VI. Evaluation biologique des traceurs ciblant pS3

Etude de la liaison entre le composé [* FJ[PEG-CP31398 et p53

W{-Paffinité du composé CP31398, et donc de son homologue marqué isotopiquement au
carbone-11, n’est pas & démontrer,>3170 il est important de vérifier que les analogues fluorés
synthétisés et dont la structure chimique a été modifiée ciblent toujours la protéine. Dans le but
d’évaluer leur liaison avec la protéine, un premier test de « binding » a été effectué sur des
cellules humaines HEK-293T surexprimant artificiellement la protéine p53. 1l consiste a étudier
la liaison existante entre la protéine p53 et le traceur a I’équilibre via I’introduction d’une
quantité croissante de traceur par rapport a une quantité constante de cellules, et donc de
protéine. En collaboration avec le laboratoire SIMOS du CEA-Saclay, ces cellules ont été
cultivées puis transfectées avec un plasmide GFP-p53 afin d’obtenir une surexpression de la
protéine dans les cellules, la « Green Fluorescent Protein » (GFP) servant de témoin pour la
bonne réalisation de la transfection. En effet, une expérience de microscopie par fluorescence
a bien démontré une co-localisation de la GFP avec les cellules HEK-293T (Figure 1.10),

indiquant que les cellules ont bien internalisé le plasmide et donc expriment la protéine p53.
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Figure 1.10: Microscopie (Nikon Eclipse TI, grossissement x10) réalisée sur cellules HEK-239T
transfectées avec le plasmide GFP-p53. a) Observation des cellules HEK-239T transfectées b)
Microscopie de fluorescence montrant la co-localisation des cellules avec la GFP

Les cellules transfectées ont alors été incubées pendant 90 min a 37 °C avec différentes
concentrations (1, 10 et 50 nM) du composé [*8F]PEG-CP31398 puis, aprés plusieurs lavages
et centrifugations, ’activité du culot cellulaire est mesurée au compteur gamma (Figure 1.11).
Une augmentation de la radioactivité est observée dans les cellules avec 1’augmentation de la
concentration en [*®F]JPEG-CP31398, démontrant ainsi la fixation du composé sur les cellules.
Afin de vérifier que la radioactivité mesurée est bien due a une fixation spécifique du traceur
[*®F]PEG-CP31398, une expérience de pré-saturation a alors été réalisée. Elle a pour but de
saturer les sites de fixation possibles du radiotraceur avec son équivalent non radioactif
(CP31398), ne laissant alors libres que les sites de fixation non spécifiques qui sont, par
définition, non saturables. Ainsi, dans cette expérience, les cellules sont dans un premier temps
incubées avec une grande quantité (excés molaire d’un facteur 100) de composé CP31398 non
radioactif (saturation des sites de fixation spécifiques) avant I’incubation avec les mémes
concentrations (1, 10 et 50 nM) de [*8F]JPEG-CP31398 que précédemment (Figure 1.11). Dans
ces conditions de pré-saturation, une extinction significative (p < 0.0005) d’environ 80% du
signal radioactif est observée dans les cellules incubées avec 50 nM de [*®F]PEG-CP31398,
démontrant une fixation spécifique du radiotraceur dans les cellules. Cette expérience
montrerait donc que la proportion de liaisons non spécifiques sur les cellules est d’environ 20%.
Cette fixation du traceur non spécifique peut étre liée a une liaison du composé sur la membrane

des cellules, ou bien a des amas de protéines présents dans le milieu d’incubation.
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Figure 1.11: Expériences de binding sur cellules HEK-293T transfectées avec le plasmide GFP-p53 &
différentes concentrations (1, 10 et 50 nM) de [*®F]PEG-CP31398 avec (e) et sans (M) pré-saturation
avec 100 équivalents de CP31398.

Afin de déterminer si la fixation spécifique observée pour le composé [**FJPEG-CP31398
correspond a une fixation sur la protéine p53, deux expériences de retard sur gel (electrophoretic
mobility shift assay) ont ét¢ menées. Elles ont pour but d’identifier la liaison spécifique du
traceur avec la protéine p53, soit dans les cellules transfectées, soit en présence de la protéine
p53 humaine recombinante isolée. Pour cela, deux expériences ont été menées en paralléle.
Elles permettent dans un premier temps de visualiser la migration de la protéine p53 (53 kDa)
sur le gel, révélée par Western Blot, puis dans un second temps d’observer grace a la
radioactivité, la fixation du traceur [**F]JPEG-CP31398 sur la protéine p53, soit exprimée par

les cellules HEK-293T transfectées, soit directement par incubation avec la protéine isolée.

Ainsi, le traceur [*8F]JPEG-CP31398 a été incubé durant 90 min a 37 °C soit avec des cellules
HEK-293T transfectées qui ont ensuite été lysées, soit en présence de la protéine p53
recombinante. Ces deux échantillons ont été soumis a une migration sur gel a 4 °C et a 100 V
durant 120 minutes en présence de Précision Plus Dual Color, un marqueur de poids
moléculaire. Deux gels similaires ont été réalisés en paralléle, un révélé en Western Blot grace
a un anticorps anti-p53 suivi d’un anticorps secondaire fluorescent, afin de déterminer la
migration de la protéine p53 sur le gel, 'autre révélé par autoradiographie, permettant
d’observer la migration de la radioactivité sur le gel (Figure 1.12). Une distance de migration
identique de la radioactivité et de la protéine indiquerait la fixation spécifique du traceur sur la

protéine.

L’expérience de migration révélée par Western Blot (Figure 1.12a) permet d’observer la

présence de la protéine p53, aussi bien dans le lysat de cellules HEK qu’avec la protéine isolée.
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Cette expérience confirme d’une part la présence de p53 dans le lysat de cellules HEK
transfectées, appuyant les résultats de microscopie de fluorescence, mais également que la
protéine ne s’est pas dégradée lors de I’incubation avec le radiotraceur. En revanche, les
expériences d’autoradiographie (Figure 1.12b) ne permettent pas de co-localiser le signal
radioactif du composé [*®FJPEG-CP31398 avec la protéine. Ces résultats semblent indiquer
que le composé [*®F]PEG-CP31398 ne s’est pas fixé a la protéine p53 dans ces conditions.
Plusieurs hypotheses peuvent alors étre émises. Il est possible que les modifications chimiques
réalisées sur le composé [\®F]JPEG-CP31398 par rapport au composé de référence CP31398
aient engendré une perte de I’affinité pour la protéine. Une autre hypothése serait que la liaison
entre le traceur et la protéine se soit rompue sur le gel lors de la migration, expliquant alors que
la radioactivité soit détectée au niveau des plus bas poids moléculaires. Enfin, il est possible
que le traceur [*8F]JPEG-CP31398 se soit dégradé sur le gel. 1l est donc possible que la
technique de migration sur gel ne soit pas adaptée a I’étude de I’interaction traceur-protéine.

Afin de vérifier cette hypothese, d’autres expériences doivent étre réalisées.

Transfected
HEK lysate*
Isolated P53*

kDa

>
w
(=]
—
o
wn
w

*incubated with [**F]PEG-CP31398

Figure 1.12: Caractérisation de I’interaction traceur-protéine p53 par électrophorése. A) Détection par
Western Blot de la protéine p53 dans le lysat des cellules HEK-293T transfectées (gauche) ou en
présence de la protéine p53 isolée (droite) apres incubation avec le composé [**F]PEG-CP31398 ; B)
Autoradiographie du gel de migration des cellules HEK-293T transfectées (gauche) et de la protéine
p53 isolée (droite) aprés incubation avec le traceur [**F]PEG-CP31398
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Autoradiographies sur coupes de tumeurs

Afin de vérifier I’hypothése selon laquelle le traceur ou la liaison traceur — protéine p53 pourrait
se dégrader sur le gel de migration, des autoradiographies sur coupes de tumeurs exprimant p53
incubées avec le composé [*®F]PEG-CP31398 ont été envisagées. Pour cela, 6 lignées de
"&flules tumorales ont été analysees par immunohistochimie afin de vérifier la présence de la
protéine p53 grace a un anticorps anti-p53 de lapin et en présence d’un anticorps secondaire
fluorescent. Les coupes de tumeur H358 humaine (cancer du poumon) ont montré une
expression de p53 localisée dans les cellules grace a une co-localisation avec du 4',6’-
diamidino-2-phénylindole (DAPI), un marqueur du noyau cellulaire (Figure 1.13a). A I’inverse,
la lignée A549 humaine (cancer du poumon) n’exprime pas la protéine p53 a un niveau
détectable par cette technique et jouera donc le réle de contréle négatif (Figure 1.13c). Afin de
vérifier ’absence de fixation non spécifique de I’anticorps anti-p53 et de valider ces résultats,
des expériences de controle consistant a incuber les cellules en 1’absence de 1’anticorps anti-
p53 mais en présence de 1’anticorps secondaire ont été réalisées (Figure 1.13b et 1.13d). Dans
ces expériences, aucune fluorescence n’est observée, démontrant que le signal fluorescent

observé sur les cellules H358 est bien d{l & une fixation de I’anticorps anti-p53 (Figure 1.13a).

Ab anti-p53 Contréle

H358

A549

Figure 1.13: Immunohistochimie sur coupe de tumeur pour la détermination de la présence de p53. a)
Coupe de tumeur du poumon humaine H358 en présence de DAPI, d’un anticorps primaire anti-p53 et
d’un anticorps secondaire fluorescent b) Coupe de tumeur du poumon humaine H358 en présence de
DAPI et d’un anticorps secondaire fluorescent c) Coupe de tumeur du poumon humaine A549 en
présence de DAPI, d’un anticorps primaire anti-p53 et d’un anticorps secondaire fluorescent d) Coupe
de tumeur du poumon humaine A549 en présence de DAPI et d’un anticorps secondaire fluorescent
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Ces deux lignées tumorales ont donc été sélectionnées afin de réaliser des autoradiographies
avec les traceurs [1C]CP31398 et [®F]JPEG-CP31398 (Figure 1.14). Des expériences de
saturation ont également été realisées avec les composés non radioactifs sur des coupes
adjacentes. Les autoradiographies montrent une fixation des deux radiotraceurs sur les deux
lignées H358 (p53*) et A549 (p53°). Les expériences de saturation montrent une absence de
déplacement du signal radioactif pour les deux lignées (Figure 1.14.e). La fixation des composés
[1!C]CP31398 et [*8F]JPEG-CP31398 sur les cellules H358 et A549 est donc non spécifique et
pourrait étre causee par une affinité membranaire. Ces résultats ne semblent pas confirmer les
observations réalisées sur les cellules transfectées surexprimant p53. Ces observations ne
semblent pas dues aux dérivations chimiques réalisées avec I’introduction d’une chaine
aliphatique comportant un atome de fluor sur le motif CP31398 puisque le composé
radiomarqué isotopiquement [*!C]CP31398 présente lui aussi cette fixation non spécifique
inconnue (Figure 1.14). Ces résultats pourraient s’expliquer par le niveau d’expression variable
de la protéine p53 sur ces coupes de tumeur qui n’a pas été quantifié. Le fait qu’une liaison
spécifique entre les traceurs développés et la protéine pS3 n’a pas pu étre démontrée fait échos
au fait que le mécanisme d’action du composé CP31398, n’est pas clairement élucidé. En effet,
le composé CP31398 fonctionnerait comme un protecteur de p53 vis-a-vis de sa dénaturation
et stabiliserait sa conformation active lors de sa biosynthése, restaurant ainsi son activité
biologique.t®31™* Néanmoins, d’autres études indiquent que le composé CP31398 se lierait a

I’ADN et non a p53, mais le mécanisme d’action n’est pas encore clairement élucidé.'’?
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Figure 1.14: Autoradiographies sur coupes de tumeurs du cancer du poumon humaine a) avec le
composé [*F]PEG-CP31398 sur cellules H358 (p53*) et expérience de saturation avec le composé
PEG-CP31398; b) avec le composé [1®F]PEG-CP31398 sur cellules A549 (p53°) et expérience de

saturation avec le composé PEG-CP31398; c) avec le composé [**C]CP31398 sur cellules H358
(p53*) et expérience de saturation avec le composé CP31398; d) avec le composé [*'C]CP31398 sur

cellules A549 (p53°) et expérience de saturation avec le composé CP31398 ; e) comparitif quantitatif
du marquage des tissus H358 et A549 avec et sans saturation (cps)

VII. Conclusions et perspectives

La possibilité de détecter la présence de la protéine p53 mutée in vivo en oncologie grace a
I’imagerie TEP serait un outil puissant pour le suivi thérapeutique et le développement de

traitement tout en s’inscrivant dans une démarche de médecine personnalisée. Dans ce contexte,
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le composé CP31398, un médicament en phase de développement ciblant la protéine p53 pour
en rétablir ses fonctions biologiques, ainsi que son précurseur de marquage ont été synthétises
en 2 et 3 étapes de synthese respectivement avec des rendements globaux de 69% et 52%. Le
radiomarquage isotopique au carbone-11 de ce composé a été optimisé et automatise,
conduisant a I’obtention du composé [**C]CP31398 « prét pour I’injection » avec un rendement
de 42 + 13 % corrigé de la décroissance et une activité molaire de 39 + 12 GBg/pumol (n = 6).
Deux analogues fluorés ont également été développés. Dans un premier temps, le PEG-
CP31398 et son précurseur de marquage ont été synthétisés en 4 étapes de synthese avec des
rendements globaux de 20% et 13% respectivement. Le radiomarquage au fluor-18 de cette
structure a été automatisé, aboutissant au composé [*F]JPEG-CP31398 avec un rendement
radiochimique de 10 = 4 % corrigé de la décroissance et une activité spécifique de 80 = 39
GBg/umol (n = 4). Enfin, un deuxieme analogue fluoré, le F-CP31398 et son précurseur de
marquage ont été synthétisés en 4 et 3 étapes avec des rendements globaux de 33% et 26 %.
Cependant, malgré les différentes tentatives de radiomarquage réalisées, le radiotraceur

correspondant n’a jamais pu étre isolé.

Les traceurs développés ont été soumis a une évaluation biologique afin de vérifier leur ciblage
de p53. Les différentes expérimentations realisées in vitro telles que les migrations sur gel de
lysat de cellules transfectées ainsi que les autoradiographies sur coupes de tumeur n’ont pas
permis de démontrer une fixation spécifique des traceurs sur p53, mais ont montré une fixation

non spécifique des radiotraceurs.

Le mécanisme de restauration de ’activité biologique de la protéine p53 mutée n’étant pas
totalement élucidé, cette cible représente un challenge quant a sa détection par des molécules
radiomarquées spécifiques. Cette constatation associée aux résultats de nos travaux nous pousse
a ne pas poursuivre I’évaluation de cette famille de traceurs. Dans une démarche éthique avec
la volonté de limiter I'utilisation d’animaux a des expérimentations indispensables, une
injection in vivo sur des modeéles xénogreffés ne sera donc pas explorée. Ces résultats posent
aussi la question de la pertinence de cibler p53 en imagerie TEP. Les prochaines etudes devront
en tout cas s’appuyer sur des molécules dont la fixation a la protéine est clairement avérée et

qui aujourd’hui, au meilleur de nos connaissances, n’existent pas.
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I. La Focal Adhesion Kinase : une protéine oncogéne

Structure de la protéine

La protéine Focal Adhesion Kinase (FAK) a été identifiée en 1992 par dépistage de protéines
de la famille des tyrosines kinases.!”® C’est une protéine cytoplasmique de 125 kDa codée par
;4n géne situe sur le chromosome 8. FAK est une protéine ubiquitaire exprimée dans la plupart
des tissus et cellules du corps humain et se situe au niveau du complexe d’adhérence.'’* Elle
est composée de trois domaines principaux : un domaine amino-terminal et un domaine

carboxy-terminal qui délimitent un domaine central conférant I’activité catalytique.

La région FAT (Focal Adhesion Targeting), localisée dans le domaine carboxy-terminal, joue
un role dans la localisation de la protéine au niveau du complexe d’adhérence par

I’intermédiaire de liaisons avec d’autres protéines comme la taline et la paxiline.1’

La région amino-terminale, quant a elle, contient une séquence FERM (four-point-one protein,
ezrine, radixine, moésine) qui est impliquée dans les interactions avec les domaines
cytoplasmiques de récepteurs transmembranaires tels que ’EGFR et la sous-unité B des
intégrines, elles-mémes participant a 1’adhésion cellulaire ainsi qu’a la diffusion de messages

de signalisation cellulaire régulant le cycle de vie des cellules.'’

Enfin, la région centrale, aussi appelée domaine catalytique, est trés similaire aux autres
récepteurs de type tyrosine kinase.!’” Elle comporte une région riche en proline permettant

I’interaction avec les groupements phosphates de I’ ATP par I’intermédiaire d’ions Mg?*.

12

Voies de signalisation cellulaires et fonctions biologiques

Plusieurs mécanismes gouvernent ’activation de FAK. En effet, différentes protéines peuvent
procéder & son activation comme les intégrines par exemple.*’® Aprés réception de stimuli
provenant de la matrice extracellulaire, un mécanisme d’auto-phosphorylation sur un résidu
tyrosine libére FAK de son auto-inhibition par le domaine FERM, lui faisant ainsi adopter sa
conformation active. Dans cette conformation, le site de liaison de la protéine Src présente dans
le milieu intracellulaire est alors accessible, permettant la formation d’un complexe FAK/Src.
Se déclenche alors une cascade de phosphorylations et d’interactions protéiques conduisant a

I’activation de différentes voies de signalisation cellulaires (Figure 11.1).17%:180
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Figure 11.1: Processus d'activation de FAK et interactions avec la protéine Src'®!

La protéine FAK est au centre d’interactions multiples qui participent a la régulation globale de
la vie cellulaire. En effet, FAK est impliquée dans les processus de migration cellulaire, de
survie, de prolifération et d’apoptose.l’%182-184 FAK a également un rdle dans le développement
cellulaire. Ce role a été mis en évidence par I’apparition de modéle FAK K-O. En effet, la
délétion de FAK a révélé I’importance de la présence de cette protéine dans la construction du
réseau cardio-vasculaire ainsi que dans le développement du réseau neuronal, la protéine étant

impliquée dans les processus de myélinisation et dans la formation des synapses.18>18

L3

Implication de FAK dans le cancer

La protéine FAK a été décrite comme jouant un réle dans la cancérogénése du fait de son
implication dans de nombreux processus cellulaires. L’évaluation de la surexpression de FAK
en oncologie est le plus souvent réalisée par immunohistochimie, en présence d’un anticorps
anti-FAK, aprés prélévement d’un échantillon de tumeur sur le patient par chirurgie.’®” Une
surexpression de FAK a ainsi été observée dans un grand nombre de cancers, comme les cancers
du sein, de la thyroide, du colon, de la prostate, du poumon, de 1’estomac ou encore des
ovaires.'8-1%9 par exemple, le groupe de Sulzmaier et al. a montré que les niveaux d’ARN
messager (ARNm) de FAK sont augmentés dans les cancers du sein invasifs ainsi que dans les

tumeurs ovariennes agressives (Figure 11.2).%
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Figure 11.2: Surexpression de 'ARNm de FAK dans différents échantillons de tumeurs d'apres
Sulzmaier et al.**

De plus, il a été montré par le groupe de Cance et al. que 1’expression de la protéine FAK est
corrélée au stade bénin ou avancé du cancer du sein.’®? Par ailleurs, il a été démontré que
Iactivité de FAK augmentait avec I’agressivité de la tumeur.1% Ces résultats montreraient donc
que cette protéine représenterait un marqueur de 1’avancée et de I’agressivité tumorale.
Cependant, le groupe de Furuyama et al. a montré dans une étude contradictoire qu’il n’y avait
pas de valeur pronostique dans la sur-activation et la surexpression de FAK dans certaines
formes du cancer du pancréas.’®* Ces études témoignent donc de la complexité du role de la

protéine et de son implication dans le cancer.

Par ailleurs, la protéine FAK est ¢galement impliquée dans la survie cellulaire, I’expression de
sa forme active permettant la suppression du phénomene d’anoikose dans les cellules Madin
Darbin canine kidney (MDCK), apoptose particuliére dans laquelle les intégrines n’ont plus de
lien avec la matrice extracellulaire.*® En outre, il a été montré que le signal de survie déclenché
par FAK pourrait inhiber la voie apoptotique générée par p53, favorisant ainsi la survie des
cellules cancéreuses.®® De plus, la protéine FAK participe en tant que régulateur de la migration
cellulaire et donc, dans une moindre mesure, de I’invasion des cellules tumorales.'®” La protéine
FAK joue également un role dans I’évasion immunitaire et son inhibition aurait un effet

synergique avec I'immunothérapie.%®

En résumeé, méme si certaines études sont contradictoires sur les roles et les implications precis

de FAK dans le cancer, elles s’accordent sur le fait que cette protéine favorise la croissance et
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I’expansion des cellules tumorales via son implication dans les mécanismes cellulaires de

prolifération et de survie.

Thérapies ciblées contre FAK

Par sa localisation au centre de multiples voies de signalisation cellulaire conduisant a la
cancérogénese, la protéine FAK est une cible pertinente pour le développement de thérapies
Lgiblées et notamment d’inhibiteurs de cette protéine. En effet, le groupe de Serrels et al. a
démontré que I’inhibition de la protéine FAK par des petites molécules conduirait a une

régression tumorale par I’intermédiaire du systéme immunitaire.**

Ainsi, différentes molécules inhibitrices ont été développées, dont certaines jusqu’en phase
clinique. Elles peuvent étre classees selon trois catégories : les inhibiteurs du domaine Kinase,
les inhibiteurs allostériques et enfin les molécules blogquant les interactions de FAK avec

d’autres protéines.
Inhibiteurs du domaine kinase

Les molécules développées pour inhiber ’activité kinase de FAK possédent des structures
analogues a ’ATP. Elles peuvent donc prendre la place de ce ligand naturel en interagissant
avec le site actif de la protéine par I’intermédiaire de liaisons faibles de type Van der Waals. Le
probleme majeur rencontré avec ce type de molécules est la faible sélectivité pour la cible, du
fait de la forte similarité des sites de fixations de I’ATP avec d’autres kinases par exemple. En
terme de structure, ces inhibiteurs comportent au moins un résidu hétérocyclique polysubstitué,
comme des noyaux pyridine ou pyrimidine. Des exemples d’inhibiteurs du domaine kinase sont

présentés dans le tableau 11.1 et en figure 11.3.
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. I1Cso a . Phase de
Composé FAK 1Cs0 Cancer ciblé développement
>1000 nM (PLK1, . L
PF-573 4 nM VEGFR?) Sein, prostate Préclinique
TAE-226 | 53nM 5 M (Pyk2) Gliome, i
ovaires
GSK- Ovaires,
2956098 10 nM >1000 nM (Pyk2) pancréas Phase Il
VS-6063 0,6 nM 0,6 nM (Pyk2) Ovaires Phase Il

4 Cso mesuré pour d’autres protéines

Tableau I1.1: Affinité et développement clinique d’inhibiteurs du domaine kinase de FAK
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Figure 11.3: Exemples de structures d’inhibiteurs du domaine kinase de FAK

Il existe également une sous catégorie d’inhibiteurs interagissant avec la région charniére qui
permet 1’adoption de la conformation tridimensionnelle active de FAK, indispensable a la
réalisation de ses fonctions biologiques. Des inhibiteurs de cette région ont été découverts par

le groupe de Grédler et al. par criblage haut débit et possédent une capacité d’inhibition de FAK

submicromolaire (Figure 11.4).2%°

NTSN H
| _ N
H,N N \FO
N=/ HN
ICsp = 266 nm/gm

Figure 11.4: Exemple d'inhibiteur de la région charniere de FAK

Inhibiteurs allostériques

Les inhibiteurs allostériques de FAK interagissent avec une poche allostérique de la protéine
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qui n’est ni le lieu de liaison de I’ATP ni la région charniére. Golubovaskaya et al. ont identifié
une petite molécule capable d’inhiber les fonctions de FAK en bloquant la phosphorylation
d’un résidu tyrosine et donc I’interaction avec la protéine Src (Figure 11.5).20 Cette molécule

permettrait la réduction du volume tumoral sur des modeles murins de cancer du sein.
HoN NH,
D[ - 4 HCI
HoN NH,
Figure 11.5: Inhibiteur allostérique de FAK développé par Golubovaskaya et al.?%*

Inhibiteurs ciblant les interactions FAK-protéines

Le groupe de Kurenova et al. a identifié une molécule permettant d’inhiber 1’interaction de
FAK avec le récepteur du facteur de croissance endothélial vasculaire 3 (VEGFR3) impliqué
dans 1’angiogenése et la croissance tumorale (Figure 11.6).2°2 Le composé C4 se lie dans une
poche du domaine FAT, empéchant la liaison avec VEGFR3 et permet la réduction tumorale

dans un modele murin xénogreffé de cancer du sein exprimant VEGFR3.

Cl

Figure 11.6: Inhibiteur de la liaison FAK-VEGFR3 développé par Kurenova et al.?%

L5,

Imagerie de FAK

Plusieurs études ayant pour but d’imager FAK et ses interactions afin de comprendre les
mécanismes cellulaires impliqués par ses voies de signalisation ont été publiées. Par exemple,
le groupe de Canel et al. a imagé la migration cellulaire tumorale ainsi que la voie de
signalisation découlant de I’inhibition de la protéine FAK par fluorescence in vivo sur un

modeéle de souris avec implantation d’une fenétre optique.?%3

Dans une autre étude, le groupe de Seong et al. a utilisé des bio-senseurs ciblant FAK pour

réaliser de I’imagerie par transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (FRET).2% Cet outil
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a ¢été utilis€ pour I’évaluation en temps réel du niveau d’expression de FAK pour la

compréhension des voies cellulaires impliquées et non dans un but de diagnostic oncologique.

Plus récemment, le groupe de Fang et al. a développé plusieurs traceurs marqués au fluor-18
pour I’imagerie TEP de la protéine FAK et la détection de cancers.?®>2%" Ces traceurs
s’inspirent des inhibiteurs du domaine kinase de FAK, comprenant un noyau pyrimidine. Apres
avoir mesuré 1’ICso des molécules obtenues, la capacité des traceurs marqués au fluor-18 a
détecter de cellules tumorales sur des modeles murins de tumeurs du sarcome S180 a été
évaluée. Malgré une fixation non spécifique importante, ces traceurs permettraient la détection

des tumeurs in vivo (Figure 11.7)

a) b)
N7 ‘ Br
E\SN <NS

Figure 11.7: Imagerie TEP de la protéine FAK réalisée par le groupe de Fang et al.?®® a) structure du
traceur ciblant FAK ; b) images TEP sur modéle murin de tumeur du sarcome S180 a 60 minutes
(gauche) et 120 minutes (droite) avec le traceur [*8F]8a

En conclusion, la protéine FAK est un biomarqueur pertinent pour évaluer 1’agressivité
tumorale. L’imagerie TEP de FAK est alors un outil prometteur pour permettre d’orienter vers
un traitement plus personnalisé mais aussi pour soutenir le développement de thérapies ciblées.
De plus, il existe de nombreux inhibiteurs de la protéine dont la structure peut servir de base au

développement de radiotraceurs originaux.

IL1

I1. Développement de radiotraceurs pour I’imagerie TEP de FAK

Inhibiteurs sélectifs de FAK

Dans le but d’observer la surexpression de la protéine FAK grace a 1’imagerie TEP, il est
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nécessaire de développer des traceurs ayant une haute affinité pour cette protéine. Apres des
études de relations structure-activité menées par le Laboratoire de Chimie et Biochimie
Pharmacologiques et Toxicologiques (LCBPT) de I’Université Paris-Cité, un inhibiteur
covalent a été identifi¢ comme ayant une trés bonne affinité pour FAK ainsi qu’une excellente
sélectivité vis-a-vis d’autres kinases (Figure 11.8). En effet, le composé 7f possede une
inhibition de plus de 92% pour la protéine FAK a une dose de 100 nM contre 1,2% pour EGFR,
2,5% pour Akt et 4,1% pour Erk.!® De plus, le concept d’inhibiteur covalent est prometteur
pour développer un radiotraceur pour 1’imagerie TEP.?®® En effet, le radiotraceur covalent
s’accumule sur la protéine sans dissociation, augmentant alors la sensibilité de détection de
I’imagerie TEP. En I’occurrence, le composé 7f posséde une fonction acrylamide jouant le réle
d’accepteur de Michagél lui permettant de se lier de facon covalente a la protéine par le biais

d’une fonction thiol provenant d’une cystéine par exemple.

le\N

|

Ms.< X

s -

N HN
N
| o) o
RS-
N OM
_\—NH

Figure 11.8: Structure de l'inhibiteur covalent 7f développé par le LCBPT

12,

Objectifs des travaux

En collaboration avec le LCBPT, le composé 7f a donc été sélectionné pour développer des
radiotraceurs pour I’imagerie TEP de FAK inspirés de sa structure moléculaire. Le composé 7f
posséde une position de marquage isotopique au carbone-11 sur la fonction carbonyle du résidu
acryloyle, une stratégie qui permet de conserver les propriétés pharmacologiques du composé
(Figure 11.9a). En paralléle, & cause de la courte demi-vie du carbone-11 qui limite son
utilisation élargie, 1’objectif est également de développer des analogues fluorés de la molécule
7f pour un marquage au fluor-18 et envisager des applications plus étendues pour ces traceurs
ciblant FAK.

Le composé [*1C]7f radiomarqué isotopiquement sur la fonction acryloyle peut étre obtenu a

partir d’un précurseur possédant une amine terminale par réaction de couplage avec I’acide **C-
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acrylique, lui-méme obtenu par addition du [*'C]CO. provenant du cyclotron sur du bromure
de vinylmagnésium selon une méthode décrite dans la littérature.®® En paralléle, deux
radiotraceurs fluorés inspirés du composé 7f sont envisagés. Le composé [18F]Py-FAK posséde
un atome de fluor sur la position 6 de la pyridine en a de 1’azote, une position de marquage
favorable pour une SnAr a partir d’un précurseur nitro (Figure 11.9.b).2%° Si la modification de
structure du composé Py-FAK par rapport au composé 7f est minimale et ne devrait pas
beaucoup altérer les propriétés biologiques de ce dernier, cette approche reste néanmoins un
challenge car la synthése de pyridines trisubstituées est souvent délicate. C’est pourquoi le
composé []FJFE-FAK possédant une chaine aliphatique sur la fonction sulfonamide est
également envisagé. Son marquage au fluor-18 serait effectué a partir d’un précurseur portant

un groupe partant de type tosylate sur cette position par Sn2 (Figure 11.9.b).

le ) le)\ %% leJN\

MS\N HN )\ S\N HN 18>S N SN N
N
P QX
[”C]7f [18F]Py FAK ['8FIFE-FAK ﬁ o
N /
H  HN 7
T\
b) cl

f e

cl
o} 2N
S R 2o T I
07 >"7"N"HN" N7 NH
N A
N
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Precurseur Nﬁ Q /
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HN Précurseur HN Précurseur
L, Py-FAK X FE-FAK o HN—
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Figure 11.9: Objectifs des travaux: développement de radiotraceursmarqués au carbone-11 et fluor-18
pour I’imagerie TEP de FAK. a) Radiotraceurs déerivés de 7f envisagés ; b) précurseurs de marquage
associés

1. Développement du radiotraceur [''C]7f, analogue isotopique de
P’inhibiteur covalent 7f marqué au carbone-11
Synthése du composé 7f et son précurseur de marquage

L’objectif ici est d’aboutir a I’obtention du composé 7f et de son précurseur de marquage selon
la synthése développée au LCBPT.% Le composé 7f peut étre obtenu & partir de son précurseur

de marquage comportant une amine primaire par réaction avec le chlorure d’acryloyle (Schéma
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I1.1). Le précurseur de 7f serait quant a lui obtenu a partir d’un intermédiaire benzylamine par
réaction avec un synthon squarate. Cet intermédiaire benzylamine peut étre synthétisé par deux
alkylations successives avec un synthon pyridine et un synthon aniline sur la 2,4,5-

trichloropyrimidine.

Synthon MeO

NH
Squarate S

BocHN

C'I\)\ CII\ Clr\
Ms.
N HN MS\N HN )\ MS\N HN )\
N
\ 0 — :) ,tj)
= o]
7f Precurseur

N
H NH
Intermédiaire

HN benzylamine
o H2N

Ms. NH
SN~ NH, CIrN 2
AN + /)\ +

N Cl N~ °Cl
‘ %
NHAlloc
Synthon Synthon
Pyridine Aniline

Schéma I11.1: Analyse rétrosynthétique du composé 7f selon la méthode de Li et al.1%

En suivant la synthése décrite par Li et al.l%, les trois synthons pyridine, benzylamine et

squarate ont été synthétisés au laboratoire.

ML.1.1.

Synthon pyridine

Le composé 18 est synthétisé par réaction entre la N-méthylamine et le chlorure de mésyle a
température ambiante avec un rendement de 26% inférieur a celui décrit par Li et al. (77%) qui
pourrait étre causé par un lot de chlorure de mésyle qui serait partiellement dégradé, ou bien
par le fait que la N-méthylamine est une solution aqueuse, entrainant une réaction d’hydrolyse
du chlorure de mesyle. Le composé 18 réagit ensuite avec le 2-chloronicotinonitrile en présence
de carbonate de potassium dans le DMF a 90°C selon un mécanisme de SnAr pour former le

composé 19 avec un rendement de 41% supérieur a celui obtenu par le groupe du LCBPT qui
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était de 27 %. Enfin, la fonction nitrile du composé 19 est réduite en présence d’hydrogéne et
de palladium supporté sur charbon dans une solution d’ammoniaque dans le méthanol a
température ambiante. Le synthon pyridine 20 est ainsi obtenu avec un excellent rendement de
95% (Schéma 11.2).

Cl

Ms\ Mso
H, (1atm)
_NH, MsCl H KZCO3 N X CN  PdiC 10% NI NH,

_— /N‘ |

H,0 Ms DMF NH3 (7TN) =
90°C, 18h dans MeOH

ta. Ton 18 ta., 6h 20
26% 41% 95%

Schéma 11.2: Synthése du synthon pyridine 20

Synthon aniline

DM4in premier temps, I’amine primaire de la 4-nitrobenzylamine est protégée par du
chloroformiate d’allyle en présence de carbonate de potassium dans un mélange équivolumique
d’eau et d’acétate d’éthyle pour former le composé 21 avec un rendement de 99%. La fonction
nitro du composé 21 est alors réduite en présence de chlorure d’étain au reflux de 1’éthanol

durant 2h pour aboutir au synthon aniline 22 avec un rendement de 77% (Schéma I1.3).

NO, NH;
i K2003 SnCIz
+ =
AN
cl” o EtOAc/HZO EtOH
t.a., 20h reflux, 2h
NH, - HCI NHAlloc NHAIlloc
22
99% 7%

Schéma 11.3: Synthése du synthon aniline 22
1.1.3.

Synthon squarate

Enfin, le synthon squarate 23 est obtenu en une étape a partir de la N-Boc-éthylenediamine
commerciale en présence du diméthoxysquarate dans le méthanol a température ambiante, avec
un rendement de 60%. La monoalkylation du diméthoxysquarate peut étre contrdlée en ajoutant

uniquement un équivalent de I’amine de départ (Schéma 11.4).21°
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Schéma I1.4: Synthése du synthon squarate 23

L’assemblage de ces synthons a ensuite ét¢ effectué au LCBPT pour aboutir au composé de
référence 7f et a son précurseur de marquage au carbone-11 selon le schéma réactionnel

présenté dans le schéma I1.5.

La 2,4,5-trichloropyrimidine a été soumise a une réaction de substitution nucléophile
régiosécifique sur la position 4 du synthon pyridine 20 pour conduire a un intermédiaire
dichloré avec un excellent rendement de 92%. Ensuite, I’atome de chlore en position 2 de la
pyrimidine a été substitué par le synthon aniline 22 suivi d’une étape de déprotection du
groupement alloc en présence de tétrakis(triphénylphosphine) palladium et de morpholine dans
le THF a température ambiante pour conduire a 1’intermédiaire benzylamine avec un rendement
de 81% sur deux étapes. Une condensation avec le synthon squarate 23 en présence de DIPEA
dans le DMF a 75°C suivi d’une déprotection du groupement Boc en présence d’acide
trifluoroacétique dans le dichlorométhane a permis d’obtenir le précurseur de marquage de 7f
avec un rendement de 58% sur deux étapes. Enfin, le motif acrylate est inséré sur 1’amine
primaire grace au chlorure d’acryloyle en présence de DIPEA dans le DMF, conduisant au

composé de référence 7f avec un rendement de global de 3% sur neuf étapes.
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Schéma 11.5: Synthéese du composé 7f réalisée en collaboration avec le LCBPT

La synthése de ce composé étant assez longue, seules de petites quantités de précurseur (15 mg)

et de composé 7f de référence (7 mg) ont pu étre obtenues. Afin de mettre au point les conditions

de radiomarquage au carbone-11, la synthése d’une molécule modele et de son précurseur de

marquage a donc été envisagée (Figure 11.10). La molécule modéle choisie posséde un

groupement benzylamine auquel est attaché le linker squarate avec une chaine aliphatique

portant une amine primaire a son extrémité, position ou s’effectuera le marquage au carbone-

11 en deux étapes.
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Figure 11.10: Structures de la molécule modeéle et de son précurseur de marquage basées sur la
structure de 7f

La molécule modele 24 et son précurseur de marquage 25 ont été synthétisés a partir du synthon
squarate 23 précédemment décrit. La réaction de ce dernier avec la 4-nitrobenzylamine en
présence de DIPEA a 75°C dans le DMF a conduit au composé 26 qui subit alors une étape de
déprotection du groupement Boc et permet d’isoler le précurseur modéle 25 avec un rendement
de 76% sur deux étapes. L’amine primaire du composé 25 est acylée en présence de chlorure
d’acryloyle et de DIPEA dans le DMF pour conduire au composé modeéle 24 avec un rendement
de 41% (Schéma 11.6). Ce composé servira de référence pour mettre au point les analyses du

contréle qualité.

NO,
NO,
NH, HCI O,
o) o) o
DIPEA, DMF 26
75°C, 15h H
~ - = HN
(o) N
H/\/NHBoc 4\>NHBoc
23 TFA
DCM
ta., 1h

NO, NO,
o)
o) Cl)v o)
o - o)
DIPEA
N

DMF
HN P ta., 15h H HN
4\> 4\>NH2 - TFA

Molécule modeéle Précurseur modele
24 25
1% 76%

Schéma 11.6: Synthese de la molécule modéle 24 et de son précurseur de marquage au carbone-11 25
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Radiomarquage isotopique au carbone-11 du composé modéle 24

Dans le but de déterminer les conditions de marquage idéales pour la molécule 7f, ces dernieres
ont été mises au point a partir du composé modele 24 et de son précurseur de marquage 25 sur
un automate de synthese Synthra MelPlus Research. Il s’agit d’un marquage en deux étapes
Tohsistant a piéger le [*1C]CO2 du cyclotron par du bromure de vinylmagnésium pour former
I’acide acrylique ou le chlorure d’acryloyle marqué au carbone-11 qui est ensuite engagé dans
une réaction de couplage avec le précurseur 25 (Schéma 11.7). Cette approche a déja été décrite

dans la littérature pour le radiomarquage du [**C]lbrutinib.>*

["'cico,
| /\MgBr
NO, g X NO,

|

Q o X = OH, Cl Q o &
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N e DMF N NH )
H HN H HN
25 ["cj24

Schéma 11.7: Stratégie de radiomarquage du composé modele 25

Différentes conditions réactionnelles ont été testées pour la réalisation de ce marquage
isotopique et sont présentées dans le tableau I1.2. Dans un premier temps, I’acide acrylique
marqué au carbone-11 est utilisé comme agent de marquage. Celui-ci est obtenu par réaction
du [*C]CO; avec le bromure de vinylmagnésium dans le THF, suivie d’une hydrolyse en
présence d’une solution aqueuse d’acide chlorhydrique. Les réactions de couplage avec I’amine
25 ont été menées dans le DMF a température ambiante pendant 10 min en présence de
différents agents de couplages. L’utilisation de tétrafluoroborate de 2-(1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl)-1,1,3,3-tetraméthylisouronium (TBTU) et de DIPEA comme base
n’a pas permis d’observer de produit marqué (Tableau 11.2, entrée 1). Le méme résultat est
observé avec I’utilisation de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) en
présence de DMAP (Tableau 1.2, entrée 2) ou en présence de 1-hydroxybenzotriazole (HOBt)
et ’EDC (Tableau 11.2, entrée 3). Afin d’augmenter la réactivité de 1’agent de marquage,
I’utilisation d’un chlorure d’acide a été envisagée. Cependant, 1’utilisation de chlorure de
thionyle ou de chlorure d’oxalyle pour former le chlorure de [**CJacryloyle comme agent de

marquage avant réaction avec 1’amine 25 n’a pas non plus permis de former le radiotraceur
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désiré (Tableau I1.2, entrées 4 et 5).

Entrée? Agent de marquage Réactifs Base Résultat
1 Acide [**ClJacrylique TBTU DIPEA Pas de marquage
2 Acide [*'CJacrylique EDC DMAP Pas de marquage
3 Acide [*'CJacrylique EDC-HOBt - Pas de marquage
4 Chlorure de [*'CJacryloyle SOCl; - Pas de marquage
5 Chlorure de [*'CJacryloyle Chlorure d’oxalyle - Pas de marquage

3_es réactions ont été réalisées 2 fois
Tableau I1.2: Conditions testées pour le marquage du composé modele 25

La présence d’eau dans le milieu réactionnel serait une hypothése quant aux résultats négatifs
observés. La formation de 1’acide [*C]-acrylique a alors été réalisée en utilisant une solution
organique d’acide chlorhydrique dans le 1,4-dioxane, avant de réaliser la réaction de couplage
avec I’amine 25 en présence de hexafluorophosphate de (diméthylamino)-N,N-diméthyl(3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridin-3-yloxy)méthaniminium (HATU) et de DIPEA dans le DMF

durant 10 min a température ambiante (Schéma 11.8).

1) [''CICO,,
THF, t.a., 4 min _OH HATU DIPEA
Amger —————— e

2) HCI Ie) DMF

DMF, dioxane, t.a., 10 min NH

t.a., 1 min i

£\

[“C]24 o

Schéma 11.8: Marquage du composé 24

La conversion de la réaction a été déterminée par radioHPLC par rapport a la quantité de
[1!C]COy; initiale (Figure 11.11). Une faible conversion de 11% a pu étre mesurée lorsque la
réaction de couplage est menée a température ambiante. Une augmentation de la température
de réaction a 40 °C ou a 80 °C n’a mené qu’a une diminution drastique de la conversion (1 a
2%). Ces faibles conversions pourraient s’expliquer par la cinétique de la réaction de couplage
trop lente par rapport & la demi-vie du carbone-11. La présence d’ions magnésium ou d’ions

bromure en trés large exces pourrait également interférer avec la réaction de couplage.
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Figure 11.11: Contrdle qualité du composé [1*C]24 brut réalisé par HPLC analytique avec détection
UV (254 nm) et gamma. a) Chromatogramme UV du composeé 24 de référence non radioactif b)
Chromatogramme UV du composé [**C]24 c) Chromatogramme gamma du composé [1*C]24

En conclusion, malgré les différentes conditions testées pour le radiomarquage du composé
modele 24 au carbone-11, les faibles conversions observées ne permettent pas d’envisager un
passage au composé 7f pour des applications en imagerie in vitro ou in vivo. Le développement

d’analogues fluorés de la molécule 7f et leur radiomarquage au fluor-18 ont alors été envisagés.
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IV. Développement d’analogues fluorés du composé 7f et de leurs précurseurs de

marquageSynthése du composé Py-FAK

La stratégie genérale de synthese est similaire a celle employée pour la synthése du composé
7f étant donné que les modifications de structure ont été réalisées uniquement sur le synthon
pyridine de I’inhibiteur. Le composé cible est donc un analogue du synthon 20 comportant un
atome de fluor en position 6. La stratégie envisagée ici met en ceuvre la réduction d’une fonction
nitrile en position 3 pour obtenir la fonction benzylamine de ce nouveau synthon pyridine
fluoré. Ce nicotinonitrile pourrait étre obtenu par réaction de SnAr sur un dérivé bromé

commercial en présence du composé 18 synthétisé préalablement (Schéma 11.9).
¢
MS\N/HNI\)\NH
<PJ:5 ﬁf = é

- Py -FAK 18

Schéma 11.9: Analyse rétrosynthétique du synthon pyridine fluoré permettant d'accéder a lI'analogue
Py-FAK

Ainsi, un essai de SNAr a eté mené entre le 2-bromo-6-fluoro-nicotinonitrile et le composé 18
en présence de carbonate de sodium a 90°C (Schéma 11.10). Cependant, aucune trace de la
pyridine désirée n’a pu €tre observée, et le produit de départ a été entierement récupére. Ce
résultat peut s’expliquer par la faible nucléophilie de la sulfonamide 18 die a la présence du

groupement sulfonate électroattracteur.

B M
r o _NH ~p-Ms
N 18 CN
\ < > N
NP ‘
K,CO3 NS
DMF, 90°C, 18h

Schéma 11.10: Essai de synthése de la pyridine trisubstituée a partir de la 2-bromo-6-
fluoronicotinonitrile commerciale

Une nouvelle stratégie a été envisagée, passant par une réaction de SnAr entre la méethylamine,
plus réactive que la sulfonamide 18, et le 2-bromo-6-fluoronicotinonitrile. La réaction a été
menée dans le THF a température ambiante ou a reflux mais n’a pas permis d’obtenir le

composé souhaité (Schéma I1.11). Au contraire, deux sous-produits ont été observés. Le
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premier, trés majoritaire, resulte de la dialkylation sur les deux groupements halogénes. Le
deuxiéme produit observé résulte de la monoalkylation en position 6 préférentiellement, un
résultat s’expliquant par la plus grande électronégativit¢ du fluor favorisant [’attaque

nucléophile sur sa position.

Br \NH Br \NH

)N\)j/ MeNH, N‘ AN . /,\tj/ . N‘ X

F = THF, \N — \N = E —
t.a. ou reflux, 2h H H

Majoritaire Minoritaire 0%

Schéma 11.11: Essai de synthése de la pyridine trisubstituée par SnAr entre la méthylamine et le 2-
bromo-6-fluoronicotinonitrile commercial

Ainsi, une nouvelle tentative d’obtention de cette fluoropyridine a été menée. Elle passe par la
fonctionnalisation du 2-bromo-6-fluoronicotinonitrile selon un couplage de Buchwald-Hartwig
en présence de méthylamine en solution dans le THF, d’acétate de palladium, de Xantphos ainsi
que de carbonate de césium dans le toluene a reflux (Schéma 11.12). Ces conditions testées n’ont
pas non plus permis d’obtenir le composé¢ souhaité. L’analyse LC-MS montre la formation du

produit disubstitué. De plus, une majorité du composé de départ est récupérée.

Pd(OAc), -

Br XantPhos NH
CN Cs,CO CN
X 2CO3
N + MeNH, — ¢~ 5 NS
NS Toluene FNF
110°C, 18h

Schéma 11.12: Essai de synthése de la pyridine trisubstituée selon un couplage de Buchwald-Hartwig
entre la méthylamine et le 2-bromo-6-fluoronicotinonitrile commercial

Devant les difficultés rencontrées pour la syntheése d’un dérivé pyridine trisubstitué, la synthese

d’un autre analogue fluoré FE-FAK a été envisagée.
.2

Synthése du composé FE-FAK

La stratégie employée pour le composé FE-FAK vise a synthétiser le dérivé pyridine
fonctionnalisé avec une chaine fluoroéthyle par une réduction de la fonction nitrile d’un
nicotinonitrile intermédiaire pouvant étre obtenu par réaction du chlorure de 2-fluoroéthane-1-

sulfonyle avec le 2-méthylaminonicotinonitrile (Schéma 11.13).
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g\//o Q0o SNH
F 9N NH, F/\/S:N/ NN CN
S0,CI
NS — Ao > FNSOL
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. 2 o F~-OH |
; FE-FAK N OM
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Schéma 11.13: Analyse rétrosynthétique conduisant au synthon pyridine fonctionnalisé avec une
chaine fluoroéthyle pour la synthese de FE-FAK

Dans un premier temps, le composé 27 a été obtenu en une étape par réaction du 2-
chloronicotinonitrile avec la N-méthylamine dans I’eau a 80°C avec un rendement de 46%
(Schéma 11.14).

c _NH, NH
N
T e VY
_— 2
80°C, 2h Z

Schéma 11.14: Synthése de la pyridine 27

En parallele, la synthese de la chaine sulfonyle fluorée a été étudiée. En s’inspirant des travaux
de Lengkeek et al.?!!, la fonction hydroxyle du 2-fluoroéthanol est tosylée en présence de
chlorure de tosyle, de triéthylamine et de DMAP dans le DCM a température ambiante pour
conduire au produit 28 avec un rendement de 99% (Schéma 11.15). Ensuite, le composeé 28 est
alkylé en présence de thioacétate de potassium dans I’acétone a 70°C durant 4h pour obtenir le
composé 29 avec un rendement de 78%. Enfin, le thioester 29 est oxydé en présence d’eau
oxygénée dans 1’acide acétique a 60°C pour former, aprés traitement par du carbonate de
sodium, un sulfonate qui réagit en présence de chlorure de thionyle dans le dichlorométhane a

reflux pour conduire au composé 30 avec un rendement de 43%.

TsCl Q 1) H0,, AcOH,
D-II—VIIE/:\AP OT SK s 60%C, 3n S0,Cl
F/\/OH _DMAP _ F/\/ s F/\/ B — e F/\/ 2
DCM 28 Acetone 2 O 2) Na,COgz(aq) 30
70°C, 4h
ta., 15h 99% 78% 3) SOCI,, DCM, 43%

reflux, 5h

Schéma 11.15: Synthése de la chaine fluorée 30
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La réaction entre les composes 27 et 30 conduisant au synthon pyridine d’intérét 31 a alors été

étudiée dans différentes conditions réactionnelles (Schéma 11.16 et Tableau 11.3).

NH 0 o
- CN | Conditions N S\
N‘ + F/\/SOZC I
= N CN
27 30 _

Schéma 11.16: Essais de synthése du synthon pyridine 31

Dans le DCM a température ambiante en présence de tri¢thylamine, aucune réaction n’est
observée entre les composes 27 et 30 et I’intégralité du synthon pyridine est récupérée (Tableau
[1.3, entrée 1). Une augmentation de la température de réaction a 50°C ou un changement de
solvant pour le DMF ont conduit a la méme conclusion (Tableau 11.3, entrées 2 et 3
respectivement). Enfin, une tentative d’alkylation de la pyridine en présence d’une base plus
forte comme 1’hydrure de sodium pour former I’amidure n’a pas permis non plus d’obtenir le
produit souhaité et une dégradation de la pyridine de départ a été observée (Tableau 1.3, entrée
4). Ce manque de réactivité peut étre di a la présence du groupement nitrile sur le noyau
aromatique qui appauvrit le noyau aromatique en électrons, diminuant ainsi la nucléophilie de

I’amine. Une autre hypothese est le manque de stabilité de la chaine fluorée.

Entrée | Base Solvant Température Observation?
1 EtsN DCM ta. 100% 27
2 EtsN DCM 50°C 100% 27
3 EtsN DMF t.a. 100% 27
4 NaH DCM t.a. 85% 27 + produit dégradé

3Les conversions ont été déterminées par LC-MS

Tableau 11.3: Conditions testées pour la formation du synthon pyridine 31

H[/)3evant les difficultés rencontrées pour insérer la chaine fluorée sulfonamide sur le noyau

pyridine, un nouvel analogue fluoré a été imaginé.

Synthése d’un nouvel analogue : le composé PEG-FAK

Compte tenu des résultats précédents, les recherches se sont dirigées vers le composé PEG-
FAK, analogue de 7f, portant une chaine PEG fluorée directement sur 1’azote de la fonction

aminopyridine (Figure 11.12). Le radiotraceur peut étre alors obtenu par Sn2 aliphatique a partir
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d’un précurseur tosylate.

|
c N

18F/\/o\/\N HN

iP):f =

TN

Figure 11.12: Nouveau radiotraceur [*®F]JPEG-FAK envisagé ainsi que précurseur de marquage

['®FIPEG-FAK
Cl

TsO/\/O\/\N HN

Précurseur
PEG-FAK

Une fois de plus, la stratégie employée est similaire avec dans un premier temps 1’obtention
d’un synthon pyridine fonctionnalisé. Ce synthon peut étre obtenu par réduction de la fonction
nitrile d’un dérivé nicotinonitrile, lui-méme obtenu par réaction de SnAr entre le 2-
chloronicotinonitrile et une chaine PEG fluorée comportant une fonction sulfonamide a son
autre extrémité. Cette derniéere peut étre synthétisée a partir du 2-(2-aminoethoxy)ethan-1-ol
commercial par mésylation des fonctions amine et alcool suivie par une étape de fluoration
nucléophile (Schéma 11.17).
FN O Ms FN O Ms cl

- CN

CN N
NN, T N7 — J NN NN

= =
HO™ >N,

Schéma 11.17: Analyse rétrosynthétique conduisant au synthon pyridine du composé PEG-FAK

La synthese de la chaine PEG fluorée 33 a été réalisée en deux étapes. Le 2-aminoéthoxyéthanol
commercial a été engagé dans une réaction de di-mésylation en présence d’un exces de chlorure
de mésyle dans le DCM pour conduire au composé 32 avec un rendement de 83%. Apreés cela,
une étape de fluoration de la fonction mésylate, en présence de TBAF dans le THF a
température ambiante, a conduit a la formation du composé 33 avec un bon rendement global

de 74% sur deux etapes (Schéma 11.18).
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TBAF (1M)

Et;N
(0] 3 (0] .M (0] .M
HO/\/ \/\NH2 vy > MSO/\/ \/\H S > F/\/ \/\” S
THF
t.a., 18h 32 ta., 2h 33
83% 90%

Schéma 11.18: Synthése de la chaine PEG fluorée 33

Différentes conditions réactionnelles ont alors été testées pour réaliser la réaction de couplage
entre le composé 33 et le 2-chloronicotinonitrile (Schéma 11.19) dont les résultats sont présentés
dans le tableau 11.4. Dans les conditions employées pour la synthese du composé 7f et décrites

par Li et al,1®

en présence de KoCOs dans le DMF, aucune réaction n’est observée (Tableau
[1.4, entrée 1). L’utilisation de bases plus fortes comme le tert-butanolate de potassium ou
I’hydrure de sodium ont donné le méme résultat (Tableau I1.4, entrées 2 et 3 respectivement).
Enfin, un essai dans 1’acétonitrile a reflux en présence de carbonate de potassium n’a pas non

plus permis d’observer le composé désiré (Tableau 11.4, entrée 4).

al F/\/O\/\N,Ms
N‘ NN + F/\/O\/\N,Ms Bas;ez ,@/CN
= H Solvant, Température =
33 34

Schéma 11.19: Essai de synthése de la pyridine 34

Entrée® | Solvant Base  Température Observations
1 DMF  K2COs 90°C 100% 2-chloroniconitonitrile récupérée
2 DMF t-BuOK 90°C 100% 2-chloroniconitonitrile récupérée
3 DMF NaH 90°C 100% 2-chloroniconitonitrile récupérée
4 ACN KyCOs3 Reflux Dégradation des produits de départ
3L es observations ont été réalisées par analyse LC-MS

Tableau I1.4: Conditions testées pour aboutir au composé 34

Une nouvelle stratégie de synthése de ce composé 34 a donc été envisagée. Elle passe par la
réalisation d’un couplage de Buckwald-Hartwig, en présence de palladium afin d’introduire la
chaine 33 sur la chloropyridine commerciale. Les conditions testées ont été inspirées des
travaux existants dans la littérature.?*? La chaine fluorée 33 a été mise en réaction avec la 2-
chloronicotinonitrile dans le toluéne en présence d’acétate de palladium, de carbonate de
césium et de XantPhos a 110°C sous atmosphere inerte (Schéma 11.20). Cependant, les
conditions testées n’ont pas non plus permis d’observer le composé 34 désiré. La nucléophilie

du composé 33 n’est peut-&tre pas suffisante pour réaliser cette réaction de couplage a cause de
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la présence du groupement mésylate qui est électroattracteur.

Pd(OAGc),

cl XantPhos FN Oy Me
CN (o) M Cs. C03
N . FN \/\H s . §< > NTX CN
‘ % Toluene ‘ =
110°C, 18h

33

Schéma 11.20: Essai de couplage pallado-catalysé de Buchwald pour obtenir le compose 34

Devant la complexité de synthese de ces synthons pyridines, il a été envisage de développer un
nouveau traceur, toujours basé sur la structure du compose 7f, mais comportant un noyau phényl
a la place du noyau pyridine. Il a été montré lors des études des relations structures-activités
réalisées par le LCBPT que le remplacement d’un noyau pyridine par un noyau phényl avec
une fonction amide a la place d’une fonction sulfonamide permettait de conserver les bonnes
propriétés d’affinité et de sélectivité pour la protéine FAK. De plus, une modification du
nombre de carbone liant le noyau phényle au noyau pyridine est possible. Ainsi, le composé
[*®F]Ph-FAK a été envisagé (Figure 11.13). 1l peut également étre radiomarqué par Sn2
aliphatique a partir d’un précurseur tosylate. La structure de ce composé est pertinente du fait
que le LCBPT a developpé un analogue possédant une structure trés proche du compose Ph-
FAK avec in ICso de 0,6 nM pour FAK 1%

le\)\ le\j‘\
18F\/\NHJK© iP Ts0 \/\NH iP

['8F]Ph-FAK Précurseur

Ph-FAK NH

Figure 11.13: Structure du traceur [*®*F]Ph-FAK considéré et de son précurseur de marquage

La stratégie rétrosynthétique pour le composé Ph-FAK consiste en 1’obtention d’un
intermédiaire comportant une fonction acide carboxylique sur laguelle les chaines fluorée et
tosylate pourraient étre greffées par couplage. Cet intermédiaire pourrait étre synthétise en
partant de trois synthons, dont deux (22 et 23) ont deja éte synthétises, par condensations
successives sur un noyau trichloropyrimidine commercial toujours en s’inspirant de la stratégie
de Li et al. (Schéma 11.21).1% Le nouveau synthon dichloropyrimidine peut étre obtenu par
réaction de substitution nucléophile aromatique du 2-aminobenzoate de methyle sur la 2,4,5-

trichloropyrimidine, deux produits commerciaux.
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X\/\NH

X = F Référence Ph-FAK

X = OTs Précurseur
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NH
4\>NHBoc
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NH, CH)\
\
* N\fN
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Schéma 11.21: Analyse rétrosynthétique conduisant au couple référence/précurseur du composé Ph-

FAK

La synthése du composé Ph-FAK a éte realisée par Lucas BELIN lors de son stage de Master
2 et sous mon encadrement. Elle débute par la synthése de la dichloropyrimidine 35 qui a été
réalisée par substitution nucléophile aromatique entre le 2-aminobenzoate de méthyle et la
2,4,5-trichloropyrimidine. La réaction a été réalisée en présence d’hydrogénocarbonate de
sodium dans le n-butanol a 80°C durant 16h pour conduire a I’obtention du composé 35 avec
un rendement de 50% (Schéma 11.22). Cette réaction est régiosélective, seule la position 4 de

la pyrimidine est substituée. Cependant, la réaction n’est pas totale, expliquant le rendement

observé dans ces conditions.
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O OMe

NH,
Os_OMe ¢l
H
Cl N N
N NaHCO3 A
LA > NN
Cl N Cl n-BuOH Y

80°C, 16 h

35
50 %

Schéma 11.22: Synthése du synthon dichloropyrimidine 35

Ensuite, les composes 22 et 35 ont été engagés dans une réaction de substitution nucléophile
aromatique dans le n-butanol a 100°C durant 16h en présence d’acide chlorhydrique 4 M dans
le 1,4-dioxane, conduisant au produit 36 avec un rendement de 57% (Schéma 11.23). Inspiré de
la syntheése décrite par Li et al.1%, la déprotection du groupement alloc a été dans un premier
temps réalisée en présence de Pd(PPhs)s et de morpholine. Cependant, il a été difficile de
séparer le produit 37 désiré de I’excés de morpholine introduit dans le milieu réactionnel. 1l a
donc été décidé de remplacer la morpholine par la dié¢thylamine, permettant de simplifier I’étape
de purification. La réaction de déprotection a ainsi été réalisée en présence de Pd(PPhz)s et de
diéthylamine dans le THF a température ambiante, permettant 1’obtention du composé
déprotégé 37 avec un rendement de 70%. Enfin, ce composé 37 a été engagé dans une réaction
de substitution avec I’intermédiaire squarate 23 préparé au préalable, en présence de DIPEA

dans le DMF a 100°C, aboutissant au composé 38 avec un rendement de 55%.

Os_OMe
O0._OM H 1
“ g 2 N
N HCI (4M dans dioxane) N.__N
X
T\)\ N
NYN

n-Butanol HN
35 G 100°C, 16 h 36
57 %
NHAlloc
Pd(PPh3),
Diéthylamine
THF,
ta.,1h
Cl

A

| M
C AN (0] OMe |
- J\ 23 H
0 NH SN ONH DIPEA Nﬁ
MeO)K(j <P DMF, 100°C, 16 h
38 NH

55 % NH,
o N;

(@)
NHBoc

Schéma 11.23: Séquence réactionnelle conduisant au composé 38

110



Deéveloppement de radiotraceurs pour l'imagerie TEP de la protéine focal adhesion kinase

Afin d’obtenir I’intermédiaire clé acide carboxylique, la saponification du composé 38 a été
réalisée en présence d’une solution aqueuse de soude. Deux produits majoritaires 39a et 39b

ont alors été détectés, dont les structures sont supposees apres analyse LC-MS (Schéma 11.24).

NG cl c
NH]:N\)N\NH ]\/\ Ij\/\

(0] NaOH )\ )\
(10% aq.)
MeO — > HO
Conditions
38 NH
O:§>NH o:§>NH o<>OH
0o 2 0 2 o

NHBoc NHBoc

Schéma 11.24: Essais de saponification pour la synthése du composé 39a

Différentes conditions ont alors été testées pour favoriser la formation du composé 39a désiré.
Ces conditions sont résumées dans le tableau 11.5. Lorsque la réaction est menée a reflux dans
un mélange équivolumique d’eau et de 1,4-dioxane, seul le composé 39b est détecté (Tableau
I1.5, entrée 1). Il en va de méme lorsque la réaction est réalisée a 40°C (Tableau 11.5, entrée 2).
A température ambiante dans un mélange eau/1,4-dioxane ou dans le méthanol (Tableau 11.5,
entrées 3 et 4 respectivement), la formation du composé 39b n’est pas observée mais la
conversion en compose 39a reste faible et une grande partie du réactif de départ n’est pas

solubilisée.

Entrée | Conditions 39a®  39b?
1 H.0/1,4-dioxane, reflux, 1 h - 100 %
2 H.O/1,4-dioxane, 40°C,1h 4% 91%
3 H.O/1,4-dioxane, t.a.,21h 24 % -

4 Méthanol, t.a., 21 h 19% -
3_es proportions des composés ont été déterminées par LC-MS

Tableau 11.5: Conditions testées pour la saponification du composé 38

Le motif squarate n’étant pas stable en milieu basique et la conversion de la réaction étant trop
faible, une nouvelle stratégie de synthése a eté envisagee, introduisant ce motif sensible en fin
de séquence réactionnelle (Schéma 11.25). Elle passe donc par la réalisation de 1’étape de
saponification et de couplage sur I’acide carboxylique de la chaine fluorée pour la référence ou
de la chaine hydroxyéthylamine protégée pour le précurseur de marquage avant I’étape de
condensation du motif squarate. Cette saponification peut alors étre realisee sur le compose 36

préalablement synthétisé.
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Schéma 11.25: Nouvelle stratégie envisagée pour la synthese du couple référence/précurseur du
composé Ph-FAK

Le composé 36 synthétisé au préalable a été engagé dans une réaction de saponification en
présence de soude dans un mélange équivolumique composé de 1,4-dioxane et d’eau a 50°C
pour aboutir a I’acide carboxylique 40 avec un rendement de 70% (Schéma 11.26). Cette
réaction n’a pas été menée a température ambiante a cause de la faible solubilité du composé

de départ dans le systéme de solvants.

Os_OH
(0] OMe cl cl
H H
N N
\ NaOH (10 % aq) \
N\fN N\fN
HN H,Ol/dioxane (1/1 viv) HN
50 °C, 16 h
36 40
NHAlloc 70 % NHAlloc

Schéma 11.26: Synthése de 1’acide carboxylique 40

Dans le but d’obtenir un précurseur de marquage possédant une fonction tosylate, une chaine
hydroxyéthylamine doit étre greffée. Cependant, la fonction tosylate étant trop labile pour étre
introduite en cours de synthése, le choix d’une fonction hydroxyle protégée par un groupement
silyl, orthogonal aux groupements Alloc et Boc, a éte fait. Ainsi, le composé 41 a été synthétisé
a partir du 2-aminoéthanol avec un rendement de 99% en présence de chlorure de tert-
butyldiphénylsilyle (TBDPSCI) et d’imidazole dans le DCM selon les conditions décrites dans
la littérature (Schéma 11.27).213

TBDPSCI

Imidazole NH
Ho~NH2 ——————> T1BDPSO” " 2

DCM, ta,3h “

99 %
Schéma 11.27: Synthése du composé 41
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Ainsi, ’acide carboxylique 40 a été mis en réaction de couplage soit avec la 2-fluoroéthanamine
commerciale soit avec le composeé 41 en présence de HATU et de DIPEA dans le DMF a 40°C
(Schéma 11.28).

O
: o
zzx T
z—
e}
\,_/
Q
2
o
?
zT
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zT
o
z i
= (@]
Ve

NN NN
HN

R .
40 NHAlloc X=F 42 44 \—NHAlloc

X = OTBDPS 43 NHAlloc

(a) 2-fluoroéthanamine, HATU, DIPEA, DMF, 40 °C, 18 h (pour 42)
(b) 41, HATU, DIPEA, DMF, 40 °C, 18 h (pour 43)

Schéma 11.28: Réaction de couplage a partir de 1’acide carboxylique 40 en présence des chaines 2-
fluoroéthanamine ou 41.

Dans ces conditions, la formation d’un méme produit secondaire a été observée au cours des
deux réactions. L’analyse LC-MS de ce composé indiquerait la formation du lactame 44
résultant d’une réaction de couplage intramoléculaire entre la fonction acide carboxylique et
I’amine en position ortho de celui-ci. Ce type de cyclisation a déja été observé par d’autres
équipes pour des acides carboxyliques en ortho d’une amine, en seulement quelques heures a

température ambiante en présence d’un agent de couplage.?!*

Afin de confirmer la structure du composé 44, des analyses RMN *H et 3C ont été réalisées.
En RMN du proton, deux singulets correspondants aux protons de 1’acide carboxylique et de
I’amine en ortho disparaissent sur le spectre du composé 44 par rapport au spectre de 1’acide
carboxylique 40 de départ (Figures 11.14 a) et b)). En RMN du carbone-13, le signal
correspondant au carbone de 1’acide carboxylique du composé 40 de départ (6 = 169,9 ppm)
apparait plus blindé (6 = 164,2 ppm) pour le composé 44, indiquant une modification de son

environnement chimique.
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Figure 11.14: Spectres RMN des composés 40 et 44 zoomés sur les zones d’intéréts. a) Spectre RMN
'H du composé 40 b) Spectre RMN *H du composé 44 c¢) Spectre RMN *3C du composé 44 d) Spectre
RMN C du composé 44

En tenant compte de I’identification du sous-produit formé, le couplage entre I’acide
carboxylique 40 et la 2-fluoroéthanamine a été optimisé. L’utilisation d’un excés d’amine (2
équivalents) a permis de limiter la formation du sous-produit 44 et d’obtenir le produit 42 désiré
avec un rendement de 47%. Ensuite, le composé 42 a été déprotégé en présence de Pd(PPhz)4
et de diéthylamine dans le THF durant 4h pour donner le composé 45 avec un rendement de
57% (Schéma 11.29).
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Schéma 11.29: Déprotection du composé 42

Le composé 45 ainsi formé est condensé avec le dérivé squarate 23 précédemment synthétise

en présence de DIPEA dans le DMF a 100°C pour conduire au composé 46 avec un rendement

de 59% (Schéma 11.30). Le groupement Boc est ensuite clivé en présence de TFA dans le DCM

a température ambiante pour aboutir quantitativement a 1’amine primaire 47. Enfin, la séquence

réactionnelle qui est encore en cours de réalisation consisterait a brancher le motif acrylate sur

I’amine primaire 47 pour conduire a la référence Ph-FAK (Schéma 11.30).
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Schéma 11.30: Séquence réactionnelle en cours pour I'obtention du composé Ph-FAK

En parallele, la synthése du précurseur de marquage du composé Ph-FAK a été initiée (Schéma

[1.31). Elle passe par le couplage de I’amine 41 sur 1’acide 40 en présence de HATU et de

DIPEA dans le DMF a 40°C pour conduire au composé 43 avec un rendement de 81%. Le

groupement Alloc du composé est alors clivé en présence de Pd(PPhs)s et de diéthylamine dans

le THF pour conduire a I’amine primaire 48 avec un rendement de 51%. Ce composé est ensuite
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mis en réaction avec 1’intermédiaire squarate 23 pour conduire au composé 49 avec un
rendement de 52% (Schéma 11.31).

H
O OH cl a1 N o
H% HATU j y ¢
X DIPEA N
\ - TBDPSO W)\
N\fN DMF N.__N
N 40°C, 20 h Y
40 43 HN
81%
NHAIlloc NHAlloc
Pd(PPhs),
Diéthylamine
THF
ta.,4h
CII/\‘N y
N__O
0 HN \N)\NH 23 j e
N
HNJ\© o DIPEA TBDPSO ﬁ‘)\
B S E—
H o DMF N\fN
100°C, 16h
OTBDPS N NHBoc HN
49 H o HN 48
52% 51%
NH,

Schéma 11.31: Synthese en trois étapes du composé 49 a partir de I'acide 40

En s’inspirant de la synthése de la référence fluorée Ph-FAK, la suite de la synthese envisagée
passerait par la déprotection du groupement Boc, puis comme précédemment par la
condensation du motif acrylate sur ’amine primaire formée. Ensuite, la stratégic imaginée
consisterait en la déprotection du groupement silylé suivie de I’activation de ’alcool libéré sous

forme de tosylate pour aboutir le précurseur de marquage du composé Ph-FAK (Schéma 11.32).
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V. Conclusions et perspectives

Détecter la présence de la surexpression de la protéine FAK en oncologie permettrait de
quantifier le degré d’agressivité d’une tumeur pour pouvoir orienter les traitements. Dans ce
contexte, le composé 7f a été identifié par le LCBPT comme inhibiteur covalent de FAK
possédant des propriétés d’inhibition intéressantes ainsi qu’une bonne sélectivité vis-a-vis de la
cible choisie. Cette molécule ainsi que son précurseur de marquage ont été synthétisés avec des
rendements de 3% et 5% en neuf et huit étapes respectivement. Le marquage isotopique au
carbone-11 de cette structure étant original, un composé modeéle a été développé afin de mettre
au point les conditions de radiocarbonylation mais cette étude n’a pas permis d’obtenir le
traceur avec des résultats satisfaisants. C’est pourquoi en paralléle, trois analogues fluorés de
7f ont été envisages. La synthése de ce type de composé s’est avérée complexe, et n’a pas
conduit a 1’obtention des composés fluorés désirés. Alors, un nouvel analogue, Ph-FAK a été
imaginé et sa synthese ainsi que celle de son précurseur de marquage sont encore en cours de
développement avec des résultats préliminaires encourageants. Une évaluation de ’affinité du
composé Ph-FAK pour la protéine sera realisée avant le développement d’une méthode

marquage au fluor-18 et une évaluation in vitro et in vivo du radiotraceur.
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I. La sphingosine kinase 1 : un biomarqueur oncologique
L.1. Présentation de la sphingosine kinase 1

La sphingosine kinase est une enzyme qui a pour role de catalyser la phosphorylation de la
sphingosine, un lipide essentiel du métabolisme des sphingolipides, en sphingosine-1-
phosphate (S1P). La sphingosine kinase est présente dans un grand nombre d’espéces avec une
trés forte conservation de sa séquence d’acides aminés.?!® Elle se décline en deux isoformes,
SK1 et SK2, dont les génes codant se situent sur les chromosomes 17 et 19 respectivement.
SK1 a été mise en évidence pour la premiere fois dans les années 1970 dans le foie de rat, le
cerveau de beeuf ou encore dans les plaquettes humaines.?!® Cette protéine est ubiquitaire,
I’ARN messager codant pour SK1 étant retrouvé dans le poumon, la rate, le cceur ou encore le
cerveau.?!’” Cette kinase de 42,5 kDa posséde cing domaines nommés C1 a C5. Les domaines
C1 a C3 constituent le domaine catalytique, le domaine C2 représentant le site de liaison a
I’ATP. Le domaine C4 permet la fixation de la sphingosine sur I’enzyme et le domaine C5 est
impliqué dans le transfert du groupement phosphate. Méme si cette protéine est majoritairement
cytoplasmique, elle peut se retrouver a la membrane plasmique du fait de différents stimuli ou

stress cellulaires.?8

= Voies de signalisation cellulaire et fonctions biologiques

SK1 est donc une enzyme impliguée dans le métabolisme des sphingolipides, un ensemble de
lipides participant a la structure des membranes cellulaires et jouant un réle dans de nombreux
processus biologiques.?'® De nombreux activateurs de cette protéine ont été décrits tels que des
facteurs de croissance, des ligands de récepteurs couplés aux protéines G ou encore des ions
présents dans le milieu intracellulaire. Participant a cette voie de signalisation sphingolipidique,
céramide, sphingosine et S1P sont des lipides bioactifs considérés comme des acteurs majeurs
de nombreux processus biologiques. En effet, il a été montré que ces trois lipides jouaient un
role dans la survie cellulaire, la prolifération, la migration, la réponse immunitaire,
I’angiogéneése ou encore dans différentes pathologies telles que le cancer ou les maladies
cardiovasculaires.?!5?20 SK 1 est I’une des enzymes clé permettant de contrdler 1’équilibre entre
ces sphingolipides (Schéma I11.1). On parle alors de biostat sphingolipidique, le céramide et la
sphingosine étant des messagers impliqués dans 1’apoptose et bloquant la prolifération

cellulaire, alors que la S1P, via son interaction avec des RCPG (S1PXR, X = 1-5) participe a la
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survie cellulaire, la migration ou encore a la régulation du systéme immunitaire 221222

sphingolipidique (céramide)
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Schéma I11.1 : Biostat sphingolipidique régulé par SK1 et S1P phosphatase

L3. Implication de SK1 dans la cancérogénése

Du fait de sa localisation au centre d’une voie de signalisation cellulaire et de son implication
dans de nombreux processus biologiques, S1P et donc SK1 peuvent étre impliquées dans la
cancérogénese. En effet, I’expression de SK1 affecte I’équilibre entre les sphingolipides pro-

apoptotiques et anti-apoptotiques déterminant ainsi le devenir cellulaire.

I a été montré que le niveau d’expression de SK1 était plus élevé dans les tissus tumoraux que
dans les tissus sains chez des patients atteints de cancer du cdlon.??® De plus, on observe dans
certains cas de cancers du sein que le niveau d’expression de I’ARNm codant pour SK1 est
quatre fois plus important que chez des patients sains.??* Enfin, la surexpression de SK1 est
corrélée avec un mauvais pronostic.?® En effet, chez des patients atteints de glioblastome,
I’augmentation de la concentration en protéine SK1 est liée a une diminution de la survie des
patients.??® Le groupe de Xia et al.??” a observé que la surexpression de la protéine dans des
fibroblastes entraine la transformation des cellules qui deviennent capables de former des
tumeurs dans des modéles murins, démontrant ainsi le caractére oncogéne de SK1. Cette
approche a été confortée par Pchejetski et ses collégues grace a I’injection chez la souris de

cellules tumorales de cancer de la prostate surexprimant SK1 qui possedent une progression

122



Développement de radiotraceurs pour l'imagerie TEP de la protéine sphingosine kinase 1

tumorale plus importante que lors de ’injection de cellules tumorales controles n’exprimant

pas SK1.228

Plusieurs études ont également montré que la surexpression de SK1 était corrélée avec le
blocage des processus d’apoptose et la résistance aux traitements de chimiothérapie.??®?*° Par
exemple, les cellules HL-60 de leucémie présentant une surexpression de SK1 sont protégées

de I’apoptose induite par la doxorubicine.?3!

En résumé, la surexpression de la protéine SK1 dans de nombreux types de cancers favorise la
croissance tumorale, la chimiorésistance et en fait un facteur de mauvais pronostic. C’est

pourquoi cette protéine a été étudiée comme potentielle cible thérapeutique.

Thérapies ciblant SK1 et SIPIR

I']%u fait de sa position centrale au sein de la voie de signalisation sphingolipidique, I’inhibition
de SK1 constitue un traitement efficace contre le cancer en diminuant la production de S1P,
oncogeéne impliqué la prolifération et la migration des cellules tumorales. De plus, I’inhibition
de SK1 ne permet pas seulement de réduire la production de S1P mais également d’augmenter
la production de sphingosine et donc de céramide, promoteurs de I’apoptose, en jouant sur le
biostat sphingolipidique.?*? Ainsi, de nombreux inhibiteurs de SK1 ont été développés comme
stratégie anticancéreuse, non sans complexité du fait de I’'ubiquité de SK1. La découverte de la
structure cristalline de la protéine a permis d’orienter la conception d’inhibiteurs de SK1 en se
basant sur la structure de la sphingosine, son ligand naturel (Figure 111.1). Le groupe de
Jendiroba et al. a montré le potentiel d’inhibition du composé N,N-diméthylsphingosine (K =
3,1 uM) sur des cellules de leucémie, conduisant & leur apoptose.?* Le Safingol, utilisé pour
I’inhibition de SK1, permet quant a lui d’augmenter la concentration en céramide, induisant
alors la mort cellulaire sur des cellules CT-116 du cancer du c6lon.?** Ces deux composés ont
été développés jusqu’a la phase I. Le composé FTY 720, aussi appelé Fingolimod, possede quant
a lui une autorisation de mise sur le marché pour son role d’antagoniste des récepteurs S1P1
permettant d’activer des lymphocytes dans un contexte de neuroinflammation.?® Ce composé
est alors phosphorylé et interagit avec les récepteurs de S1P pour lutter contre la sclérose en
plaques et posséde un ICso de 173 nM.
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Figure 111.1: Structure de la sphingosine et de la premicre génération d’inhibiteurs de SK1
développés?®

L’inconvénient de cette premiere génération d’inhibiteurs est sa non sélectivité entre les deux
isoformes de la kinase, SK1 et SK2. C’est pourquoi I’inhibiteur SK1-1, sélectif de SK1a été
développé en 2008 par le groupe de Paugh et al. (Figure 111.2).2%" Cet inhibiteur posséde une
constante d’inhibition pour SK1 de I’ordre de la dizaine de uM. Il permet de réduire le niveau
de S1P in vivo dans un modéle murin de cancer du sein, stimule 1’apoptose et réduit
I’angiogénése.?® Par la suite, d’autres familles de composés ont été développées, toutes gardant
dans leur structure une fonction polaire de type amidine, guanidine ou pyrrolidin-2-ylméthanol
ainsi qu’une partie hydrophobe composée de cycles aromatiques et/ou d’une longue chaine
aliphatique sur le modéle de la sphingosine, le ligand naturel.?® A titre d’exemple, le composé
PF-543 est le plus efficace et sélectif a ce jour pour I’inhibition de SK 1.2 Il se lie & la protéine
sur le méme lieu de fixation que le ligand naturel et réduit le niveau de S1P sur des cellules du

carcinome humain.?%
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Figure 111.2: Série d'inhibiteurs sélectifs de SK1

L5, Imagerie de SK1

La surexpression tumorale de SK1 est un biomarqueur de prolifération et de résistance aux
traitements conventionnels. Il est donc important de développer des agents d’imagerie capables
d’évaluer la surexpression de SK1 dans une optique de stratification de patients et d’orientation

thérapeutique mais aussi pour soutenir le développement de nouveaux traitements.

A T’heure actuelle, plusieurs études ayant pour but d’imager SK1 et ses voies de signalisation
ont été réalisées non pas a des fins oncologiques mais afin de mieux comprendre les
mécanismes cellulaires impliqués dans la neuroinflammation. Par exemple, le groupe de Lin et
al a imagé ’expression de SK1 par fluorescence in vitro et par immunohistochimie avec des
anticorps anti-SK1 sur des cellules microgliales.?*® D’autres études en imagerie de fluorescence
avec une sphingosine modifiée par un groupement fluorescent permettent de suivre 1’activité

de la kinase en temps réel.?4

Par ailleurs, plusieurs radiotraceurs pour I’imagerie TEMP et TEP ciblant les récepteurs S1P1-
5 de la sphingosine-1-phosphate ont été développés. Par exemple, le groupe de Ye et al. a

développé un anticorps marqué au *™Tc montrant une bonne fixation aux récepteurs in vitro
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ainsi que sur des modéles murins xénogréffés surexprimant ces récepteurs.?*? Le [}C]CS1P1
marqué au carbone-11 et son analogue marqué au fluor-18, le [*®F]FS1P1, ont été développés
pour cibler ces mémes récepteurs dans un contexte de compréhension de processus neuro-
inflammatoires (Figure 111.3). Le [**C]CS1P1 posséde une autorisation de mise sur le marché?*3

alors que son analogue fluoré montre une bonne pénétration cérébrale chez le macaque.?*

Cependant, si ces traceurs ciblent les récepteurs S1P, il n’existe pas a ce jour de radiotraceurs

pour I’imagerie TEP ciblant directement la protéine SK1 dans un contexte oncologique.

‘/‘COOH b)

CF3 [”C]CS1P1

o- ICOOH

o

=

[18F]FS1P‘I

Figure 111.3: Imagerie TEP des récepteurs S1P1 par le groupe de Qiu et al.*** a) Structure des traceurs
[1*C]CS1P1 et [*®F]FS1P1 b) Images TEP et IRM d'un cerveau de macaque injecté avec le [**F]FS1P1

En conclusion, la protéine SK1, surexprimée dans un grand nombre de cancers et facteur de
mauvais pronostic, serait un biomarqueur de choix pour I’imagerie TEP dans une démarche de
médecine personnalisée. De plus, la grande diversité d’inhibiteurs ayant été développés est une
base solide pour la conception de nouveaux traceurs marqués au fluor-18 ciblant la protéine
SK1.

IL1L

I1. Développement de radiotraceurs ciblant la protéine SK1

Le composé PF-543 : un motif prometteur

Pour observer la surexpression de la protéine SK1 grace a I’imagerie TEP, il est nécessaire de
développer des traceurs possédant une bonne affinité et sélectivité pour la cible choisie. Le
composé PF-543 étant I’un des meilleurs dans ce domaine et le groupe de Kim et al a développé

un inhibiteur de SK1 analogue possédant une bonne activité anti-tumorale sur des cellules de
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cancer colorectal et de cancer gastrique (Figure 111.4). Le composé développé posséde un ICso
de 10 nM pour SKI1. Enfin, des études de prédiction d’interactions électrostatiques entre la
molécule développée et la kinase montreraient des interactions similaires a celles identifiees

pour le composé PF-543 vis-a-vis de SK1.1%8

La structure du composé identifie par Kim et al. differe du composé PF-543 par le
remplacement du groupe sulfonylbenzene par une longue chaine aliphatique, mimant la queue
hydrophobe du ligand naturel sphingosine.® Le groupement polaire nécessaire a 1’activité

biologique de I’inhibiteur est ici un motif pyrrolidine méthanol.

SRS PUSY: ! o
4 TS0 CC@V

PF-543 ih 5 5
Inhibiteur développé

par Kim et al.

Figure I11.4: Structures de l'inhibiteur PF-543 et de I’inhibiteur développé par Kim et al.1%®

1.2, Objectifs des travaux

En partant de cette structure développée par Kim et ses collegues, il a ét¢ décidé d’y intégrer
un atome de fluor a ’extrémité d’une chaine aliphatique pour conduire au composé FH-SK1
(Figure 111.5). Cette approche présente le double avantage de réaliser d’une part une
modification mineure sur la structure du composé développé par Kim et al., et d’autre part
d’envisager un marquage au fluor-18 par Sn2 aliphatique, une approche radiochimique offrant
généralement de bons rendements de radiosynthése. Le précurseur de marquage du composé
[*®F]FH-SK1 présenterait alors un groupement partant de type tosylate au bout de la chaine
aliphatique. L’introduction d’un groupement protecteur de la fonction hydroxyle de type acétate
est également envisagée, les fonctions protiques pouvant étre déléteres au marquage avec des
ions fluorures. Le radiomarquage de ce précurseur pourrait alors s’effectuer dans des conditions
classiques de radiofluoration aliphatique en présence du complexe K[*3F]F-Kz222 suivi d’une

déprotection de la fonction acétate en milieu basique.

127



Développement de radiotraceurs pour l'imagerie TEP de la protéine sphingosine kinase 1

OH OAc
18
TsO
o) )6 o o
['8F]FH-SK1 Précurseur
FH-SK1

Figure 111.5: Structures du traceur envisagé [*®F]FH-SK1 et de son précurseur de marquage

III. Développement du radiotraceur ["*F]FH-SK1
Synthése de la référence FH-SKI1 et de son précurseur de marquage

JILL Stratégie passant par une étape d’hydrogénation tardive

Laieampose de référence FH-SK1 pourrait étre obtenu a partir de son précurseur de marquage
par fluoration nucléophile suivie d’une déprotection de la fonction acétate (Schéma 111.2). Le
précurseur de marquage, quant a lui, pourrait étre synthétis¢ par tosylation d’un alcool primaire,
la chaine heptyle étant introduite par coulage de Sonogashira sur le dérivé iodoaryle suivie par
une étape de réduction de I’alcyne. La fonction pyrrolidine méthanol protégée serait introduite
sur ce dérivé iodé par amination réductrice sur un dérivé benzaldéhyde lui-méme formé a partir
du 3-iodophénol et du 4-bromométhylbenzaldéhyde commerciaux. Cette stratégie permet de
fonctionnaliser les deux fonctions alcools a différentes étapes de la synthése pour éviter des

problémes de régiosélectivité.
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Schéma I11.2 : Analyse rétrosynthétique conduisant a I'obtention du composé FH-SK1 et de son
précurseur de marquage par une étape d’hydrogénation tardive

La synthése débute par ’alkylation du 2-iodophénol par le 2-bromométhylbenzaldéhyde en
présence de carbonate de potassium dans le DMF a 80°C (Schéma 111.3). Le composé 50 est
alors obtenu avec un bon rendement de 86%. La réaction d’amination réductrice entre 50 et la
(S)-pyrrolidineméthanol en présence de triacétoxyborohydrure de sodium dans le
dichlorométhane a température ambiante permet de former le composé 51 avec un bon
rendement de 81%. La fonction alcool du composé 52 est alors protégée par un groupement
acétate en présence d’anhydride acétique et de pyridine a température ambiante durant 6h pour
conduire au composé 52 avec un rendement de 73%. La chaine hept-6-yn-1-ol est alors
introduite par couplage de Sonogashira avec le composé 52 en présence de Pd(PPhs).Cly, de
triéthylamine et d’iodure de cuivre dans le DMF sous atmosphere inerte a 70°C durant 2h. Le
composé 53 ainsi formé a été obtenu avec un bon rendement de 88%. L’intermédiaire 53 est

ainsi obtenu avec un rendement global de 45% sur 4 étapes.
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Schéma 111.3: Synthése du composé 53

Ensuite, la réduction de la fonction alcyne a été envisagée pour conduire a la chaine heptyle
saturée désirée. Ainsi, le composé 53 a été mis en présence de palladium supporté sur charbon
dans le méthanol sous atmosphére d’hydrogéne a température ambiante (Schéma I11.4).
Cependant, seuls deux produits non désirés ont été obtenus. Ils résulteraient de I’hydrogénolyse
de la fonction benzyle présente sur la molécule. Les produits obtenus n’ont pas été isolés et

leurs structures est supposeée par le résultat des analyses LC-MS.

H, (1 atm) OAc
& HO Z
Pd/C 10% +
N
MeOH /\©\
ta., 2h

Produits obtenus

Schéma 111.4: Hydrogénolyse du composé 53 menant a la rupture de la liaison benzylique

Cette voie de synthese aboutit donc a une incompatibilité entre la réduction de la fonction

alcyne et la présence de la fonction benzyle. Ainsi, une nouvelle voie de synthese a été

enyjsagee.

Stratégie passant par une réduction précoce

Cette nouvelle stratégie passe par ’introduction de la chaine aliphatique en début de synthése,
pour contourner I’incompatibilité de 1’hydrogénation. Ainsi, le composé FH-SK1 serait

toujours obtenu a partir du précurseur de marquage par réaction de fluoration du groupement
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tosylate puis par déprotection de 1’acétate protégeant I’alcool primaire situé sur la pyrrolidine.
Ce précurseur pourrait étre obtenu par tosylation de la fonction hydroxyle localisée a I’ extrémité
de la chaine aliphatique. L’alcool primaire serait quant a lui obtenu a partir d’un dérivé
benzaldéhyde par amination réductrice avec le motif pyrrolidineméthanol suivie d’une étape de
déprotection d’un groupement silylé encombré et relativement stable comme le TBDPS utilisé
pour protéger 1’alcool primaire tout au long de la synthese. Le dérivé benzaldéhyde pourrait
étre syntheétisé par alkylation du groupement phénol, lui-méme obtenu par hydrogénation de
I’alcyne. Enfin ce composé serait obtenu par couplage de Sonogashira a partir du 3-iodophénol
et de I’hept-6-yn-1-ol commerciaux dont ce dernier serait protégé avec un groupement silylé de
type TBDPS (Schéma 111.5).

OH OAc
F TsO
o )y — o s
FH-SK1 Précurseur
FH-SK1

OHC TBDPSO OAc U
@Vo )e &\‘ TBDPSO.
 — /\QOOJ)G
TBDPSO

TBDPSO )
= 4
Ho\©)>6 ——> Ho Z

HO |
\/\/\/OTBDPS + \©/

Schéma I11.5: Analyse rétrosynthétique par hydrogénation précoce conduisant au composé FH-SK1

Nous avons dans un premier temps envisagé de protéger la fonction hydroxyle du hept-6-yn-1-
ol par un groupement silylé, conservé tout au long de la synthése dans le but de ne pas obtenir
un composé présentant deux fonctions alcools primaires dont la différentiation serait complexe.
Inspiré de I’approche de Trenkle et al.,?*® le groupement TBDPS a été choisi comme
groupement protecteur. Ce dernier est orthogonal au groupement acétate envisagé pour la
protection du groupement pyrrolidine méthanol et est suffisamment stable pour résister a
diverses conditions réactionnelles. L hept-6-yn-1-ol a donc été mis en réaction avec le chlorure
de tert-butyldiphénylsilyle en présence d’imidazole dans le DMF a température ambiante
durant 15h, conduisant au composé 54 avec un rendement de 63% (Schéma 111.6). Ce composé
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a ensuite été engagé dans un couplage de Sonogashira avec le 3-iodophénol en présence de
Pd(PPh3)2Cly, de triéthylamine et d’iodure de cuivre dans le DMF sous atmosphére inerte a
70°C durant 2h, pour conduire au composé 55 avec un rendement de 65%. Le compose 55 a
ensuite €t¢ soumis a une réaction d’hydrogénation en présence d’hydrogéne et de palladium
supporté sur charbon dans le méthanol dans le but de réduire 1’alcyne en alcane. Cependant,
aucune réaction n’a pu étre observée et le produit de départ a pu étre totalement récupéré. Une
hypothése envisagée serait que la présence du groupement silylé trés encombré empécherait

I’approche de la triple liaison sur le catalyseur.

HO |
\I:::T/ TBDPSO

TBDPSCI Pd(PPh3),Cl, HO = )4
N _~_~_OH_Mmdazole N _~_~_o0TBDPs _CulEtN _
DMF DME
t.a., 15h 70°C, 2h
54
63% 5%
Pd/C 10%
MeOH
t.a., 2h

TBDPSO

o

Schéma 111.6: Synthése du composé 55 et tentative d’hydrogénation

Devant les problémes d’hydrogénation rencontrés, il a été envisagé de protéger la fonction
hydroxyle apres 1’hydrogénation de I’alcyne. Dans ce contexte, la nouvelle synthése débute par
un couplage de Sonogashira entre le 3-iodophénol et hept-6-yn-1-ol en présence de
Pd(PPh3)2Cl, de triéthylamine et d’iodure de cuivre dans le DMF sous atmosphére inerte a
70°C durant 2h, conduisant au diol 56 avec un rendement de 90% (Schéma I11.7). Ce dernier
est alors soumis a une réaction d’hydrogénation en présence de palladium sur charbon dans le
méthanol a température ambiante conduisant au phénol 57 avec un rendement de 84%. Ce
composé a ensuite été engagé dans wune réaction d’alkylation avec le 3-
bromométhylbenzaldéhyde commercial en présence de carbonate de potassium dans le DMF a
80°C conduisant a 1’aldéhyde 58 avec un faible rendement de 29%. Ce faible rendement
s’explique par le fait qu’une partie du produit de départ n’a pas totalement réagi dans ces
conditions, méme lorsque le temps de réaction est prolongé jusqu’a 24h. La protection de
’alcool primaire a ensuite été réalisée avec le groupement tert-butyldiméthylsilyle (TBS) choisi

pour son compromis entre stabilité et encombrement moindre que le groupement TBDPS utilisé
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antérieurement. Le composé 58 a donc été mis en réaction en présence du chlorure de tert-
butyldiméthylsilyle et d’imidazole dans le DCM durant 15h a température ambiante, conduisant
au composé silylé 59 avec un rendement de 53%. Ensuite, la molécule 59 a été engagée dans
une réaction d’amination réductrice avec le (S)-pyrrolidineméthanol en présence de
triacétoxyborohydrure de sodium dans le DCM a température ambiante pour conduire au dérivé
60 avec un excellent rendement de 84%. Le composé 60 a été obtenu avec un rendement global

de 10% sur 5 étapes.
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Z - =
DME MeOH
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Br
OHC TBSO TBSCI OHC HO OHC% —
\©\/O ) <—Imldazole \©\/O )6 K2CO3
DCM DMF
59 ta.,, 15h 58 80°C, 5h
53% 29%
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E{;H OH
NaBH(OAc); &N TBSO
DCM o] )e
ta., 15h
60
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Schéma I11.7: Synthése du composé 60

Ensuite, la fonction hydroxyle du motif pyrrolidineméthanol du composé 60 a été protégée en
présence d’anhydride acétique et de pyridine dans le DCM a température ambiante durant 15h
pour conduire a 1’acétate 61 avec un bon rendement de 84% (Schéma 111.8). La suite de la
syntheése nécessite la fonctionnalisation du groupement hydroxyle situé¢ a I’extrémité de la
chaine heptyle. Pour cela, le groupement silyle du composé 61 est clivé en présence de fluorure
de n-tétrabutylammonium (TBAF) dans le THF a température ambiante durant 8h. L’alcool
primaire 62 est alors obtenu avec un bon rendement de 94%. Sa fonction hydroxyle est alors
tosylée via I’utilisation du chlorure de tosyle en présence de EtsN dans le DCM a température

ambiante. Le précurseur de marquage 63 est alors obtenu avec un rendement de 55%.
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Schéma 111.8: Synthése du précurseur de marquage 63

A partir du précurseur 63, la stratégie consiste a obtenir le composé fluoré de référence. Le
composé 63 est donc mis en réaction avec du TBAF dans le THF a température ambiante selon
une réaction de substitution nucléophile (Schéma 111.9). Le composé fluoré 64 est alors obtenu
avec un rendement de 90%. Enfin, le groupement protecteur acétate présent sur la pyrrolidine
méthanol est clivé en présence de méthanolate de sodium dans le méthanol pour conduire au

composé FH-SK1 avec un rendement de 92%.

OAc
N
THF MeOH
o

t.a., 15h ta., 8h
FH-SK1

90% 92%
Ts0. Vg F V) F s

Schéma 111.9: Synthése du composé FH-SK1 a partir du précurseur de marquage 63

Finalement, le précurseur de marquage 63 et le composé FH-SK1 ont été obtenus avec des

rrendements de 4% et 3% en 8 et 10 étapes respectivement.

Radiomarquage au fluor-18 du précurseur 63

Le radiomarquage du précurseur 63 au fluor-18 est envisagé en deux étapes : une étape de

radiofluoration par Sn2 en présence d’ions fluorures suivie d’une étape de déprotection de la
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fonction acétate. Dans un premier temps, seule la radiofluoration a été étudiee (Schéma 111.10).
Elle a été effectuée dans des conditions standards en présence du complexe K[*®F]F-K222 dans

le DMSO en utilisant 4 mg de précurseur 63 et en fixant le temps de réaction a 10 minutes.

OAc OAc
TsO 18
N KI"*FIF/Kz N
o) )e - o )e
DMSO, température,
63

10 min

['®Fl64

Schéma 111.10: Premiere étape de radiomarquage au fluor-18 du composé 63

Différentes conditions de température ont été testées et la conversion radiochimique a été
évaluée par radio-CCM (Tableau I11.1). Ces essais de radiomarquage ont été menés sur un
module de synthése GE Tracerlab™ FX FN.

Le composé 63 a donc été mis en réaction en présence du complexe K[*8F]F-K222a 90 °C durant
10 min. Dans ces conditions, une conversion de 30% a été observée (Tableau I11.1, entrée 1).
Une augmentation de la température de réaction jusqu’a 110°C a permis d’obtenir une
conversion tres satisfaisante de 58% (Tableau I11.1, entrée 2). Afin d’observer si une élévation
de la température permettrait encore d’améliorer cette conversion, le radiomarquage a été
effectué a 140°C durant 10 minutes. Dans ces conditions, une plus faible conversion de 35% a
été observée, témoignant probablement de la dégradation du précurseur ou du produit final a
cette température (Tableau I11.1, entrée 3). Ainsi, des conditions de marquage de 110°C durant
10 minutes ont été sélectionnées pour poursuivre I’optimisation et notamment la deuxieme
étape de déprotection. Un exemple de radio-CCM montrant cette conversion de 58% est

présentée en figure 111.6.

Entrée® | Température (°C) RCC (%)"

1 90 30
2 110 58
3 140 35

3_es experiences ont été réalisées deux fois
®_a conversion en [*®F]64 a été mesurée par radio-CCM par rapport aux ions fluorures n’ayant pas réagi
Tableau I11.1: Conditions testées pour le radiomarquage du composé 63 au fluor-18
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Figure 111.6: Radio-CCM montrant la conversion en [*8F]64 (58%) par rapport aux ions [*8F]F
lorsque la radiofluoration est menée a 110 °C pendant 10min dans le DMSO

Un premier essai de déprotection a été mené en présence de 300 pL de soude (4 M) a 70 °C
durant 5 minutes. Dans ces conditions, 80% du produit protégé réagit pour former le produit
désiré. Il a donc été décidé d’augmenter la température pour augmenter cette conversion. Ainsi,
a100°C durant 5 minutes, le composé [*®F]FH-SK1 est I’unique produit obtenu et aucune trace
du composé intermédiaire [1®F]64 n’est observée. Ces conditions ont donc été conservées pour

procéder a I’automatisation du radiomarquage (Schéma I11.11).

1) K["8F]F /K90

DMSO
/\©\/ _10°C, 10min /\©\/
2) NaOH (4M)
100°C, 5 min

['8F]FH-SK1

Schéma I11.11: Radiomarquage en deux étapes du composé 63 conduisant au composé [*8F]FH-SK1

Le radiomarquage en deux étapes du composé 63 a été automatisé sur un module de synthese
GE Tracerlab™ FX FN. Le précurseur 63 (4 mg) est donc mis en réaction avec le complexe
K[*®F]F-K222 dans le DMSO a 110°C durant 10 minutes. La déprotection est ensuite réalisée
« one pot » par ajout de 300 pL de soude 4M au milieu réactionnel et la réaction est chauffée a
100°C durant 5 minutes. Le milieu a ensuite été ¢lué au travers d’une cartouche d’alumine afin
d’éliminer les ions fluorures qui n’auraient pas réagi. La purification du composé brut a été
réalisée par chromatographie semi-préparative sur colonne Zorbax C18 en utilisant un mélange
H>O/ACN/TFA 35/65/0,1 (v/viv) comme éluant (Figure 111.7). Une étape de formulation sur
cartouche C18 a permis d’obtenir le composé [*®F]JFH-SK1 (6,3 + 0,7 GBq) en 80 minutes de

synthese avec un rendement corrigé de la décroissance de 33% £+ 7 (n = 5).
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Figure 111.7: Purification du [**F]FH-SK1 par HPLC semi-préparative avec détection UV (254 nm) et
gamma en phase inverse. a) Chromatogramme gamma du composé [*F]FH-SK1 ; b)
Chromatogramme UV du composé FH-SK1

Le contréle qualité du radiotraceur a ensuite été effectué par HPLC analytique avec détection
UV (254 nm) et gamma afin de s’assurer de I’identité du composé synthétisé ainsi que de sa
pureté chimique et radiochimique (Figure 111.8). L’analyse par HPLC analytique montre une
correspondance des temps de rétention entre le chromatogramme gamma du composé pur
synthétisé et le composé de référence non radioactif dans les mémes conditions d’analyse. Le
composé [*F]JFH-SK1 a été obtenu avec une pureté radiochimique supérieure a 99% et une
activité molaire de 41,8 + 4.0 GBg/pumol témoignant d’une bonne pureté chimique du traceurs

synthétisé (n = 5).
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Figure 111.8 Controle qualité du composé [*®F]FH-SK1 réalisé par HPLC analytique sur phase inverse
C18 avec détection UV (254 nm) et gamma. a) Chromatogramme UV du composé FH-SK1 de
référence non radioactif ; b) Chromatogramme UV du composé [*®F]FH-SK1 ; c) Chromatogramme
gamma du composé [*¥F]FH-SK1

En conclusion, I’optimisation des conditions de marquage du composé [F]FH-SK1 et
I’automatisation du procédé a permis d’obtenir le traceur « prét pour injection » avec une
quantité d’activité suffisante (3-6,5 GBq) ainsi qu’avec une pureté chimique et radiochimique

et une activité molaire permettant d’envisager des applications in vivo pour ce radiotraceur.

..

IV. Evaluation biologique du composé FH-SK1

Evaluation de Uaffinité du traceur ["*F]JFH-SKI pour la protéine SK1

La fixation du traceur ['*F]JFH-SK1 pour la protéine SK1 a été mesurée par incubation de ce
composé sur des cellules 22RV1 du cancer de la prostate surexprimant la protéine sphingosine
kinase 1.2* Pour cela, les cellules 22RV1 ont été incubées en présence de différentes
concentrations (10 — 2000 nM) du composé ['*F]JFH-SK1 (Figure I11.9.a). Par ailleurs, un test

de déplacement a été effectué pour s’assurer de la spécificité de la fixation en présence d’un
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exces molaire du composé PF-543 (Figure I11.9.b). Ces expériences ont démontré une saturation
de la protéine par le traceur développé. De plus, nous observons une diminution du signal
radioactif en présence de 1’inhibiteur PF-543, significative a partir d’'une concentration de 250
nM du composé ['*F]FH-SK1. La fixation du traceur développé est donc spécifique de la
protéine sphingosine kinase 1, avec une constante d’inhibition mesurée de 375 nM pour cette
lignée cellulaire. Cette évaluation in vitro de Daffinit¢ du traceur pour sa cible est
encourageante. Ainsi, une évaluation in vivo du composé ['*F]JFH-SK1 sera envisagée sur

modeles murins xénogréftés.
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Figure 111.9: a) Expériences de binding du traceur [*®F]JFH-SK1 sur cellules 22RV1 a différentes
concentrations (10-2000 nM) ; b) évaluation de la fixation spécifique du traceur sur les cellules 22RV1

V. Conclusions et perspectives

La possibilité de détecter la surexpression de la protéine SK1 grace a I’imagerie TEP serait un
puissant outil diagnostic pour I’orientation des traitements et le suivi thérapeutique. Dans ce
contexte, un analogue du composé PF-543, un inhibiteur de SK1 développé a des fins
thérapeutiques, a été identifié par le groupe de Kim et al et apres pharmacomodulation, la
structure du composé FH-SK1 a été imaginée. Les synthéses de ce compose ainsi que son
précurseur de marquage ont été effectuées en 10 et 8 étapes avec des rendements de 3% et 4%
respectivement. Le radiomarquage au fluor-18 du précurseur a été optimisé et automatisé
conduisant a I’obtention du composé [*®F]FH-SK1 « prét pour injection » avec un rendement
de 33 + 7 % corrigé de la décroissance et une activité molaire de 41.8 £ 4.0 GBg/pumol (n =5).

L’affinité du traceur pour sa cible a été évaluée in vitro sur des cellules surexprimant la protéine
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SK1. Les expériences ont montré une fixation spécifique du traceur pour la cible nous

encourageant a poursuivre 1’évaluation de ce traceur
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I. Imagerie TEP des maladies neurologiques

Justification de ce travail a la marge des travaux de thése

Ce chapitre, situé a la marge du reste de ces travaux de thése, résulte de la poursuite d’un projet
commencé lors d’un précédent stage effectué en 2016 au laboratoire. Il avait pour but de
;9évelopper des composes fluorés analogues au méthyldiaminostilbene (MeDAS), un composé
ciblant la myéline dont le marquage isotopique au carbone-11 permet de visualiser les processus
de démyélinisation grace a I’imagerie TEP. Dans ce contexte, nous avons développé trois
analogues fluorés du MeDAS et leur fixation a la myéline a été démontrée ex vivo par imagerie
de fluorescence sur des coupes de cerveaux de rats sains. Ils ont tous les trois montré un profil
métabolique intéressant in vitro. Le composé PEG-MeDAS a été marqué au fluor-18 avec un
bon rendement et la biodistribution in vivo a montré une bonne pénétration cérébrale.
Cependant, il a été montré que le motif diaminostilbene était sujet a un processus
d’isomérisation in vivo. Des investigations supplémentaires sont nécessaires pour déterminer

I’influence de cette isomérisation quant a I’affinité de la structure pour la myéline.
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Figure 1V.1: MeDAS et les dérivés fluorés envisagés

Ces travaux, commencé lors de mon stage en 2016, ont été poursuivis au cours de mes 3 années
de doctorat. C’est pourquoi j’ai souhaité inclure ces travaux dans mon manuscrit. Au-dela du
travail de chimie et de radiochimie, 1’évaluation biologique des traceurs préparés m’a permis
de découvrir et de pratiquer de nouvelles techniques expérimentales, comme la réalisation
d’études de biodistribution et 1’évaluation du profil métabolique des radiotraceurs. Ces travaux

ont été publiés dans la revue « Journal of Medicinal Chemistry » dont I’article est présenté Ci-

apres.
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Conclusions et perspectives

Ce dossier ce these se compose de trois parties principales, chacune dédiée a I’une des cibles
pharmacologiques sélectionnées pour le développement de radioligands pour 1’imagerie TEP
des derégulations cellulaires en oncologie : p53, focal adhesion kinase et sphingosine kinase 1.
Ces travaux s’appuient sur le développement de structures analogues de pharmacophores
décrits dans la littérature comme possédant une bonne affinité pour les cibles. Ces motifs
moléculaires retenus ont pu étre pharmacomodulés pour pouvoir réaliser un marquage au
carbone-11 ou au fluor-18. Une quatrieme partie présente des travaux de développement de
traceurs marqués au fluor-18 pour I’imagerie de la démyélinisation dans un contexte de maladie
auto-immune. Les projets présentés dans ce manuscrit décrivent la synthése organique de
nouveaux composés ainsi que leur caractérisation et, pour certains candidats, le marquage au
fluor-18 ou au carbone-11 du précurseur synthétisé ainsi que 1’évaluation in vitro ou in vivo des

radiotraceurs obtenus.

Conclusions et perspectives concernant les ligands de p53

La premiére cible présentée est la protéine gardienne du génome p53 pouvant étre mutée et
inactive dans un grand nombre de cancers. Détecter sa présence in vivo en oncologie grace a
I’imagerie TEP permettrait de réaliser un suivi thérapeutique et participerait au développement

de traitements dans un contexte de médecine personnalisee.

Le composé CP31398 a été développé dans ce contexte comme candidat médicament, il
permettrait de rétablir les fonctions biologiques de réparation de I’ADN de la protéine p53. Ce
composé ainsi que son précurseur de margquage ont été synthétisés avec des rendements globaux
de 69% et 52% en 2 et 3 étapes respectivement. Le radiomarquage automatisé au carbone-11 a
été réalisé avec succes et a conduit a I’obtention du composé [**C]CP31398 avec un rendement
de 42 £+ 13 % corrigé de la décroissance et une activité molaire de 39 + 12 GBg/umol (n = 6).
Par ailleurs deux analogues fluorés ont été développés. Premiérement, le composé PEG-
CP31398 ainsi que son précurseur de marquage de type tosylate ont été obtenus avec des
rendements globaux de 20% et 13% respectivement en quatre étapes de synthése. Le composé
radiomarqué [**F]JPEG-CP31398 a été obtenu avec un rendement radiochimique de 10 + 4 %
corrigé de la décroissance et une activité spécifique de 80 £ 39 GBg/umol (n = 4). Enfin, un
deuxiéme analogue fluoré et son précurseur ont été développés, en quatre et trois étapes de
synthese respectivement avec des rendements de 33% et 26%. Cependant, le radiomarquage de

cette structure n’a pas pu €tre réalisé malgré les conditions testées.
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HN/\/\'\‘I/ HN/\/\I\‘I/ HN/\/\I\‘I/
OMe o> OMe
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HN/\/\I\‘I/ HN/\/\,\‘I/ HN/\/\T/
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Figure c.1: Structure des références obtenues et les traceurs associés ciblant p53

Par ailleurs, les traceurs développés ont été évalués in vitro dans le but de Vérifier leur ciblage
de p53. Les différentes expéreriences conduites sur cellules transfectées avec un gene de p53
muté ainsi que sur coupes de tumeurs exprimant ou non la protéine n’ont malheureusement pas
pu permettre de démontrer une fixation spécifique des traceurs sur leur cible mais ont révélé

une fixation non spécifique.

Il est important de noter que le mécanisme de restauration des fonctions biologiques de p5S3 n’a
pas encore été clairement élucidé a ce jour. Cette cible représente donc un challenge quant au
développement de structures affines pour celle-ci ainsi que pour sa détection en imagerie TEP.
Les résultats obtenus lors de 1’évaluation biologique des composés synthétisés ne nous
encourage pas a poursuivre le développement de traceurs ciblant p53, et nous questionnent sur
la pertinence de cibler p53 en imagerie TEP, étant donné la faible disponibilité des informations
concernant 1’affinité de la cible avec des structures moléculaires décrites. Néanmoins, le
radiotraceur [**C]CP31398 pourrait étre un outil pour élucider le mécanisme d’action de ce

compos¢ grace a I’imagerie TEP.

Conclusions et perspectives concernant les ligands de FAK

La focal adhesion kinase participe aux processus de migration cellulaire et se présente
également comme un biomarqueur de I’agressivité tumorale. Il a été décidé de developper des
traceurs presentant une haute affinité pour cette kinase en se basant sur la structure d’un

inhibiteur covalent développé par le LCBPT. Ce composé 7f ainsi que son précurseur de
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marquage ont été synthétisés avec des rendements de 3% et 5% en neuf et huit étapes de
synthése respectivement. Le marquage isotopique au carbone-11 de cette structure par
incorporation directe du [**C]CO; étant original, une molécule modéle analogue ainsi que son
précurseur de marquage ont été synthétises dans le but de mettre au point les conditions de
radiocarbonylation. Malheureusement les conditions de radiomarquage testées n’ont pas permis
d’obtenir des quantités de radiotraceurs suffisantes pour poursuivre le marquage isotopique du
composé 7f. En parallele, trois analogues fluorés ont été envisagés, mais la synthése de ce type
d’architecture moléculaire complexe n’a pas conduit a 1’obtention des composés souhaités.
Cependant, un nouvel analogue fluoré, le composé Ph-FAK, et son précurseur de marquage
sont encore en cours de développement. A ce jour, les résultats sont prometteurs puisque
seulement une (Ph-FAK) ou deux étapes (précurseur) restent a mettre au point pour obtenir le
couple de composes. Par la suite, I’affinité et la sélectivité du composé Ph-FAK pour la
protéine seront évaluées par des tests de binding avant d’envisager la radiosynthése au fluor-18
du composé [*8F]Ph-FAK. Enfin, une évaluation biologique in vitro (autoradiographie sur
coupes de tumeurs) et in vivo (biodistribution, animaux xenogreffés avec des cellules tumorales

expirmant FAK) du radiotraceur pourra étre envisageée.
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Figure c.2: Structure des composés 7f et Ph-FAK ciblant la protéine FAK
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Conclusions et perspectives concernant les ligands de SK1

La protéine sphingosine kinase 1 est une enzyme participant a la voie de signalisation des
sphingolipides et a de nombreux processus biologiques tels que la survie ou encore la
prolifération cellulaire. Cette protéine est surexprimée dans un grand nombre de cancers et est
un facteur de mauvais pronostic. 1l est donc intéressant de développer des radiotraceurs ciblant
SK1 dans le but de détecter cette surexpression grace a I’imagerie TEP. Un composé analogue
du PF-543, un inhibiteur affin et sélectif de SK1, ainsi que son précurseur de marquage ont été
synthétisés avec des rendements de 3% et 4% en dix et huit étapes respectivement. Le
radiomarquage conduisant au composé [1®F]FH-SK1 « prét pour injection » a été optimisé et
automatisé avec un rendement de 33 + 7 % corrigé de la décroissance et une activité molaire de
41,8 £ 4 GBg/umol (n = 5). Le traceur a été évalué in vitro sur des cellules surexprimant la
protéine. La fixation spécifique observée nous encourage a poursuivre 1’évaluation de ce

composé in vivo.

OH OAc
18
TsO
o) )6 o g
['®F]FH-SK1 Précurseur

a0 FH-SK1
RRC = 33% %
Ay = 41,8 GBg/pmol

Figure c.3: Traceur [*®F]FH-SK1 et son précurseur de marquage
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Partie expérimentale

I. Organic synthesis

1.1. General Procedures

All chemicals and reagents were used as received. Unless otherwise stated, reactions were
performed under air atmosphere. Reactions were monitored by TLC (silica gel 60 254F,
Merck), visualized thanks to an UV lamp at 254 nm or revealed by a potassium permanganate
or a ninhydrin stain. Column chromatographies were performed on silica gel 60 A, 40-65 um
(Merck). Flash chromatography purifications were realized with a Puriflash PF-XS 520 Plus
(Interchim) device. Proton nuclear magnetic resonance (*H-RMN) and carbon-13 nuclear
magnetic resonance (**C-NMR) spectra were recorded on a 400 MHz Bruker Avance (Bruker,
USA) apparatus. All NMR spectra were recorded at 23 °C. Proton and carbon chemical shifts
(6) are expressed in parts per million (ppm) downfield from tetramethysilane and are referenced
to the proton resonance of the hydrogenated residue of the deuterated solvents CDCI3z (CHCIs,
8 =7.26 ppm), DMSO-ds (DMSO-ds, § = 2.50 ppm) for *H-NMR and CDCl3 (CHCl3, § = 77.2
ppm), DMSO-ds (DMSO-ds, & = 49.0 ppm) for *C-NMR. For 'H-NMR, data are presented as
follows: chemical shifts, multiplicity, (s: singulet, d: doublet, t: triplet, q: quadruplet, m:
multiplet, bs: broad signal), coupling constant (J in Hz), integration, and attribution. For 3C-
NMR, data are presented as follows: chemical shift, coupling constant (J in Hz), multiplicity
and attribution. The melting points were measured on an Electrothermal 1A9200 (Dutscher,
France) and are reported in °C. The mass spectra (MS) were measured on a Thermo Electron
lon Trap LCQ Deca XP+ spectrometer (ThermoFischer, France) equipped with the electron
spray ionization (ESI) technique. Liquid chromatography was performed on Acquity UPLC
BEH C18 column (2.1 x 100 mm, 1.7 um, Waters, France) using a gradient of H,O/CH3CN
(from 5 % of CH3CN to 100 % over 8 min, 0.1% formic acid) as the mobile phase.
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L.2. Experimental procedures
(E)-2-(4-hydroxystyryl)quinazolin-4(3H)-one (1)

0]

NH C16H12N20;
N/)\/\@ M.W.: 264.28 g/mol
OH

3-Hydroxybenzaldehyde (1.83 g, 15.0 mmol, 2.0 eq) and potassium acetate (2.21 g, 22.5 mmol,
3.0 eq) were added to a solution of 2-méthyl-4(3H)-quinazolinone (1.20 g, 7.5 mmol, 1.0 eq)
in glacial acetic acid (30 mL). The reaction mixture was stirred at 110 °C during 24h under
argon. Ice water (20 mL) was added to the mixture and the resulting precipitate was filtered,
washed with water (20 mL) and dried under vacuum to afford 1 as a yellow powder (1.58 g,
80%).

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 12.24 (s, 1H, NH), 9.98 (s, 1H, OH), 8.09 (dd, J = 8.0 Hz,
1.2 Hz, 1H, CH), 7.87 (d, J = 16.0 Hz, 1H, Hay), 7.79 (td, J = 7.0 Hz, 1.4 Hz, 1H, Har), 7.65 (d,
J=7.6Hz, 1H, Ha), 7.50 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 2Ha), 7.45 (t, J = 8.0 Hz, 1H, Ha), 6.84 (d, J =
8.2 Hz, 2H, 2Ha), 6.77 (d, J = 8.1 Hz, 1H, CH) ppm.

BC-NMR (DMSO- ds, 100 MHz): & 166.5 (C=0), 164.0 (Car), 156.7 (Car), 153.9 (Car), 143.2
(Car), 139.1 (Car), 138.3 (Car), 134.2 (2Ca), 131.6 (Car), 130.8 (Car), 130.5 (Car), 125.6 (Car),
1221 (Car), 1207 (ZCspZ) ppm

M.p.: decomposition at 345°C

LC/MS: tr = 3.66 min.; m/z: 265.08 [M+H]".

(E)-2-(4-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)styryl)quinazolin-4(3H)-one (2)

0]
NH )
_ _ 022H26N2028|
N M.W.: 378.55 g/mol
OTBS
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To a solution of 1 (1.30 g, 4.90 mmol, 1.0 eq) in DMF (60 mL) was added imidazole (666 mg,
9.80 mmol, 2.0 eq) and TBSCI (1.12 g, 7.40 mmol, 1.5 eq) and the reaction mixture was stirred
for 18h at room temperature under argon. It was then quenched with a saturated solution of
ammonium chloride (100 mL), and the aqueous phase was extracted with diethyl ether (3 x 50
mL). The combined organic layers were washed with brine (20 mL), dried over sodium sulfate,

filtered and concentrated under vacuum to afford 2 as a pale yellow gum (1.79 g, 97%).

IH-NMR (DMSO- ds, 400 MHz): § 11.50 (s, 1H, NH), 8.15 (d, J = 7.2 Hz, 1H, CH), 7.73 (d,
J =175 Hz, 1H, Har), 7.60 (m, 1H, Har), 7.38 (d, J = 8.1 Hz, 2H, 2Ha), 7.30 (dt, J = 8.3 Hz,
6.9 Hz, 1H, Ha), 7.10 (s, 1H, Hay), 6.73 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2Har), 6.66 (d, J = 16.1 Hz, 1H,
CH), 0.82 (s, 9H, 3CHs), 0.06 (s, 6H, 2CHs) ppm.

13C-NMR (DMSO- ds, 100 MHz): § 166.2 (C=0), 161.2 (Car), 156.2 (Ca), 153.6 (Car), 142.4
(Car), 139.0 (Car), 133.9 (2Car), 133.0 (Car), 131.5 (Car), 130.5 (Car), 130.4 (Car), 125.5 (Car),
125.0 (2Csp2), 123.5 (Car), 30.0 (3CHs), 22.5 (C), 0.0 (2CHs) ppm.

M.p. : decomposition >345°C

LC/MS: tr = 5.72 min.; m/z: 379.23 [M+H]*, 401.18 [M+Na]*

(E)-2-(4-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)styryl)quinazolin-4-yl  4-méthylbenzenesulfonate
©)

OTs

N
N .
d\/ _ 029H32N204SS|
N M.W.: 532.73 g/mol
OTBS

To a solution of 2 (1.70 g, 4.50 mmol, 1.0 eq) in dry DCM (60 mL) were added 4-DMAP (55
mg, 0.45 mmol, 0.1 eq), TEA (1.21 mL, 9.00 mmol, 2.0 eq) and TsCl (1.71 g, 9.00 mmol, 2.0
eq). The reaction mixture was stirred under argon at room temperature for 24h. It was then
quenched with water (50 mL) and the aqueous phase was extracted with DCM (3 x 50 mL).
The combined organic layers were washed with brine (40 mL), dried over sodium sulfate,
filtered and concentrated under vacuum. The residue was diluted in Et2O (10 mL) and the

precipitate formed was filtered and rinsed with cold Et,O (20 mL) to afford 3 as a pale yellow
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solid (1.83 g, 77%).

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 8.14 (m, 3H, 3Har), 7.88 (m, 3H, 3Har), 7.71 (d, J = 16.3
Hz, 1H, CH), 7.58 (dt, J = 8.0 Hz, 7.4 Hz, 1H, Ha), 7.49 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 2Ha), 7.42 (d, J =
8.0 Hz, 2H, 2Ha), 7.12 (m, 1H, CH), 6.89 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Har), 2.48 (s, 3H, CHs), 1.00 (s,
9H, 3CHs), 0.25 (s, 6H, 2CHs) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § 188.5 (C-0), 161.5 (Car), 160.2 (Car), 157.1 (Car), 155.3
(Car), 153.3 (Car), 148.7 (Car), 139.4 (Car), 134.8 (Car), 134.4 (Car), 129.8 (2Ca), 129.3 (Car),
129.1 (2Ca), 127.7 (Car), 127.5 (Car), 124.9 (Car), 123.5 (Car), 120.5 (2Csp2), 114.9 (Car), 25.7
(3CHs), 21.8 (C), 18.2 (CHs) -4.3 (2CHs) ppm.

M.p.; 133-135°C

LC/MS: tr = 7.26 min.; m/z: 533.57 [M+H]*, 555.54 [M+Na]*

(E)-4-(2-(4-((3-(diméthylamino)propyl)amino)quinazolin-2-yl)vinyl)phenol (4)

|
N/)\/\@ M.W.: 348.45 g/mol
OH

To a solution of CP31398 (500 mg, 1.15 mmol, 1.0 eq) in NMP (15 mL) was added NaS (860
mg, 11.0 mmol, 10.0 eq). The mixture was stirred for 6h at 140 °C. The reaction mixture was
then quenched with water (20 mL), and the aqueous layer was extracted with DCM (3 x 20
mL). The combined organic layers were washed with brine (20 mL), dried over sodium sulfate,

filtered and concentrated under vacuum to afford 4 (300 mg, 75%) as a yellow solid.

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 8.27 (br, 1H, OH), 8.15 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Ha), 7.83 (d, J
= 16.0 Hz, 1H, Har), 7.71 (M, 1H, Ha), 7.64 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Har), 7.42 (m, 1H, CH), 7.24
(m, 1H, NH), 7.15 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2Ha), 6.91 (d, J = 16 Hz, 1H, CH), 6.81 (d, J = 8.8 Hz,
2H, 2Har), 3.66 (M, 2H, CHy), 2.66 (M, 2H, CHy), 2.39 (s, 6H, 2CH3), 1.92 (t, J = 9.0 Hz , 2H,
CH2) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & 173.7 (Ca), 160.4 (Ca), 159.0 (Ca), 158.2 (Ca), 149.9
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(Car), 136.1 (Car), 132.3 (Car), 128.9 (2Car), 127.3 (Car), 126.1 (Car), 124.7 (Car), 122.5 (Car),
115.7 (2Csp2), 113.8 (Car), 57.1 (CHz), 48.4 (CH2), 45.1 (2CHs), 26.3 (CH2) ppm.

M.p.: 185-191°C

ESI-HRMS: m/z: 349.2023 [M+H]" (calculated for C21H2sN4O : 349.2028)

(E)-N*-(2-(4-methoxystyryl)quinazolin-4-yl)-N3 N3-diméthylpropane-1,3-diamine
dihydrochloride CP31398

\N/\/\NH

I
SN "2 HCI Cy,H0sClLN,O
N/)\/\©\ M.W.: 435.40 g/mol
o~

To asolution of 7 (600 mg, 2.16 mmol, 1.0 eq), in ACN (16 mL) were added BOP (1.90 g, 4.30
mmol, 2.0 eq) and DBU (653 pL, 4.30 mmol, 1.3 eq). The reaction mixture was stirred during
10 min under argon at room temperature. Then, 3-(diméthylamino)-1-propylamine (690 pLL,
4.30 mmol, 2.0 eq) was added and the solution was stirred during 24h at room temperature
under argon. The mixture was concentrated under vacuum. The residue was taken in DCM (20
mL). The organic phase was washed with water (2 x 20 mL), with brine (20 mL), dried over
sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. Then HCI (4M in MeOH, 6 mL) was
added followed by EtOAc (5 mL). The precipitate formed was filtered and washed with ACN
(10 mL) to afford CP31398 (840 mg, 92%) as a yellow solid.

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 5 10.3 (br, 1H, NH), 8.60 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Har), 8.34 (d, J
= 15.9 Hz, 1H, CH), 8.0 (t, J = 7.6 Hz, 1H, Ha), 7.9 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ha), 7.79 (d, J = 8.8
Hz, 2H, 2Ha), 7.71 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Ha), 7.19 (d, J = 15.9 Hz, 1H, CH), 7.09 (d, J = 8.8 Hz,
2H, 2Har), 3.94 (g, J = 6.0 Hz, 2H, CH,), 3.85 (s, 3H, CHa), 3.24 (m, 2H, CHy), 2.77 (s, 6H,
2CHs), 2.17 (g, J = 6.3 Hz, 2H, CH2) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 6 161.7 (Car), 159.6 (Car), 156.4 (Car), 144.2 (Car), 135.6
(Car), 130.5 (2Car), 127.5 (Car), 126.8 (Car), 124.4 (Car), 118.9 (Car), 116.1 (Car), 114.7 (2Csp2),
113.4 (Car), 112.4 (Ca), 55.5 (CH3), 54.3 (CHs), 42.0 (2CHs), 38.6 (CH2), 23.5 (CH2) ppm.
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M.p.: 266-269 °C

LC/MS: tr = 3.26 min.; m/z: 363.26 [M+H]" (without TFA).

NZ,N!-diméthyl-N3-(2-méthylquinazolin-4-yl)propane-1,3-diamine (6)

HN/\/\I\ll/
@N C14H20N4
_ M.W.: 244,34 g/mol
N)\

To a solution of 2-méthyl-4(3H)-quinazolinone (1.0 g, 6.25 mmol, 1 eq) in ACN (25 mL) were
added BOP (4.13 g, 9.34 mmol, 1.5 eq) and DBU (1.8 mL, 12.5 mmol, 2 eq). The mixture was
stirred during 20 minutes at room temperature under argon. Then, 3-(diméthylamino)-1-
propylamine (1.2 mL, 9.38 mmol, 1.5 eq) was added and the solution was stirred during 24h at
room temperature under argon. The mixture was concentrated under vacuum. The residue was
taken in DCM (50 mL). The organic phase was washed with water (2 x 50 mL), with brine (40
mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The residue was
purified on silica gel chromatography using DCM/MeOH/EtzN 9/1/0.1 v/viv as eluent to afford
the desired product 6 as a yellow oil (1.06 g, 70%).

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz):  8.34 (bs, 1H, NH), 8.17 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Har), 7.74 (ddd,
J=8.3Hz, 6.9 Hz, 1.3 Hz, 1H, Har), 7.61 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Har), 7.46 (ddd, J = 8.3 Hz, 6.9
Hz, 1.3 Hz, 1H, Har), 3.60 (g, J = 6.1 Hz, 2H, CHy), 3.09 (t, J = 7.8 Hz, 2H, CHy), 2.76 (s, 6H,
2CHs), 2.48 (s, 3H, CHs), 1.97 (g, J = 7.8 Hz, 2H, CH>) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § 163.1 (Ca), 159.5 (Ca), 149.2 (Ca), 1325 (Ca), 126.6
(Car), 124.8 (Car), 122.6 (Car), 112.9 (Car), 55.0 (CHz), 42.4 (2CHs), 37.6 (CH2), 26.2 (CHy),
24.2 (CHs) ppm.

LC/MS: tr =3.78 min.; m/z: 279.42 [M+H]*
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(E)-2-(4-methoxystyryl)quinazolin-4(3H)-one (7)

NH
A C17H14N20,
N M.W.: 278.31 g/mol
o

To a solution of 2-méthyl-4(3H)-quinazolinone (800 mg, 5.0 mmol, 1.0 eq) in AcOH (15 mL)
were added potassium acetate (980.0 mg, 10.0 mmol, 2.0 eq) and 4-methoxybenzaldehyde (1.2
mL, 10.0 mmol, 2.0 eq). The mixture was stirred 24h at 120°C. After cooling to room
temperature iced-water (20 mL) was added and the precipitate formed was filtered and washed
with iced-water (10 mL) to afford 7 (1.04 g, 75%) as a brown powder.

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 12.29 (s, 1H, NH), 8.09 (dd, J = 7.6 Hz, 1.2 Hz, 1H, CH),
7.90 (d, J =16.0 Hz, 1H, Ha), 7.79 (td, J = 7.1 Hz, 1.6 Hz, 1H, Har), 7.63 (M, 3H, 3Har), 7.45
(td, J = 7.1 Hz, 1.2 Hz, 1H, Ha), 7.03 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2Hay), 6.87 (d, J = 16.1 Hz, 1H, CH),
3.82 (s, 3H, CH3) ppm.

BBC-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § 162.1 (C=0), 160.5 (Car), 152.1 (Car), 149.1 (Car), 137.9
(Car), 1343 (Car), 1292 (2Car), 1277 (Car), 1268 (Car), 1258 (Cspz), 1257 (Cspz), 1210 (Car),
118.8 (Car), 114.5 (2Ca), 55.3 (CH3) ppm.

M.p.: 295-298 °C

LC/MS: tr =3.78 min.; m/z: 279.42 [M+H]"

2-(2-fluoroethoxy)ethyl 4-méthylbenzenesulfonate (8)

C11H45FO4S

TsO F
N~ N M.W.: 262.30 g/mol

To a solution of diethylene glycol ditosylate (500 mg, 1.2 mmol, 1.0 eq) in tetrahydrofurane
(20 mL), was added a 1 M tetra-n-butylammonium fluoride in tetrahydrofurane solution (3.6
mL, 3.6 mmol, 3.0 eq). The reaction mixture was stirred at room temperature for 12 h. The
volatiles were removed under vacuum. The residue was partitioned between water (20 mL) and

ethyl acetate (20 mL). The aqueous layer was separated, and extracted thrice with ethyl acetate
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(3 x40 mL). The combined organic layers were washed with brine (50 mL), dried over sodium
sulfate, filtered and concentrated to dryness under vacuum. The residue was purified on silica
gel chromatography (EtOAc/heptane 3/7) to afford 8 (87 mg, 20%) as a colorless oil.

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): § 7.79 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.33 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 4.47 (dt, 2H,
Jue=44.4 Hz, J = 4.4 Hz), 4.16 (t, 2H, J = 4.8 Hz), 3.71 (t, 2H, J = 4.8 Hz), 3.66 (dt, 2H, J =
24.4 Hz, 4.4 Hz), 2.43 (s, 3H).

Data were in accordance with the literature.?*’

(E)-2-(2-(4-(2-(4-((3-(diméthylamino)propyl)amino)quinazolin-2-
yl)vinyl)phenoxy)ethoxy)ethyl 4-méthylbenzenesulfonate (9)

SN
| N
/N _ C32H38N405S
N M.W.: 590.74 g/mol

o> O"0ors

To a solution of 4 (55 mg, 0.16 mmol, 1.0 eq) in ACN (3 mL) were added Cs,CO3 (104 mg,
0.32 mmol, 2.0 eq) and diethylene glycol di(p-toluenesulfonate) (133 mg, 0.32 mmol, 2.0 eq).
The resulting solution was stirred 24h at room temperature under argon. The reaction mixture
was then concentrated to dryness, and the residue was dissolved in DCM (5 mL). The organic
phase was washed with water (2 x 15 mL) and brine (15 mL), dried over sodium sulfate, filtered
and concentrated under vacuum. The residue was purified by chromatography using
DCM/MeOH/NH4OH 95/5/0.1 v/v/v as eluent to afford 9 (48 mg, 50%) as a yellow oil.

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 8.27 (t, J = 2.2 Hz, 1H, NH), 8.15 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Hay),
7.87 (d, J = 15.7 Hz, 1H, CH), 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 2Ha), 7.72 (ddd, J = 15.3 Hz, 8.3 Hz,
1.3 Hz, 1H, Ha), 7.65 (M, 3H, 3Ha), 7.45 (M, 3H, 3Ha), 6.99 (M, 3H, CH + 2Ha), 4.16 (t, J =
4.3 Hz, 2H, CHy), 4.07 (m, 2H, CHy), 3.68 (m, 6H, 3CH,), 2.39 (s, 3H, CHs), 2.33 (m, 2H,
CHy), 1.99 (s, 6H, 2CHs), 1.88 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & 160.2 (Car), 159.0 (Car), 150.0 (Car), 145.7 (Car), 137.6
(Car), 135.7 (Car), 132.4 (Car), 132.3 (Car), 130.1 (Car), 128.8 (2Car), 128.0 (2Car), 127.6 (Car),
127.4 (Car), 127.1 (Car), 125.5 (2Csp2), 122.5 (Car), 114.8 (2Car), 113.8 (Car), 70.0 (CHs), 68.8
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(CHz), 68.0 (CH2), 67.1 (CH2), 56.5 (CHz), 50.9 (CH2), 44.4 (2CHs), 25.8 (CH,), 20.7 (CHa).

ESI-HRMS: m/z: 591.2626 [M+H]* (calculated for Cs2H3oN4OsS : 591.2641)

(E)-N1-(2-(4-(2-(2-fluoroethoxy)ethoxy)styryl)quinazolin-4-yl)-N3,N3-diméthylpropane-
1,3-diamine PEG-CP31398

=N Ca5H31FN4O2
M.W.: 438.55 g/mol

To asolution of 4 (30 mg, 0.09 mmol, 1.0 eq) in ACN (3 mL) were added Cs,CO3 (60 mg, 0.18
mmol, 2.0 eq) and 8 (47 mg, 0.18 mmol, 2.0 eq). The resulting solution was stirred for 24h at
room temperature under argon. The reaction mixture was then concentrated to dryness, and the
residue was dissolved in DCM (5 mL). The organic phase was washed with water (2 x 10 mL)
and brine (10 mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The
residue was purified by chromatography using DCM/MeOH 9/1 v/v as eluent to afford PEG-
CP31398 (22 mg, 50%) as a yellow oil.

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 8.30 (t, J = 5.6 Hz, 1H, NH), 8.17 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Har),
7.88 (d, J = 16.0 Hz, 1H, CH), 7.66 (m, 3H, 3Ha), 7.49 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ha), 7.12 (d, J =
8.1 Hz, 1H, Har), 7.01 (M, 3H, CH + 2Har), 4.57 (td, Ju.r = 48.0 Hz, J = 4.1 Hz, 2H, CHy), 4.17
(m, 2H, CHy), 3.82-3.68 (m, 6H, 3CHy), 2.93 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH2), 2.60 (s, 6H, 2CHa), 2.0
(9, J=7.4 Hz, 2H, CH>) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 3 160.3 (C), 159.0 (C), 158.9 (C), 149.9 (C), 135.6 (C), 132.4
(C), 128.9 (2Car), 128.5 (C), 127.3 (C), 127.1 (C), 124.8 (Csp2), 122.5 (Csp2), 114,9 (2Car), 113.9
(Car), 83.0 (d, Jc-F = 165 Hz, CH2), 69.8 (d, Jc.r = 19 Hz, CH2), 68.9 (CHz), 67.2 (CH), 57.1
(CHy), 45.1 (2CHs3), 39.1 (CHy), 26.4 (CH2) ppm.

ESI-HRMS: 439.2505 [M+H]* (calculated for CasHsoFN4O; : 439.2509)
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7-fluoro-2-méthylquinazolin-4(3H)-one (10)

0]
/E;fj\NH CoH7FN20O
M.W.: 178.17 g/mol
—
F N)\

Acetic anhydride (1.5 mL, 14.7 mmol, 9.0 eq) was added on 2-amino-4-fluorobenzoic acid (250
mg, 1.61 mmol, 1.0 eq) and the mixture was stirred at 120°C during 3h. After cooling to room
temperature, the mixture was concentrated under vacuum and an ammonia solution (28% v/v,
3 mL) was added. The mixture was stirred at 120°C during 4h. The precipitate formed was
filtered under vacuum and washed with cold water (15 mL) to afford 10 as a light brown solid
(190 mg, 66%).

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 12.12 (s, 1H, NH), 8.12 (dd, J = 8.9 Hz, 6.4 Hz, 1H, Ha),
7.31 (m, 2H, 2Ha), 2.35 (s, 3H, CH3) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 8 165.6 (d, J = 250 Hz, Ca), 161.0 (Car), 155.9 (Car), 151.1
(d, J = 13 Hz, Ca), 128.7 (d, J = 12 Hz, Car), 117.6 (d, J = 2 Hz, Car), 114.3 (d, J = 24 Hz, Ca),
111.6 (d, J = 22 Hz, Ca), 21.4 (CHs) ppm.

M.p.: 280-285°C

LC/MS: tr = 3.42 min.; m/z: 179.02 [M+H]".

(E)-7-fluoro-2-(4-methoxystyryl)quinazolin-4(3H)-one (11)

NH
M.W.: 296.30 g/mol
o~

To a solution of 10 (165 mg, 0.93 mmol, 1.0 eq) in AcOH (4 mL) in a dry tube were added dry
AcOK (230 mg, 2.80 mmol, 3 eq) and p-methoxybenzaldehyde (283 pL, 2.33 mmol, 2.5 eq).
The tube was sealed and the reaction was heated at 110°C during 24h. The solution was cooled
in an ice bath and the precipitate formed was filtered and washed with cold ethanol (5 mL) to
afford 11 (150 mg, 55 %) as a brown powder.
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IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 12.35 (s, 1H, NH), 8.15 (dd, J = 8.8, 6.4 Hz, 1H, Har), 7.92
(d, J = 16.0 Hz, 1H, CH), 7.62 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2Ha), 7.40 (dd, J = 10.2 Hz, 2.5 Hz, 1H,
Har), 7.32 (td, J = 8.8 Hz, 2.5 Hz, 1H, Har), 7.04 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2Hay), 6.85 (d, J = 16.0 Hz,
1H, CH), 3.82 (s, 3H, CH3) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 6 164.4 (Ca), 161.5 (Car), 160.7 (Car), 153.6 (Car), 151.3
(Car), 138.6 (Car), 129.3 (2Car), 128.9 (Car), 127.5 (Car), 118.5 (Car), 118.0 (2Csp2), 114.5 (2Ca),
111.8 (Car), 55.3 (CHs) ppm.

M.p.: 285-288°C

LC/MS: tr =4.43 min.; m/z: 297.04 [M+H]".

(E)-N1-(7-fluoro-2-(4-methoxystyryl)quinazolin-4-yl)-N3,N3-diméthylpropane-1,3-
diamine dihydrochloride F-CP31398

|
X -2 HCI
N CpoHy7ClFN4O
E N/)\/\©\ M.W.: 453.39 g/mol

O/

To a solution of 11 (130 mg, 0.44 mmol, 1.0 eq), in ACN (2.5 mL) were added BOP (234 mg,
0.53 mmol, 1.2 eq) and DBU (80 pL, 0.53 mmol, 1.2 eq). The reaction mixture was stirred
during 10 min under argon at room temperature and 3-(diméthylamino)-1-propylamine (73 pL,
0.57 mmol, 1.5 eq) was added. The solution was stirred during 24h at room temperature under
argon. The mixture was concentrated to dryness and HCI (1.25 M in MeOH, 2 mL) was added
followed by EtOAc (5 mL) and the precipitate formed was filtered and washed with cold ACN
(5 mL) to afford F-CP31398 (185 mg, 90%) as a yellow solid.

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 8.55 (dd, J = 9.0, 5.8 Hz, 1H, Har), 8.16 (d, J = 16.0 Hz,
1H, CH), 8.0 (td, J = 8.4 Hz, 0.8 Hz, 1H, Ha), 7.73 (M, 2H, 2Ha), 7.53 (M, 2H, 2Ha), 7.07 (d,
J =16.0 Hz, 1H, CH), 7.03 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Ha), 3.83 (m, 5H, CH, + CH3), 3.22 (t, J =
7.4 Hz, 2H, CHy), 2.76 (s, 6H, 2CH3), 2.14 (q, J = 7.4, 2H, CH>) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & 166.2 (Car), 163.7 (Car), 161.0 (Car), 159.0 (2Car), 142.8
(Car), 129.9 (2Car), 127.5 (Car), 127.3 (Car), 124.4 (Car), 119.1 (Car), 114.5 (2Csp2), 110.1 (Ca),
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109.6 (Car), 55.3 (CHs), 54.4 (CH2), 53.4 (CH2), 42.0 (2CHs3), 23.6 (CH,) ppm.
M.p.: 190-200°C

ESI-HRMS: m/z: 381.2087 [M+H]" (calculated for C22H26FN4O : 381.2091)

(E)-7-bromo-2-(4-methoxystyryl)quinazolin-4(3H)-one (12)

NH
_ _ C17H13BFN202
Br N M.W.: 357.21 g/mol
O/

To a solution of 7-bromo-2-méthylquinazolin-4(3H)-one (400 mg, 1.67 mmol, 1.0 eq) in AcOH
(8 mL) in were added dry AcOK (410 mg, 5.00 mmol, 3 eq) and p-methoxybenzaldehyde (0.5
mL, 4.18 mmol, 2.5 eq). The reaction was heated at 110°C in a sealed tube during 24h. The
solution was cooled in an ice bath and the precipitate formed was filtered and rinsed with cold
ethanol (10 mL) to afford 12 (445 mg, 75 %) as a white powder.

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 7.98 (dd, J = 8.5 Hz, 2.2 Hz, 1H, CH), 7.90 (d, J = 16.8
Hz, 1H, Har), 7.80 (m, 1H, Har), 7.59 (M, 3H, 2Ha/CH), 7.02 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2Ha/), 6.84 (d,
J=16.8 Hz, 1H, Ha), 3.81 (s, 3H, CHs) ppm.

13C-NMR could not be performed because of the insolubility of the product
M.p.: 215-220°C

LC/MS: tr =4.82 min.; m/z: 359.77 [M+H]".
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(E)-N*-(7-bromo-2-(4-methoxystyryl)quinazolin-4-yl)-N3,N3-diméthylpropane-1,3-
diamine (13)

\N/\/\NH

| N
P _ C22H258FN4O
Br N)\/\©\ M.W.: 441.37 g/mol
O/

To a solution of 12 (445 mg, 1.25 mmol, 1.0 eq), in ACN (8 mL) were added BOP (720 mg,
1.63 mmol, 1.3 eq) and DBU (248 uL, 1.63 mmol, 1.3 eq). The reaction mixture was stirred
during 10 min under argon at room temperature. Then, 3-(diméthylamino)-1-propylamine (243
pL, 1.90 mmol, 1.5 eq) was added and the solution was stirred during 24h at room temperature
under argon. The precipitate formed was filtered and washed with ACN (10 mL) to afford 13
(280 mg, 51%) as a white solid.

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 8.40 (br, 1H, NH), 8.12 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CH), 7.87 (m,
2H, 2CHa), 7.64 (M, 3H, 2Ha/CH), 6.99 (M, 3H, 3Ha), 3.80 (s, 3H, CHs), 3.69 (dd, J = 12.3
Hz, 6.4, Hz, 2H, CH), 3.10 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CHy), 2.73 (s, 6H, 2CHs), 2.03 (m, 2H, CH5)
ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § 161.4 (C), 159.9 (C), 158.9 (C), 151.2 (C), 136.5 (C), 129.2
(C), 129.0 (2Ca), 128.5 (C), 127.7 (C), 126.6 (C), 125.9 (C), 124.8 (C), 114.3 (2Car), 112.8
(Car), 57.0 (CHs), 55.2 (CHy), 45.2 (2CHs), 40.1 (CH2), 26.4 (CH2) ppm.

M.p.: 145-151°C

LC/MS: tr =5.48 min.; m/z: 443.13 [M+H]"
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(E)-N*-(2-(4-methoxystyryl)-7-(tributylstannyl)quinazolin-4-yl)-N3,N3-diméthylpropane-
1,3-diamine (16)

\ITI/\/\NH
>N
_\_\ C34H52N4OSn
NP N/)\/\©\ M.W.: 651.53 g/mol
o~

)

To a flame dried tube was added 13 (200 mg, 0.45 mmol, 1.0 eq) and dioxane (4 mL). The
mixture was degassed during 10 min and tetrakistriphenylphosphine palladium (52 mg, 0.05
mmol, 0.1 eq) and hexabutylditin (680 pL, 1.35 mmol, 3.0 eq) were added. The mixture was
stirred at 110 °C during 6h. Upon cooling to room temperature, the reaction mixture was
concentrated under vacuum and the residue was purified on silica gel chromatography using
DCM/MeOH/NH4OH 9/1/0.1 v/viv as eluent to afford 16 (186 mg, 63%) as a yellow gum.

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 8.27 (br, 1H, NH), 8.09 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Ha), 7.87 (d, J
= 15.9 Hz, 1H, CH), 7.74 (s, 1H, Ha), 7.66 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2Ha), 7.50 (d, J = 8.1 Hz, 1H,
Har), 7.0 (M, 3H, 2Har + CH), 3.81 (s, 3H, CHs), 3.70 (g, J = 6.1 Hz, 2H, CHy), 3.03 (m, 2H,
CHy), 2.69 (s, 6H, 2CHs), 2.03 (g, J = 6.1 Hz, 2H, CHy), 1.55 (m, 6H, 3CH2), 1.32 (m, 6H,
3CHy), 1.13 (M, Jsnn = 26 Hz, 6H, 3CH>), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 9H, 3CH3) ppm.

13C-NMR (DMSO-dg, 100 MHz): & 163.1 (Ca), 159.5 (Car), 159.1 (Car), 148.9 (Car), 147.9
(Car), 135.4 (Car), 134.6 (Car), 128.8 (3Car), 128.7 (Car), 127.0 (Car), 121.3 (Car), 114.3 (2Ca),
113.6 (Car), 56.3 (CH2), 55.2 (CHs), 44.0 (2CHs), 38.4 (CH3), 28.7 (3CH:), 26.9 (3CH_), 25.4
(CH2), 15.9 (3CHy), -9.1 (3CHz) ppm.

LC/MS: tr =5.80 min.; m/z: 652.42 [M+H]".

(E)-N1-(2-(4-methoxystyryl)-7-(triméthylstannyl)quinazolin-4-yl)-N*,N?-
diméthylpropane-1,3-diamine (17)
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|
~N CZ5H34N4OSH
_ M.W.: 525.28 g/mol
Me3Sn N)\/\@
OMe

To a flame dried tube was added 13 (100 mg, 0.23 mmol, 1.0 eq) and dioxane (1 mL). The
mixture was degassed during 10 min and tetrakistriphenylphosphine palladium (12 mg, 0.02
mmol, 0.1 eq) and hexaméthylditin (96 pL, 0.46 mmol, 2.0 eq) were added. The mixture was
stirred at 110 °C during 15h. Upon cooling to room temperature, the reaction mixture was
concentrated under vacuum and the residue was purified on flash chromatography using
DCM/MeOH/NH4OH 9/1/0.1 v/viv as eluent to afford 17 (86 mg, 69%) as a yellow solid.

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHzZ): 8 8.23 (t, J = 5.4 Hz, 1H, NH), 8.06 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Ha),
7.85 (d, J = 15.9 Hz, 1H, CH), 7.76 (s, 1H, Hay), 7.62 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2Hay), 7.53 (dd, J =
8.1 Hz, 1.0 Hz, 1H, Ha), 7.0 (m, 3H, 2Har + CH), 3.81 (s, 3H, CHs), 3.66 (q, J = 6.6 Hz, 2H,
CH2), 2.37 (t, = 7.1 Hz, 2H, CH,), 2.19 (s, 6H, 2CHs), 1.84 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH>), 0.34 (s,
Jsn-v = 27 Hz, 9H, 3CH3) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 5 160.1 (Ca), 159.8 (Ca), 159.1 (Car), 148.9 (Car), 148.3
(Car), 135.6 (Car), 135.0 (Car), 128.8 (3Car), 128.7 (Car), 127.0 (Car), 121.3 (Car), 114.3 (2Ca),
113.6 (Car), 56.3 (CHz), 55.2 (CH3), 44.0 (2CHs3), 38.4 (CH2), 25.4 (CHy), - 9.3 (3CH3) ppm.

ESI-HRMS: m/z: 527.1828 [M+H]" (calculated for C25H3sN4OSn : 527.1828)

N-méthylmethanesulfonamide (18)

H O
N\g/ C2H7NOZS
i M.W.: 109.14 g/mol

O

-

To a solution of N-méthylamine in water (40% w/v, 129 mmol, 10 mL) at 0°C was added MsCI
dropwise over 30 min and the mixture was stirred overnight at room temperature. The mixture
was diluted with DCM (20 mL) and the phases were separated. The aqueous layer was extracted
with DCM (2 x 10 mL). The combined organic layers were washed with brine (20 mL), dried

over sodium sulfate and concentrated under vacuum to afford 18 (2.18 g, 26 %) as a colorless
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oil.
'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 3.68 (s, 1H, NH), 2.94 (s, 3H, CH3), 2.82 (s, 3H, CH3) ppm.

Data were in accordance with litteraturel®.

N-(3-cyanopyridin-2-yl)-N-méthylmethanesulfonamide (19)

N CgHgN30,S
NI M.W.: 211.24 g/mol
=

To a solution of potassium carbonate (1.0 g, 7.2 mmol, 2.0 eq) in DMF (15 mL) was added 18
(470 mg, 4.3 mmol, 1.2 eq) and the mixture was stirred 10min at room temperature. 2-
chloronicotinonitrile (500 mg, 3.6 mmol, 1.0 eq) was added portionwise and the mixture was
stirred 24h at 90°C in a sealed tube. After cooling to room temperature, the mixture was
concentrated under vacuum. The residue was partitioned between EtOAc (25 mL) and water
(25 mL). The organic phase was separated, and the aqueous layer was extracted with EtOAc (2
x 20 mL). The combined organic layers were washed with brine (15 mL), dried over sodium
sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The crude was purified by chromatography

using cyclohexane/EtOAc 1/1 v/v as eluent to afford 19 as a yellow oil (311 mg, 41 %)

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): 5 8.66 (dd, J = 5.0 Hz, 2.0 Hz, 1H, Har), 8.06 (dd, J = 7.9 Hz,
1.9 Hz, 1H, Ha), 7.39 (dd, J = 7.9 Hz, 4.9 Hz, 1H, Har) 3.40 (s, 3H, CHs), 3.20 (s, 3H, CHs)
ppm.

LC/MS: tr = 3.66 min.; m/z: 212.04 [M+H]".

Data were in accordance with the litterature!®®.
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N-(3-(aminomethyl)pyridin-2-yl)-N-méthylmethanesulfonamide (20)

N™ NH, M.W.: 215.27 g/mol
! =

To a solution of 19 (300 mg, 1.4 mmol, 1.0 eq) in an 7 M solution of ammonia in MeOH (17
mL) were added Pd/C 10 % (60 mg, 0.06 mmol, 0.1 eq) and the mixture was stirred under H»
(1 atm) at room temperature overnight. The reaction mixture was then filtered over celite and

the filtrate was concentrated under vacuum to afford 20 (291 mg, 95 %) as a colorless oil.

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): & 8.38 (dd, J = 4.8 Hz, 1.8 Hz, 1H, Har), 7.92 (dd, J = 7.9 Hz,
1.9 Hz, 1H, Har), 7.32 (dd, J = 7.8 Hz, 4.8 Hz, 1H, Har), 4.04 (s, 2H, CHs), 3.26 (s, 3H, CHa),
3.08 (s, 3H, CH3) ppm.

LC/MS: tr=1.13 min.; m/z: 216.01 [M+H]".

Data were in accordance with litterature®®

allyl (4-nitrobenzyl)carbamate (21)

NO,

C11H12N204
M.W.: 236.23 g/mol

NHAlloc

To a solution of 4-nitrophenylmethanamine hydrochloride (800 mg, 4.23 mmol, 1.0 eq) in a
mixture of EtOAc and water (1/1 v/v, 20 mL) were added potassium carbonate (1.75g, 12.70
mmol, 3.0 eq) and allylchloroformate (544 uL, 5.10 mmol, 1.2 eq). The mixture was stirred for
20h at room temperature. The phases were separated and the aqueous phase was extracted with
EtOAc (3 x 15 mL). The combined organic phases were washed with brine (20 mL), dried over
sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum to afford 21 (985 mg, 99 %) as a white

powder.

1H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 8.20 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2Ha), 7.46 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2Ha),
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5.93 (m, 1H, CH), 5.27 (m, 3H, CH2/NH), 4.61 (td, J = 5.8 Hz, 1.5 Hz, 2H, CH>), 4.48 (d, J =
6.2 Hz, 2H, CH2) ppm.

LC/MS: tr =1.13 min.; m/z: 216.01 [M+H]".

Data were in accordance with the literaturel®

allyl (4-aminobenzyl)carbamate (22)

NH,

C11H14N205
M.W.: 206.25 g/mol

NHAIlloc

To asolution of 21 (500 mg, 2.12 mmol, 1.0 eq) in EtOH (13 mL) was added SnCl: (3.8g, 16.95
mmol, 8.0 eq) and the mixture was stirred at reflux for 3h. After coolong to room temperature,
the reaction mixture was poured into 150 mL of water, and a 2M solution of NaOH (10 mL)
was added until pH 14 was reached. The solution was filtered through celite and the filtrate was
extracted with ethyl acetate (3 x 25 mL). The combined organic layers were washed with brine
(30 mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The residue was
purified by chromatography using cyclohexane/EtOAc 6/4 v/v to afford 22 (333 mg, 77 %) as

a yellow oil.

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): § 7.08 (d, J = 8.1 Hz, 2H, 2Ha), 6.64 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 2Ha),
5.93 (td, J = 10.7 Hz, 5.6 Hz, 1H, CH), 5.30 (qd, J = 17.1 Hz, 1.5 Hz, 1H, CH), 5,20 (qd, J =
10.2 Hz, 1.3 Hz, 1H, CH), 4.91 (br, 1H, NH), 4.58 (d, J = 5.2 Hz, 2H, CH>), 4.25 (d, J = 5.8
Hz, 2H, CH>), 3.66 (br, 2H, NH2) ppm.

LC/MS: tr =3.23 min.; m/z: 207.23 [M+H]".

Data were in accordance with the litterature!®®.
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tert-butyl (2-((2-methoxy-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-yl)amino)ethyl)carbamate (23)

O
@)

C1oH415N50
NHBoc 121 1181N2V5
N7 M.W.: 270.29 g/mol

MeO H

To asolution of 3,4-dimethoxycyclobut-3-ene-1,2-dione (978 mg, 6.88 mmol, 1.1 eq) in MeOH
(8 mL), was added a solution of tert-butyl (2-aminoethyl)carbamate (1.0 g, 6.25 mmol, 1.0 eq)
in MeOH (2 mL) dropwise. The mixture was stirred overnight at room temperature under argon
and concentrated under vacuum. The crude was purified by chromatography using
DCM/MeOH 98/2 vlv as eluent to afford 23 (1.0 g, 60 %) as a colorless oil.

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): & 4.87 (s, 1H, NH), 4.40 (s, 3H, CHs), 3.78 (s, 1H, CH>), 3.54 (s,
1H, CHy), 3.35 (q, J = 5.2 Hz, 2H, CHy), 1.43 (s, 9H, 3CH3) ppm.

Data were in accordance with the litterature®,

N-(2-((2-((4-nitrobenzyl)amino)-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-yl)amino)ethyl)acrylamide
(24)

NO,

0]
NH HN C16H16N4Os
\ \—\ M.W.: 344.33 g/mol
HN 0]
@]

To a solution of 25 (50 mg, 0.12 mmol, 1.0 eq) in DMF (800 pL) at 0°C were added DIPEA
(63 pL, 0.36 mmol, 3.0 eq) and acryloyl chloride (13 pL, 0.16 mmol, 1.3 eq) under argon. The
solution was allowed to warm at room temperature and stirred overnight. The mixture was then
concentrated, the residue was partitioned between water (5mL) and DCM (5 mL). The aqueous
layer was extracted with DCM (3 x 5 mL), and the combined organic layers were washed with
an aqueous solution of LiCl (5% w/v, 10 mL) and brine (10 mL), dried over sodium sulfate,
filtered and concentrated. The residue was purified by chromatography using DCM/MeOH
(95/5 v/v) as eluent to afford 24 (17 mg, 41%) as a brown oil.
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'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 8.24 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2Ha), 7.60 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
2Har), 7.53 (br, 1H, NH), 6.20 (dd, J = 17.1 Hz, 9.9 Hz, 1H, CH), 6.08 (dd, J = 17.1 Hz, 2.3
Hz, 1H, CH2), 5.59 (dd, J = 10.3 Hz, 9.9 Hz, 1H, CHy), 4.85 (m, 2H, CH>), 3.58 (m, 2H, CH>),
3.32 (m, 2H, CH>) ppm.

3C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & 182.8 (C), 182.5 (C), 168.3 (C), 165.0 (Car), 147.0 (2Car),
1467 (Car), 1315 (Cspz), 1284 (2Car), 1253 (Cspz), 1237 (2Csp2), 486 (CHZ), 460 (CHZ), 429
(CH2) ppm.

LC/MS: tr = 3.54 min.; m/z: 345.16 [M+H]".

3-((2-aminoethyl)amino)-4-((4-nitrobenzyl)amino)cyclobut-3-ene-1,2-dione (25)

NO,

TFA - H,N HN C15H15F3N406

M.W.: 404.30 g/mol
HN )

(0]

To a solution of 26 (300 mg, 0.77 mmol, 1.0 eq) in DCM (3 mL) at 0°C was added TFA (2 mL)
dropwise. The mixture was stirred 2h at room temperature. The mixture was then concentrated,
the residue was diluted in Et,O (5 mL) and the precipitate formed was filtered to afford 25 as a
TFA salt (120 mg, 43%).

'H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): 5 8.29 (br, 1H, NH), 8.24 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2Har), 7.83 (m,
5H, 2NH, 1NHs3), 7.60 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2Har), 4.85 (m, 2H, CH>), 3.71 (g, J = 5.9 Hz, 2H,
CH>), 3.02 (g, J = 5.9 Hz, 2H, CH>) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § 182.8 (2C), 158.5 (Car), 158.2 (Car), 146.9 (Car), 146.7
(Car), 128.5 (2Car), 123.8 (2Cp2), 46.0 (CHs), 45.6 (CH2), 41.0 (CH2) ppm.

LC/MS: tr = 3.20 min.; m/z: 291.09 [M+H]" (without TFA)
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tert-butyl-(2-((2-((4-nitrobenzyl)amino)-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-
yl)amino)ethyl)carbamate (26)

NO,

BocHN HN C18H22N406
M.W.: 390.40 g/mol

HN 0]

0]

To a solution of nitrobenzylamine hydrochloride (600 mg, 2.2 mmol, 1.0 eq) in DMF (2 mL)
were added 23 (500 mg, 2.67 mmol, 1.2 eq) and DIPEA (1 mL, 5.6 mmol, 2.5 eq). The solution
was stirred at 75°C overnight under argon. After cooling to room temperature, the mixture was
concentrated under vacuum and the residue was purified by chromatography using
DCM/MeOH (98/2 viv) to afford 26 (430 mg, 51%) as a yellow solid.

'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 10.60 (br, 2H, 2NH), 8.24 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2Ha), 7.60
(d, J =8.8 Hz, 2H, 2Har), 6.90, (t, J = 5.3 Hz, 1H, NH), 4.85 (t, J = 5.3 Hz, 2H, CH>), 3.50 (br,
2H, CH>), 3.10 (g, J = 5.9 Hz, 2H, CH>), 1.35 (s, 9H, 3CHz3) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § 182.5 (2C), 168.3 (C), 155.7 (2Car), 147.0 (Car), 146.7
(Car), 128.5 (2Csp2), 123.8 (2Car), 77.8 (C), 46.0 (CH,), 43.3 (CHy), 41.1 (CHy), 28.1 (3CHs)
ppm.

LC/MS: tr =3.90 min.; m/z: 391.19 [M+H]".

2-(méthylamino)nicotinonitrile (27)

HN™

N CN C7H7N3
| _ M.W.: 133.15 g/mol

To 2-chloronicotinonitrile (500 mg, 3.6 mmol, 1.0 eq) was added a solution of N-méthylamine
in water (40% wt/v, 5mL, 58.5 mmol, 16.0 eq). The solution was stirred 2h at 80°C. After

cooling to room temperature, the precipitate formed was filtered and washed with water (20
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mL) to afford 27 as a white powder (220 mg, 46%).

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): & 8.24 (dd, J = 4.8 Hz, 1.8 Hz, 1H, Har), 7.57 (dd, J = 7.6 Hz,
1.9 Hz, 1H, Har), 6.52 (dd, J = 7.5 Hz, 4.8 Hz, 1H, Har), 5.1 (br, 1H, NH), 3.00 (d, J = 4.8 Hz,
3H, CH3) ppm.

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): & 159.0 (Car), 152.8 (Car), 141.2 (Car), 116.9 (CN), 111.7 (Car),
91.6 (Car), 28.3 (CH53) ppm.

M.p.: 86-88°C

LC/MS: tr = 3.37 min.; m/z: 134.39 [M+H]".

2-fluoroethyl 4-méthylbenzenesulfonate (28)

CoH11FO5S
OTs 9H11FO3
F7N M.W.: 218.24 g/mol

To a solution of fluoroethanol (0.46 mL, 7.8 mmol, 1.0 eq) in DCM (30 mL) were added DMAP
(100 mg, 0.8 mmol, 0.1 eq), TEA (2.1 mL, 15.6 mmol, 2.0 eq) and TsCI (2.23 g, 11.7 mmol,
1.5 eq). The mixture was stirred at room temperature under argon overnight. The mixture was
quenched by water (20 mL) extracted with DCM (3 x 20 mL). The combined organic phases
were washed with brine (20 mL), dried over sodium sulfate and concentrated under vacuum.
The residue was purified by chromatography using Heptane/EtOAc 8/2 v/v to afford 28 as a
colorless oil (1.68g, 99%).

'H-NMR (CDClIs, 400 MHz): 8 7.75 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 2Ha), 7.29 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 2Ha),
4.50 (td, Jnr = 47.0 Hz, J = 4.0 Hz, 2H, CH2), 4.20 (td, Ju.r = 27.2 Hz, J = 4.0 Hz, 2H, CHy),
2.39 (s, 3H, CH3) ppm.

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 145.2 (Car), 132.6 (Car), 130.0 (2Car), 128.0 (2Car), 80.6 (d, Jc-
£ = 175.0 Hz, CHy), 68.5 (d, Jc.r = 21.0 Hz, CHy), 21.7 (CH3) ppm.

Product not detected in LC-MS.
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S-(2-fluoroethyl) ethanethioate (29)

F/\/S\f( C,H,FOS
o) M.W.: 122.16 g/mol

To a solution of 28 (0.80 g, 3.70 mmol, 1.0 eq) in acetone (10 mL) was added potassium
thioacetate (500 mg, 4.40 mmol, 1.2 eq). The mixture was stirred at 70°C for 4h. The solution
was filtered and the solid was further washed with acetone. The filtrate was concentrated under
vacuum and the residue was partitioned between Et,O (20 mL) and H20 (20 mL). The organic
phase was dried over sodium sulfate and concentrated under vacuum to afford 29 (350 mg,

78%) as a brown oil. The crude was used in the next step without further purification.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 4.43 (td, Ju-r = 47.5 Hz, J = 6.2 Hz, 2H, CH>), 3.13 (td, J =
21.5Hz, 6.2 Hz, 2H, CHy), 2.30 (s, 3H, CHz) ppm.

Data were in accordance with literature.?!

2-fluoroethane-1-sulfonyl chloride (30)

C,H,CIFO,S
SO,CI 2Ma&IPO,
F7N702 M.W.: 146.56 g/mol

To a solution of 29 (300 mg, 2.5 mmol, 1.0 eq) in AcOH (4 mL) heated at 60°C was added a
30% v/v H202 solution in water (1.2 mL, 10.6 mmol, 4.3 eq). The mixture was heated for 3h at
60°C and, after cooling to room temperature, concentrated under vacuum. The residue was
diluted in water (5 mL) and an aqueous solution of Na.COz (1 M, 1.2 mL) was added. The
mixture was concentrated under vacuum and the residue was dissolved in DCM (6 mL). SOCI»
(0.8 mL, 11.0 mmol, 5.5 eq) and 1 drop of DMF were added and the mixture was stirred for 5h
under reflux. After cooling to room temperature, the mixture was filtered over oven-dried celite
and eluted with DCM (5 mL). The mixture was then concentrated under vacuum to afford 30

as a colorless oil (153 mg, 43%)

'H-NMR (CDClIs, 400 MHz): & 4.93 (td, Ju-F = 47.1 Hz, J = 5.3 Hz, 2H, CHJ>), 4.00 (td, Ju-r =
20.8 Hz, J = 5.4 Hz, 2H, CH3) ppm.

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 75.6 (CHz), 64.6 (d, Jc.r = 23.0 Hz, CH2) ppm.
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Product not detected in LC-MS.

2-(2-(méthylsulfonamido)ethoxy)ethyl methanesulfonate (32)

CgH1sNOgS,

/\/O\/\
MsHN OMs M.W.: 261.31 g/mol

To a solution of 2-aminoethoxyethanol (1.0 g, 9.5 mmol, 1.0 eq) in DCM (10 mL) at 0°C were
added TEA (3.3 mL, 25.0 mmol, 2.6 eq) and MsCI (2 mL, 25.0 mmol, 2.6 eq) dropwise. The
mixture was stirred 12h at room temperature, and it was quenched with a saturated aqueous
solution of NH4CI (10 mL). The phases were separated and the aqueous layer was extracted
with DCM (3 x 10 mL). The combined organic layers were washed with brine (10 mL), dried
over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum to afford 32 (2.15 g, 83%) as a

yellow oil.

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): § 4.37 (td, J = 4.3 Hz, 2.5 Hz, 2H, CH,), 3.75 (td, J = 4.3 Hz,
2.5 Hz, 2H, CH,), 3.64 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CH,), 3.31 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CH), 3.06 (s, 3H,
CHs), 2.97 (s, 3H, CHa).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 70.1 (CH2), 69.8 (CH>), 68.8 (CHy), 43.0 (CHs), 40.28 (CHs),
37.92 (CHa).

LC/MS: tr =3.23 min.; m/z: 262.01 [M+H]".

N-(2-(2-fluoroethoxy)ethyl)methanesulfonamide (33)

CsH1,FNO,S

0
MsHN™ """ M.W.:185.21 g/mol

To a solution of 32 (1.0 g, 3.83 mmol, 1.0 eq) in THF (8 mL) under argon was added a solution
of TBAF (1 M in THF, 7.6 mL, 7.6 mmol, 2.0 eq). The mixture was stirred at room temperature
for 2h and the mixture was concentrated and diluted with water (20 mL). The aqueous layer
was extracted with DCM (3 x 20 mL) and the combined organic layers were washed with brine
(20 mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The residue was
purified by chromatography using DCM/MeOH 95/5 v/v as eluent to afford 33 (760 mg, 90%)
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as a yellow oil.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 4 3.73-3.71 (m, 4H, 2CH>), 3.16-3.14 (m, 4H, 2CH>), 2.73 (s,
3H, CHs).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz):  80.6 (d, Jo-r = 172.0 Hz, CHz), 66.5 (2CHz), 45.8 (CH3), 40.0
(CH>).

LC/MS: tr =3.55 min.; m/z: 186.13 [M+H]".

Meéthyl 2-((2,5-dichloropyrimidin-4-yl)amino)benzoate (35)

Os_OMe
H Cl
N\k\ C12HgCIoN30;
N\fN M.W.: 298.12 g/mol
Cl

To a solution of méthyl-2-aminobenzoate (1.00 g, 6.62 mmol, 1.1 eq) in n-BuOH (15 mL) was
added trichloropyrimidine (1.10 g, 6.02 mmol, 1.0 eq) and anhydrous NaHCO3 (607 mg, 7.22
mmol, 1.2 eq). The mixture was stirred at 80 °C for 16 h under argon. After being cooled to
room temperature, the resulting precipitate was filtered, washed with water (40 mL) and dried
under vacuum to afford 35 as a white powder (991 mg, 50 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 11.14 (s, 1H, NH), 8.54 (s, 1H, Har), 8.49 (dd, J = 8.4 Hz,
0.8 Hz, 1H, Har), 8.04 (dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 1H, Har), 7.74 (ddd, J = 8.5 Hz, 7.4 Hz, 1.7 Hz,
1H, Har), 7.28 (ddd, J = 8.0 Hz, 7.4 Hz, 1.1 Hz, 1H, Har), 3.88 (s, 3H, CH3) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & 167.7 (C=0), 156.6 (Car), 156.4 (Car), 155.7 (Car), 139.3
(Car), 130.8 (Car), 123.7 (Car), 121.6 (Car), 117.8 (Car), 119.8 (Car), 114.9 (Car), 52.7 (CHa)
ppm.

M.p.: 230-232°C

LC/MS (ESI): tr = 4.98 min; m/z: 298.04 [M+H]".
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Methyl 2-((2-((4-((((allyloxy)carbonyl)amino)méthyl)phenyl)amino)-5-chloropyrimidin-
4-yl)amino)benzoate (36)

O~_OMe

H Cl
NN
N\fN C23H2,CIN5O,

HN M.W.: 467.91 g/mol

NHAlloc

To a solution of 35 (991 mg, 3.34 mmol, 1.0 eq) and 22 (689 mg, 3.34 mmol, 1.0 eq) in n-
BuOH (14 mL) was added HCI (4 M in dioxane, 0.92 mL, 3.67 mmol, 1.1 eq). The yellow
mixture was stirred at 100 °C for 16 h under argon. After being cooled to room temperature,
the solution was diluted with DCM (40 mL), washed with a 1 M aqueous solution of K>CO3
(50 mL) to adjust pH to 14 followed by brine (30 mL) and dried over MgSQOa. The organic
phase was concentrated under reduced pressure. Dry n-pentane (30 mL) was added to the
residue and the resulting precipitate was filtered, washed with n-pentane (50 mL) and dried
under vacuum to afford 36 as a beige powder (1.05 g, 67 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 11.00 (s, 1H, NH), 9.53 (s, 1H, NH), 8.92 (d, J = 6.8 Hz,
1H, NH), 8.28 (s, 1H, Har), 8.05 (dd, 1H, J = 8.0 Hz, 1.2 Hz, 1H, Har), 7.74 (t, J = 5.8 Hz, 1H,
Har), 7.59 (t, J = 10.1 Hz, 3H, Har), 7.17 (t, J = 7.0 Hz, 3H, Har), 5.92 (ddd, J = 22.2 Hz, 10.4
Hz, 5.2 Hz, 1H, CH), 5.38 — 5.10 (m, 2H, CH>), 4.50 (d, J = 5.2 Hz, 2H, CH>), 4.15 (d, J = 6.0
Hz, 2H, CHy), 3.90 (s, 3H, CH3) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg): & 202.3 (C), 168.0 (C), 157.7 (2Car), 156.2 (Car), 155.0 (Car),
141.1 (Car), 138.8 (Car), 133.8 (Car), 133.5 (CH), 130.9 (Car), 127.3 (3Car), 122.1 (3Car), 119.9
(Car), 116.9 (CH2), 105.1 (Car), 64.3 (CH2), 52.7 (CH3), 43.4 (CH2) ppm.

M.p.: 195-197°C

LC/MS: tr = 5.04 min; m/z: 468.18 [M+H]".
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Methyl  2-((2-((4-(aminométhyl)phenyl)amino)-5-chloropyrimidin-4-yl)amino)benzoate
(37)

O~_OMe
H Cl
N | N
N_ _N C19H18CIN50O;
h M.W.: 383.84 g/mol
HNQ

NH,

To a solution of 36 (885 mg, 1.89 mmol, 1.0 eq) in dry THF (25 mL) were added Pd(PPhs)s
(655 mg, 0.57 mmol, 0.3 eq) and diethylamine (1.9 mL, 18.90 mmol, 10.0 eq) under an argon
atmosphere. The reaction mixture was stirred at room temperature for 1 h. The volatiles were
removed under vacuum. The residue was purified on silica gel chromatography (DCM/MeOH
98/2 to 94/6 v/v + 1 % NH4OH) to afford 37 as a beige powder (498 mg, 70 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 10.99 (s, 1H, NH), 9.48 (s, 1H, NH), 8.93 (d, J = 8.0 Hz,
1H, NH), 8.27 (s, 1H, Har), 8.04 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H, Har), 7.66 — 7.60 (m, 2H, Har), 7.57
(d, J = 8.4 Hz, 2H, Har), 7.24 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Har), 7.21 — 7.15 (m, 1H, Har), 3.91 (s, 3H,
CHsa), 3.67 (s, 2H, CH2) ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & 168.1 (C), 157.8 (2Car), 155.0 (2Car), 141.2 (Car), 138.3
(Car), 134.2 (Car), 130.9 (Car), 127.2 (3Car), 122.1 (2Car), 121.1 (Car), 119.8 (Car), 102.7 (Car),
52.7 (CHs), 45.2 (CH2) ppm.

M.p.: 163-166°C

LC/MS (ESI): tr = 3.63 min; m/z: 384.06 [M+H]".

Methyl  2-((2-((4-(((2-((2-((tert-butoxycarbonyl)amino)ethyl)amino)-3,4-dioxocyclobut-1-
en-1-yl)amino)méthyl)phenyl)amino)-5-chloropyrimidin-4-yl)amino)benzoate (38)

le\N

|

N\

O NH N)\NH

C30H32CIN7Og
Meo)‘\© . M.W.: 622.08 g/mol
0]
/‘ >\\< NHBoc
NH
NH—/_
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To a solution of 37 (100 mg, 0.26 mmol, 1.0 eq) in anhydrous DMF (2 mL) were added 23
(70.2 mg, 0.26 mmol, 1.0 eq) and DIPEA (68 pL, 0.39 mmol, 1.5 eq) under an argon
atmosphere. The reaction mixture was stirred at 100 °C for 16 h. The volatiles were removed
under vacuum to afford 38 as a brown solid (88 mg, 55 %). The product was used without

further purification.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 10.99 (s, 1H, NH), 9.58 (s, 1H, NH), 8.90 (bd, J = 7.8 Hz,
1H, NH), 8.28 (s, 1H, Har), 8.03 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, Har), 7.77 (bs, 1H, NH), 7.64 (d, J =
8.4 Hz, 2H, Har), 7.59 (t, J = 8.0 Hz, 1H, Har), 7.40 (bs, 1H, NH), 7.26 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Har),
7.16 (t, J = 8.1 Hz, 1H, Har), 6.91 (t, J = 5.5 Hz, 1H, Har), 4.66 (d, J = 3.9 Hz, 2H, CH), 3.90
(s, 3H, CHs), 3.51 (s, 2H, CHy), 3.09 (dd, J = 11.4 Hz, 5.7 Hz, 2H, CHy), 1.35 (s, 9H, CHs)
ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 5 182.7 (2C), 168.1 (C), 157.7 (2Car), 155.8 (C), 155.0
(2Car), 141.1 (Car), 139.4 (Car), 134.1 (Car), 130.9 (Car), 127.9 (3Car), 122.1 (2Car), 121.2 (Car),
120.1 (Car), 115.6 (2C=C), 105.3 (Ca), 77.8 (Cizu), 52.7 (CHa), 46.5 (CH), 43.3 (CHz), 41.2
(CHy), 28.2 (3CH3) ppm.

M.p.: 238-239°C
LC/MS (ESI): tr = 4.53 min; m/z: 622.32 [M+H]".

2-((2-((4-((((allyloxy)carbonyl)amino)methyl)phenyl)amino)-5-chloropyrimidin-4-

yl)amino)benzoic acid (40)

OH
H Cl
SN
N\fN

HN

o

C22H20CIN5O,
M.W.: 453.88 g/mol

NHAlloc

To a solution of 36 (580 mg, 1.24 mmol, 1.0 eq) in water and dioxane (1/1 v/v, 25 mL) was
added a 10 %wt NaOH aqueous solution (1.24 mL, 3.73 mmol, 3.0 eq). The reaction mixture
was stirred at 50 °C for 16 h until the complete dissolution of 36. The volatiles were removed
under vacuum. The residue was taken up in water (100 mL) and washed with DCM (2 x 50
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mL). Then, a solution of HCI (1 M, 5mL) was added to adjust pH to 1 and the resulting
precipitate was filtered and washed with water (20 mL) to give 40 as a beige powder (394 mg,
70 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 13.24 (bs, 1H, OH), 11.51 (s, 1H, NH), 9.51 (s, 1H, NH),
8.95 (d, J = 7.1 Hz, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, Har), 8.04 (d, J = 7.5 Hz, 1H, Ha), 7.81 — 7.50 (m,
4H, Har), 7.26 — 7.05 (m, 3H, Har), 5.92 (ddd, J = 15.4 Hz, 9.8 Hz, 4.9 Hz, 1H, CH), 5.23 (dd,
J = 44.9 Hz, 13.6 Hz, 2H, CHy), 4.50 (d, J = 4.6 Hz, 2H, CHy), 4.15 (d, J = 5.7 Hz, 2H, CHy)
ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO-de): & 169.9 (2C), 157.8 (Car), 156.2 (Car), 155.0 (Car), 154.8
(Car), 141.5 (Car), 138.8 (Car), 133.8 (Car), 133.7 (CH), 131.3 (Car), 127.3 (3Car), 121.8 (2Car),
120.7 (Car), 119.9 (Car), 116.9 (CH2), 105.19 (Car), 64.3 (CH2), 43.5 (CH2) ppm.

LC/MS (ESI): tr = 4.30 min; m/z: 454.46 [M+H]".

M.p.: 255-259°C

allyl(4-((5-chloro-4-((2-((2-fluoroethyl)carbamoyl)phenyl)amino)pyrimidin-2-
yl)amino)benzyl)carbamate (42)

H
F/\/N

Co4Ho4CIFNgO4
M.W.: 498.94 g/mol

(@)
H Cl
NN
N\fN
HN

NHAlloc

To a solution of 36 (80 mg, 0.18 mmol, 1.0 eq) and 2-fluoroethanamine (36 mg, 0.36 mmol,
2.0 eq) in DMF were added HATU (103 mg, 0.27 mmol, 1.5 eq) and DIPEA (0.22 mL, 1.26
mmol, 7.0 eq). The resulting mixture was stirred at 40 °C for 20 h. The volatiles were removed
under vacuum and the residue was taken up in DCM and water (1/1 v/v, 15 mL). The mixture
was extracted with DCM (3 x 10 mL) and the combined organic phases were washed with a 1
M NaOH aqueous solution (20 mL), a 5 %wt LiCl aqueous solution (30 mL), brine (20 mL)
and dried over Na>SOs. After filtration, the volatiles were removed under vacuum. The residue
was purified by flash chromatography on C18 silica (H-.O/ACN 9/1 to 1/9 v/v) to afford 42 as
a beige powder (42 mg, 47 %).
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IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 11.42 (s, 1H, NH), 9.45 (s, 1H, NH), 9.02 (t, J = 5.3 Hz,
1H, NH), 8.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Har), 8.22 (s, 1H, Har), 7.80 (dd, J = 7.9 Hz, 1.4 Hz, 1H, Ha),
7.72(t, 3= 6.1 Hz, 1H, Har), 7.59 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Har), 7.50 (t, J = 8.4 Hz, 1H, Har), 7.20 —
7.11 (m, 3H, Har), 5.92 (ddd, J = 22.5 Hz, 10.6 Hz, 5.3 Hz, 1H, CH), 5.23 (ddd, J = 13.8 Hz,
11.7 Hz, 1.4 Hz, 2H, CHy), 4.66 — 4.48 (M, 4H, 2CHy), 4.14 (d, J = 6.1 Hz, 2H, CH,), 3.60
(ddd, Jr = 26.7 Hz, J = 10.4 Hz, 5.2 Hz, 2H, CH)

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & 188.5 (C), 168.9 (C), 157.8 (Car), 156.2 (Car), 155.0 (Car),
154.7 (Car), 139.3 (Car), 139.0 (Car), 133.9 (Car), 133.1 (CH), 131.7 (Car), 127.3 (3Car), 122.0
(Car), 1215 (Car), 120.6 (Car), 119.7 (Car), 117.0 (CHz), 104.9 (Car), 81.92 (d, J = 165.9 Hz,
CHy), 64.3 (CHy), 43.5 (CH>), 37.0 (CH2) ppm.

M.p.: 205-207°C

LCIMS (ESI): tr = 4.32 min; m/z: 499.27 [M+H]".

allyl(4-((4-((2-((2-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)ethyl)carbamoyl)phenyl)amino)-5-
chloropyrimidin-2-yl)amino)benzyl)carbamate (43)

H

N
TBDPSO™ > © e
N N
\( M.W.: 735.36 g/mol
HN

NHAlloc

To a solution of 40 (400 mg, 0.88 mmol, 1.0 eq) and 41 (658 mg, 2.20 mmol, 2.5 eq) in DMF
were added HATU (502 mg, 1.32 mmol, 1.5 eq) and DIPEA (1.08 mL, 6.16 mmol, 7.0 eq). The
resulting mixture was stirred at 40 °C for 20 h. The volatiles were removed under vacuum and
the residue was taken up in DCM and water (1/1 v/v, 100 mL). The mixture was extracted with
DCM (3 x 50 mL) and the combined organic phases were washed with a 1 M NaOH aqueous
solution (80 mL), a 5 %wt LiCl aqueous solution (80 mL), brine (80 mL) and dried over
Na>S0s. After filtration, the volatiles were removed under vacuum. The residue was purified
by silica gel chromatography using DCM/MeOH 99/1 v/v as eluent to afford 43 as a yellow
sticky solid (530 mg, 81 %).
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IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 11.46 (s, 1H, NH), 9.47 (s, 1H, NH), 8.89 (t, J = 5.4 Hz,
1H, NH), 8.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Har), 8.20 (s, 1H, Har), 7.58 (M, 2H, 2Har), 7.61, (M, 6H,
6Har), 7.50 — 7.33 (M, 8H, 8Har), 7.17 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Har), 5.92 (ddd, J = 15.4 Hz, 9.8 Hz,
4.9 Hz, 1H, CH), 5.23 (dd, J = 44.9 Hz, 13.6 Hz, 2H, CH,), 4.50 (d, J = 4.6 Hz, 2H, CH>), 4.15
(d, J =5.7 Hz, 2H, CH,), 3,80 (t, J = 5.8 Hz, 2H, CH>), 3.51 (g, J = 5.8 Hz, 2H, CHy), 0.95 (s,
9H, 3CH3) ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & 169.0 (C), 161.3 (C), 156.1 (Car), 155.0 (Car), 154.5 (Car),
139.3 (Car), 139.0 (Car), 135.0 (6Car), 133.8 (Car), 133.0 (Car), 132.5 (Car), 131.4 (CH ou Car),
129.8 (CH ou Car), 128.0 (Car), 127.9 (5Car), 127.2 (2Car), 121.9 (Car), 121.5 (Car), 121.0 (Car),
119.5 (Car), 117.0 (CHy), 105.1 (Car), 64.3 (CH2), 62.0 (CH>), 43.4 (CH2), 41.5 (CH2), 38.2 (C),
26.6 (3CHs) ppm.

LC/MS (ESI): tr = 6.02 min; m/z: 735.45 [M+H]".

M.p.: 156-158 °C

allyl (4-((5-chloro-4-(8-oxo-7-azabicyclo[4.2.0]octa-1(6),2,4-trien-7-yl)pyrimidin-2-
yl)amino)benzyl)carbamate (44)

O
@:‘( cl
N
7N
N _N C22H1gCIN5O3
M.W.: 435.87 g/mol
HN

\—NHAlloc

This compound was obtained as a by-product during the synthesis of compound 42 previously

described.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 8.52 (s, 1H, NH), 8.26 (dd, J = 8.1 Hz, 1.2 Hz, 1H, NH),
7.94 (ddd, J = 8.5 Hz, 7.1 Hz, 1.5 Hz, 1H, Har), 7.91 (s, 1H, Har), 7.79 (t, J = 6.1 Hz, 1H, Har),
7.71(d, 3 = 8.0 Hz, 1H, Ha), 7.64 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 2Ha), 7.55 (ddd, J = 8.1 Hz, 7.2 Hz, 1.1
Hz, 1H, Har), 7.29 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2Har), 5.93 (ddd, J = 22.6 Hz, 10.6 Hz, 5.4 Hz, 1H, CH),
5.24 (ddd, J = 13.9 Hz, 11.8 Hz, 1.5 Hz, 2H, CHy), 4.50 (dt, J = 5.3 Hz, 1.5 Hz, 2H, CH>), 4.19
(d, J = 6.2 Hz, 2H, CH2) ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 5 164.2 (C), 156.2 (C), 148.1 (Car), 146.7 (Car), 144.9 (Car),
136.3 (Car), 136.0 (Car), 133.8 (2Car), 127.8 (Car), 127.3 (Car), 126.6 (Car), 126.3 (Car), 122.2
(3Car), 118.7 (Car), 117.0 (CHy), 112.7 (CH), 105.5 (Ca), 64.4 (CHs), 43.4 (CH2) ppm.
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LC/MS (ESI): tr = 4.94 min; m/z: 436.46 [M+H]".

2-((5-chloro-2-((4-(hydroxyméthyl)phenyl)amino)pyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-
fluoroethyl)benzamide (45)

H
N__O
o Cl
H
N
\( M.W.: 415.85 g/mol
“NQ
NH,

To a solution of 42 (110 mg, 0.22 mmol, 1.0 eq) in anhydrous THF (4 mL) were added
Pd(PPhs)s (51 mg, 0.044 mmol, 0.2 eq) and diethylamine (160 pL, 1.54 mmol, 7.0 eq) under
an argon atmosphere. The reaction mixture was stirred at room temperature for 4 h. The
volatiles were removed under vacuum. The residue was purified by silica gel chromatography
(DCM/MeOH 98/2 to 97/3 viv + 1 % NH4OH) to afford 45 as a beige powder (6.5 mg, 39 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 11.42 (s, 1H, NH), 9.42 (s, 1H, NH), 9.04 (bs, 2H, NHy),
8.76 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Har), 8.22 (s, 1H, Har), 7.81 (dd, J = 7.9, 1.3 Hz, 1H, Har), 7.60 (d, J =
8.5 Hz, 2H, Har), 7.56 — 7.50 (M, 1H, Har), 7.23 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Har), 7.20 — 7.14 (m, 1H,
Har), 4.57 (dt, Ju.r = 47.4, J = 5.1 Hz, 2H, CHy), 3.68 (s, 2H, CHy), 3.61 (dd, Ju.r = 26.8, J =
4.1 Hz, 2H, CH2) ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & 168.9 (C), 157.8 (Car), 155.0 (Car), 154.7 (2Car), 139.4
(Car), 138.5 (Car), 131.7 (Car), 128.8 (Car), 128.2 (Car), 127.2 (2Car), 122.0 (2Car), 121.5 (Car),
120.6 (Car), 104.9 (Car) 81.9 (d, Jc.r = 165.8 Hz, CHy), 45.1 (CHs), 36.4 (CH2) ppm.

M.p.: 256°C

LC/MS (ESI): tr = 3.42 min; m/z: 416.17 [M+H]".
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tert-butyl (2-((2-((4-((5-chloro-4-((2-((2-fluoroethyl)carbamoyl)phenyl)amino)pyrimidin-
2-yl)amino)benzyl)amino)-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-yl)amino)ethyl)carbamate (46)

F\/\NH C31H34C|FN805
o) M.W.: 653.11 g/mol

NH
_\—NHBoc

To a solution of 45 (52 mg, 0.13 mmol, 1.0 eqg) in anhydrous DMF (1 mL) were added BF (34
mg, 0.13 mmol, 1.0 eq) and DIPEA (33 pL, 0.19 mmol, 1.5 eq) under argon atmosphere at
room temperature. The reaction mixture was stirred at 100 °C for 16 h hours. The volatiles were
removed under vacuum. The residue was purified by silica gel column chromatography using
DCM/MeOH 97/3 to 94/6 viv + 1% NH4OH as eluent to afford the desired compound 46 as a
beige solid (48 mg, 59%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 11.44 (s, 1H, NH), 9.52 (s, 1H, NH), 9.04 (t, J = 5.5 Hz,
1H, Har), 8.76 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH), 8.22 (s, 1H, Har), 7.81 (dd, J = 7.9, 1.3 Hz, 1H, Ha),
7.65 (d, J=8.5Hz, 2H, 2Har), 7.49 (t, J = 7.9 Hz, 1H, Har), 7.23 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 2H4), 7.15
(t, J=7.6 Hz, 1H, Har), 6.91 (t, J = 5.9 Hz, 1H, NH), 4.65 (s, 2H, CH>), 4.57 (dt, Ju-r = 47.4,J
=5.1 Hz, 2H, CHy), 3.61 (dd, Ju.r = 26.8, J = 4.1 Hz, 2H, CH>), 3.57 (m, 2H, CH>), 3.09 (d, J
= 6.0 Hz, 2H, CH2), 1.35 (s, 9H, 3CHs3) ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO-de): 6 182.7 (2C), 168.9 (C), 157.8 (Car + C), 155.0 (Car), 154.7
(2Car), 139.4 (Car), 138.5(Car), 131.7 (Car), 128.8 (Car), 128.2 (2Car), 127.2 (2Car), 122.0 (2Car),
121.5 (Car), 120.6 (2Car), 104.9 (Car) 81.9 (d, Jc-F = 165.8 Hz, CHy), 81.1 (C), 46.5 (CHz), 43.2
(CHy), 41.4 (CHy), 40.8 (CH>), 28.1 (3CH3) ppm.

LC/MS (ESI): tr = 3.99 min; m/z: 653.33 [M+H]".

M.p.: 222-225°C
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2-((2-((4-(((2-((2-aminoethyl)amino)-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-
yl)amino)méthyl)phenyl)amino)-5-chloropyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-
fluoroethyl)benzamide (47)

F
~"NH . C,eHosCIFNgOs
M.W.: 553.00 g/mol

Compound 46 (30 mg, 0.045 mmol, 1 eq) was added to a mixture DCM/TFA (2/1 v/v, 600 uL)

at room temperature. The reaction mixture was stirred at room temperature for 1 h. The volatiles

were removed under vacuum to afford the desired compound as a brown gum (35 mg, quant.).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 11.44 (s, 1H, NH), 9.52 (s, 1H, NH), 9.04 (t, J = 5.5 Hz,
1H, Har), 8.76 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH), 8.22 (s, 1H, Ha), 7.81 (dd, J = 7.9, 1.3 Hz, 1H, Har),
7.65 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2Har), 7.49 (t, = 7.9 Hz, 1H, Har), 7.23 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 2Hay), 7.15
(t, 3= 7.6 Hz, 1H, Har), 6.91 (t, J = 5.9 Hz, 1H, NH), 4.65 (s, 2H, CHy), 4.57 (dt, Jur = 47.4, ]
= 5.1 Hz, 2H, CHy), 3.61 (dd, Ju.r = 26.8, J = 4.1 Hz, 2H, CHs), 3.57 (m, 2H, CHs), 3.09 (d, J

= 6.0 Hz, 2H, CH>) ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 8 182.4 (2C), 168.9 (C), 157.6 (Car + C), 155.0 (Car), 154.7
(2Car), 139.4 (Car), 138.5 (Car), 130.7 (Car), 128.8 (Car), 128.2 (2Car), 127.2 (2Car), 122.0 (2Car),
121.2 (Car), 120.6 (2Car), 104.9 (Car) 81.9 (d, Jor = 165.8 Hz, CHs), 46.5 (CHy), 43.2 (CHy),

41.3 (CH,), 40.8 (CH2) ppm.
LC/MS (ESI): tr = 3.39 min; m/z: 553.17 [M+H]".
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2-((2-((4-(aminomethyl)phenyl)amino)-5-chloropyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-((tert-
butyldiphenylsilyl)oxy)ethyl)benzamide (48)

H
N
TBDPSO™

O
H Cl
N

M.W.: 651,28 g/mol

NH,

To a solution of 43 (440 mg, 0.60 mmol, 1.0 eq) in anhydrous THF (12 mL) were added
Pd(PPhs)s (208 mg, 0.18 mmol, 0.2 eq) and diethylamine (440 uL, 4.19 mmol, 7.0 eq) under
an argon atmosphere. The reaction mixture was stirred at room temperature for 4 h. The
volatiles were removed under vacuum. The residue was purified by silica gel chromatography
(DCM/MeOH 98/2 to 95/5 v/v + 1 % NH4OH) to afford 48 as a yellow gum (200 mg, 51 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 11.46 (s, 1H, NH), 9.43 (s, 1H, NH), 8.89 (s, 1H, NH), 8.73
(d, J = 8.7 Hz, 1H, Har), 8.20 (s, 1H, Har), 7.80 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Har), 7.61, (M, 6H, 6Ha),
753 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Har), 7.45-7.35 (M, 6H, 6Har), 7.21 (M, 3H, 3Har), 3,81 (t, J = 5.8 Hz,
2H, CH2), 3.69 (s, 2H, CHs), 3.51 (g, J = 5.8 Hz, 2H, CHy), 0.97 (s, 9H, 3CHs) ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): § 168.7 (C), 157.7 (Car), 155.0 (Car), 154.5 (Car), 139.3 (Ca),
138.5 (Car), 135.0 (6Car), 133.0 (Car), 131.5 (Car), 129.8 (2Car), 128.8 (Car), 127.8 (5Car), 127.2
(2Car), 121.9 (Car), 121.5 (Car), 121.0 (Car), 119.4 (Car), 105.0 (Car), 62.0 (CH2), 45.2 (CHy),
41.5 (CHz), 26.6 (3CHs), 18.7 (C) ppm.

LC/MS (ESI): tr = 4.59 min; m/z: 651.29 [M+H]".
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tert-butyl(2-((2-((4-((4-((2-((2-((tert-
butyldiphenylsilyl)oxy)ethyl)carbamoyl)phenyl)amino)-5-chloropyrimidin-2-
yl)amino)benzyl)amino)-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-yl)amino)ethyl)carbamate (49)

TBDPSO. _~
NHJ\© o C47H53CINgOgSi
M.W.: 889.53 g/mol

NH
_\—NHBoc

To a solution of 48 (180 mg, 0.28 mmol, 1.0 eq) in anhydrous DMF (4 mL) were added 23 (76
mg, 0.28 mmol, 1.0 eq) and DIPEA (75 pL, 0.42 mmol, 1.5 eq) under argon atmosphere at
room temperature. The reaction mixture was stirred at 100 °C for 16 h. The volatiles were
removed under vacuum. The residue was purified by silica gel column chromatography using
DCM/MeOH 97/3 to 94/6 viv + 1% NH4OH as eluent to afford the desired compound 49 as a
yellow sticky solid (130 mg, 52%).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): & 11.46 (s, 1H, NH), 9.53 (s, 1H, NH), 8.89 (t, J = 5.3 Hz,
1H, NH), 8.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Har), 8.22 (s, 1H, Har), 7.80 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H, Har),
7.61, (m, 6H, 6Har), 7.49 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Har), 7.45-7.35 (m, 6H, 6Har), 7.26 (d, J = 8.3 Hz,
2H, 2Har), 7.17 (M, 1H, Har), 6.92 (t, J = 6.4 Hz, 1H, NH), 4,67 (s, 2H, CH2), 3,81 (t, J = 5.8
Hz, 2H, CH»), 3.51 (g, J = 5.8 Hz, 2H, CHy), 3.18 (m, 2H, CH), 3.11 (m, 2H, CH>), 1.35 (s,
9H, 3CHz3), 0.97 (s, 9H, 3CHz) ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO-de): 6 182.7 (2C), 168.7 (C), 162.3 (Car), 157.7 (Car), 155.0
(2Car), 139.5 (Car), 139.2 (Car), 135.0 (6Car), 133.0 (3Car), 131.4 (2Car), 129.8 (3Car), 127.8
(8Car), 121.9 (Car), 121.5 (Car), 121.0 (Car), 119.8 (Car), 105.0 (Car), 80.1 (C), 62.0 (CH>), 46.5
(CH2), 43.2 (CHy), 41.5 (CH2), 41.1 (CHz), 28.2 (3CHs3), 26.5 (3CHs3), 18.7 (C) ppm.

LC/MS (ESI): tr = 3.78 min; m/z: 889,52 [M+H]".

M.p.: 170-175°C
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4-((3-iodophenoxy)méthyl)benzaldehyde (50)
OHC
\©\/O I C14H11102
\©/ M.W.: 338.15 g/mol

To a solution of 3-iodophenol (1.30 g, 5.93 mmol, 1.0 eq) in DMF (50 mL) were added
potassium carbonate (2.07 g, 15.0 mmol, 2.5 eq) and 4-bromométhylbenzaldehyde (1.50 g, 7.54
mmol, 1.5 eq). The mixture was stirred at 80°C for 5h. After cooling to room temperature, the
mixture was quenched with water (80 mL), and the aqueous layer was extracted with ethyl
acetate (3 x 100 mL). The combined organic layers were washed with an aqueous solution of
LiCl (5% wi/v, 20 mL) and with brine (20 mL). The organic phase was dried over sodium
sulfate, filtered and concentrated. The residue was purified by chromatography using

heptane/ethyl acetate (95/5 v/v) as eluent to afford the 50 as a colorless oil (1.70g, 86%).

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): & 10.03 (s, 1H, CHO), 7.91 (d, J = 7.8 Hz, 2H, 2Har), 7.58 (d, J
=78 HZ, 2H, 2Har), 7.32 (m, 2H, 2Har), 7.01 (t, J=17.8 HZ, 1H, Har), 6.93 (ddd, J=8.4 HZ,
2.5 Hz, 1.0 Hz, 1H, Har), 5.12 (5, 2H, CH).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5 191.8 (CHO), 158.9 (Car), 143.3 (Car), 136.1 (Car), 130.9 (Ca),
130.6 (Car), 130.1 (2Car), 127.5 (2Car), 124.1 (Car), 114.4 (Car), 94.3 (Car), 69.3 (CHy).

LC/MS: tr =5.23 min.; m/z: 337.08 [M-H].

(S)-(1-(4-((3-iodophenoxy)méthyl)benzyl)pyrrolidin-2-yl)methanol (51)

OH
&/\Q\/ C19H22INO;
O\©/' M.W.: 423.30 g/mol
To a solution of 50 (1.70g, 5.06 mmol, 1.0 eq) in dry DCM (60 mL) were added (S)-
pyrrolidinemethanol (613 mg, 6.07 mmol, 1.2 eq) and sodium triacetoxyborohydride (1.60 g,

7.60 mmol, 1.5 eq). The mixture was stirred at room temperature for 15h under argon. The

mixture was then quenched with water (30 mL), the phases were separated and the aqueous
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layer was extracted with DCM (3 x 30 mL). The combined organic layers were washed with
brine (20 mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The residue
was purified by chromatography using DCM/MeOH 95/5 v/v as eluent to afford the desired
compound 51 as a yellow oil (1.70 g, 81%).

'H-NMR (CDClIs, 400 MHz): 8 7.57 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Har), 7.45 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Ha),
7.32 (M, 2H, 2Ha), 7.01 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Har), 6.93 (ddd, J = 8.4 Hz, 2.5 Hz, 1.0 Hz, 1H,
Har), 5.44 (br, 1H, OH), 5.03 (s, 2H, CH>), 4.33 (d, J = 13.4 Hz, 1H, CH), 3.98 (d, J = 13.4
Hz, 1H, CHy), 3.80 (m, 2H, CH>), 3.38 (m, 2H, CHy), 2.78 (m, 1H, CH), 2.05-1.88 (m, 4H,
2CHy).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): & 159.1 (Car), 137.7 (Car), 130.9 (3Car), 130.3 (2Car), 128.0
(CH2), 26.7 (CH2), 23.5 (CH>).

LC/MS: tr = 3.72 min.; m/z: 424.40 [M+H]".

(S)-(1-(4-((3-iodophenoxy)méthyl)benzyl)pyrrolidin-2-yl)méthyl acetate (52)
C21H24INO3

OAc
&N
0 |
\©/ M.W.: 465.33 g/mol

To a solution of 51 (500 mg, 1.18 mmol, 1.0 eq) in dry DCM (25 mL) were added pyridine
(285 pL, 3.6 mmol, 3.0 eq) and acetic anhydride (250 uL, 2.40 mmol, 2.0 eq) at 0°C under
argon. The mixture was allowed to reach room temperature and was stirred for 6h. The mixture
was slowly quenched with a saturated aqueous solution of ammonium chloride (10 mL). The
phases were separated and the aqueous layer was extracted with DCM (2 x 10 mL). The
combined organic layers were washed with brine (20 mL), dried over sodium sulfate, filtered
and concentrated under vacuum. The residue was purified by chromatography using
heptane/ethyl acetate 7/3 v/v as eluent to afford 52 as a colorless oil (400 mg, 73%).

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): § 7.33-7.31 (M, 4H, 4Har), 7.28 (td, J = 7.8 Hz, 1.1 Hz, 1H, Ha),
7.25 (s, 1H, Har), 6.98 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Har), 6.91 (ddd, J = 8.4 Hz, 2.5 Hz, 1.0 Hz, 1H, Har),
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4.99 (s, 2H, CHy), 4.06 (m, 3H, CH, + CH), 3.40 (d, J = 13.4 Hz, 1H, CHy), 2.95-2.77 (m, 2H,
CHy), 2.23 (qd, J = 7.8 Hz, 1.5 Hz, 1H, CH), 2.04 (s, 3H, CH3), 1.99-1.60 (m, 4H, 2CH2) ppm.

13C-NMR (CDC|3, 100 MHZ): 0171.13 (Car), 159.4 (Car), 139.6 (Car), 135.0 (Car), 130.8 (Car),
130.1 (CHar), 129.1 (2CHar), 127.5 (2CHar), 124.1 (CHar), 114.5 (CHar), 94.4 (Car), 70.0 (CH2),
67.1 (CHz), 61.9 (CH), 59.1 (CHz), 54.5 (CHz), 28.4 (CHz), 23.0 (CHz), 21.1 (CHs) ppm.

LC/MS: tr =3.89 min.; m/z: 466.14 [M+H]".

(S)-(1-(4-((3-(7-hydroxyhept-1-yn-1-yl)phenoxy)méthyl)benzyl)pyrrolidin-2-yl)méthyl
acetate (53)

OAc
N CogH35NO,
é /\(j\/o\(>/\/\A OH M.W.: 449.59 g/mol

To a degassed solution of 52 (200 mg, 0.43 mmol, 1.0 eq) in DMF (6 mL) were added
bistriphenylphosphine palladium dichloride (14 mg, 0.02 mmol, 0.05 eq), Cul (8 mg, 0.04
mmol, 0.1 eq), TEA (0.2 mL, 1.30 mmol, 3.0 eq) and hept-6-yn-1-ol (100 mg, 0.90 mmol, 2.0
eq). The reaction mixture was stirred 2h at 70°C. After cooling to room temperature, the mixture
was diluted with water (10 mL) and ethyl acetate (10 mL). The phases were separated and the
aqueous layer was extracted with ethyl acetate (2 x 10 mL). The combined organic layers were
washed with brine (10 mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum.
The residue was purified by chromatography using ethyl acetate/heptane 6/4 v/v as eluent to
afford the 53 as a yellow oil (170 mg, 88%)

1H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 7.37-7.32 (m, 4H, 4Ha), 7.18 (td, J = 7.8 Hz, 1.1 Hz, 1H, Hay),
7.01-6.98 (M, 2H, 2Har), 6.91 (ddd, J = 8.4 Hz, 2.5 Hz, 1.0 Hz, 1H, Har), 5.02 (s, 2H, CHa),
4.06 (M, 3H, CH, + CH), 3.69-3.63 (M, 4H, 2CHy), 3.41 (d, J = 13.4 Hz, 1H, CHy), 2.95-2.90
(m, 1H, CHy), 2.85-2.78 (m, 1H, CH,), 2.42 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,), 2.30-2.20 (m, 3H, CH +
CH3), 2.05 (s, 3H, CHz), 1.76-1.42 (m, 6H, 3CH>).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 171.2 (C), 159.3 (Car), 137.7 (Car), 134.9 (Car), 129.8 (3Car),
126.5 (2Car), 127.4 (Car), 118.2 (Car), 114.2 (2Car), 105.4 (C), 88.9 (C), 69.8 (CH>), 67.2 (CHy),
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63.0 (CHy), 61.8 (CH), 59.2 (CH,), 53.4 (CH), 36.0 (CH>), 29.3 (2CH,), 28.4 (CHy), 24.7
(CHz), 22.4 (CHy), 20.5 (CH3) ppm.

LC/MS: tr =3.73 min.; m/z: 450.35 [M+H]".

tert-butyl(hept-6-yn-1-yloxy)diphenylsilane (54)

M.W.: 350.58 g/mol
OTBDPS

To a solution of TBDPSCI (654 pL, 2.5 mmol, 1.2 eq) and imidazole (170 mg, 2.5 mmol, 1.2
eq) in DMF (2 mL) under argon was added a solution of hept-6-yn-1-ol (240 mg, 2.1 mmol, 1.0
eq) in DMF (1 mL). The mixture was stirred for 15h under argon at room temperature and
concentrated under vacuum. The residue was partitioned between water (20 mL) and EtOAc
(20 mL). The phases were separated, and the aqueous layer was extracted with EtOAc (2 x 20
mL). The combined organic layers were washed with brine (20 mL), dried over sodium sulfate,
filtered and concentrated under vacuum. The residue was purified by chromatography
(Heptane/EtOAC 98/2 v/v) to afford 54 (470 mg, 63%) as a colorless oil.

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): 5 7.69 (dd, J = 7.6 Hz, 1.6 Hz, 4H, 4Hay), 7.41 (M, 6H, 6Har),
3.68 (t, J = 6.2 Hz, 2H, CHy), 2.18 (m, 2H, CHy), 1.94 (t, J = 2.6 Hz, 1H, CH), 1.56 (m, 6H,
3CHy), 1.06 (s, 9H, 3CHa).

13C-NMR (CDCls, 100 MHZ): § 135.6 (4Car), 134.1 (2Car), 129.6 (2Car), 127.6 (4Car), 84.6
(C), 68.2 (C), 63.7 (CH), 32.0 (CH2), 28.2 (CHz2), 26.9 (3CHs), 25.0 (CHy), 19.2 (CHy), 18.4
(CHy).

LC/MS: tr =3.23 min.; m/z: 262.01 [M+H]".

3-(7-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)hept-1-yn-1-yl)phenol (55)

HO 4 OTBDPS CaoH340,Si
M.W.: 442.67 g/mol

To a degassed solution of 54 (2.40g, 6.86 mmol, 2.0 eq), bistriphenylphosphine palladium
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dichloride (245 mg, 0.35 mmol, 0.1 eq), Cul (67 mg, 0.35 mmol, 0.1 eq) and TEA (10 mL) in
DMF (25 mL) was added 3-iodophenol (770 mg, 3.50 mmol, 1.0 eq). The mixture was stirred
2h at 60°C under argon. After cooling to room temperature, the mixture was concentrated under
vacuum. The residue was partitioned between EtOAc (20 mL) and a saturated aqueous solution
of ammonium chloride (20 mL). The phases were separated and the aqueous phase was
extracted with EtOAc (3 x 20 mL). The combined organic layers were washed with brine (20
mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The residue was
purified by chromatography using Heptane/EtOAc 9/1 v/v as eluent to give 55 as a brown oil
(1.00g, 65%).

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.68 (dd, J = 7.6 Hz, 1.2 Hz, 4H, 4Ha), 7.45-7.35 (m, 6H,
6Har), 7.17-7.01 (m, 4H, 4Har), 4.96 (bs, 1H, OH), 3.69 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH,), 2.38 (t, J =
6.4 Hz, 2H, CHy), 1.57 (m, 6H, 3CH2), 1.06 (s, 9H, 3CHs).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): & 155.2 (Car), 135.6 (4Car), 134.1 (Car), 130.8 (Car), 129.5 (3Ca),
127.6 (4Car), 124.3 (Car), 118.8 (Car), 118.3 (Car), 115.0 (Car) 114.3 (C), 90.4 (C), 80.3 (CHo),
63.8 (CH2), 32.1 (CH), 28.4 (CH>), 26.9 (3CHs3), 25.2 (CHs), 19.4 (CHo).

LC/MS: tr =6.71 min.; m/z: 441.39 [M-H].

3-(7-hydroxyhept-1-yn-1-yl)phenol (56)

HO Z OH C13H1602
M.W.: 204.27 g/mol

To a degassed solution of hept-6-yn-1-ol (3.00g, 27.2 mmol, 2.0 eq), bistriphenylphosphine
palladium dichloride (300 mg, 0.43 mmol, 0.03 eq), Cul (266 mg, 0.1.4 mmol, 0.1 eq) and TEA
(10 mL) in DMF (60 mL) was added 3-iodophenol (3.00 g, 13.50 mmol, 1.0 eq). The mixture
was stirred 2h at 70°C under argon. After cooling to room temperature, the mixture was
concentrated under vacuum. The residue was partitioned between EtOAc (30 mL) and a
saturated aqueous solution of ammonium chloride (30 mL). The phases were separated and the
aqueous phase was extracted with EtOAc (3 x 30 mL). The combined organic layers were
washed with brine (30 mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum.

The residue was purified by chromatography using Heptane/EtOAc 6/4 v/v as eluent to give 56
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as a brown oil (2.50 g, 90%).

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.13 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Ha), 6.95 (d, J = 7.5 Hz, 1H, Hay),
6.86 (dd, J = 2.4 Hz, 1.5 Hz, 1H, Ha), 6.76 (ddd, J = 7.8 Hz, 2.4 Hz, 1.7 Hz, 1H, Har), 5.90 (br,
1H, OH), 3.70 (t, J = 6.30 Hz, 2H, CHy), 2.41 (t, J = 6.70 Hz, 2H, CH), 1.58 (m, 6H, 3CHy).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 155.5 (Car), 129.5 (Car), 125.1 (Car), 124.0 (Car), 118.3 (Car),
115.1 (Car), 90.1 (C), 80.6 (C), 63.0 (CH2) 32.1 (CH2), 28.3 (CH2), 25.0 (CHz), 19.3 (CH2).

LC/MS: tr =3.97 min.; m/z: 205.15 [M+H]".

3-(7-hydroxyheptyl)phenol (57)

HO OH C13H2002
M.W.: 208.30 g/mol

To a solution of 56 (680 mg, 3.33 mmol, 1.0 eq) in MeOH (5 mL) was added 10% Pd/C (70
mg, 0.06 mmol, 0.01 eq) and the solution was stirred 3h under Hz (1 atm) at room temperature.
The mixture was filtrated over celite and the filtrate was concentrated under vacuum to afford
57 as a brown oil (590 mg, 84 %).

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.13 (t, J = 7.60 Hz, 1H, Ha), 6.75 (d, J = 7.6 Hz, 1H, Har),
6.64 (M, 2H, 2Ha), 4.97 (br, 1H, OH), 3.65 (t, J = 6.70 Hz, 2H, CH>), 2.56 (t, J = 7.70 Hz, 2H,
CHy), 1.58 (m, 4H, 2CH>), 1.34 (m, 6H, 3CH.).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 155.5 (Car), 144.8 (Car), 129.4 (Car), 120.9 (Car), 115.3 (Car),
112.5 (Car), 63.1 (CH2), 35.7 (CH2), 32.7 (CH2) 31.1 (CH2), 29.2 (CHz), 29.1 (CHy), 25.6 (CHy).

LC/MS: tr =4.10 min.; m/z: 207.13 [M-H].

4-((3-(7-hydroxyheptyl)phenoxy)méthyl)benzaldehyde (58)

OHC
\©\/O Ca1M260s
WOH M.W.: 326.44 g/mol
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To a solution of 57 (900 mg, 4.33 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (30 mL) were added potassium
carbonate (1.80 g, 13 mmol, 3.0 eq) and 4-bromométhylbenzaldehyde (1.29 g, 6.50 mmol, 1.5
eq). The mixture was stirred 5h at 80°C under argon. After cooling to room temperature, the
mixture was quenched with water (50 mL). The mixture extracted with ethyl acetate (3 x 50
mL) and the combined organic layers were washed with brine (40 mL), dried over sodium
sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The residue was purified by chromatography
using heptane/ethyl acetate 3/7 v/v as eluent. The compound was further purified by C18 flash

chromatography using H.O/ACN 1/1 v/v as eluent to afford 58 as a colorless oil (400 mg, 29%).

!H-NMR (CDClIs, 400 MHz): § 10.02 (s, 1H, CHO), 7.91 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 2H4), 7.61 (d, J
= 8.3 Hz, 2H, 2Ha), 7.20 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 1Har), 6.80 (M, 3H, 3Har), 5.14 (s, 2H, CH>), 3.64
(t, J = 6.3 Hz, 2H, CHy), 2.58 (t, J = 7.8 Hz, 2H, CH>), 1.58 (m, 4H, 2CH>), 1.34 (m, 6H,
3CHy).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 191.9 (CHO), 158.4 (Car), 144.7 (Car), 144.3 (Car), 135.9 (Car),
130.0 (2Car), 129.3 (Car), 127.5 (2Ca), 121.6 (Car), 115.1 (Car), 111.7 (Car), 69.1 (CHz), 63.0
(CH>), 35.9 (CH>), 32.8 (CH>), 31.2 (CH2), 29.3 (CH>), 29.2 (CHz), 25.7 (CH>).

LC/MS: tr =4.96 min.; m/z: 327.21 [M+H]".

4-((3-(7-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)heptyl)phenoxy)méthyl)benzaldehyde (59)

OHC
\©\/O Co7H4003Si
\O/\/\/\/\OTBS M.W.: 440.70 g/mol

To a solution of 58 (300 mg, 0.92 mmol, 1.0 eq) in dry DCM (5 mL) were added imidazole (95
mg, 1.40 mmol, 1.5 eq) and TBSCI (151 mg, 1.00 mmol, 1.1 eq). The solution was stirred
overnight at room temperature under argon. The mixture was quenched with an aqueous
solution of HCI (0.1 M, 20 mL), the phases were separated and the aqueous layer was extracted
with DCM (2 x 10 mL). The combined organic layers were washed with brine (20 mL), dried
over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The residue was purified by
chromatography using heptane/ethyl acetate 9/1 v/v as eluent to afford 59 as a colorless oil (210
mg, 53%).
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IH-NMR (CDCls, 400 MHz): § 10.02 (s, 1H, CHO), 7.90 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 2Hay), 7.61 (d, J
= 8.3 Hz, 2H, 2Ha), 7.20 (t, J = 8.3 Hz, 1H, Ha), 6.83-6.76 (M, 3H, 3Har), 5.14 (s, 2H, CHo),
3.59 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CHy), 2.58 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CHy), 1.65-1.47 (m, 4H, 2CH), 1.32 (m,
6H, 3CH>), 0.89 (s, 9H, 3CHs3), 0.05 (s, 6H, 2CHs).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 191.9 (CHO), 158.4 (Car), 144.8 (Car), 144.3 (Car), 135.9 (Car),
130.0 (2Ca), 129.3 (Car), 127.5 (2Ca), 121.6 (Car), 115.1 (Car), 111.7 (Car), 69.1 (CH2), 63.0
(CHz), 36.0 (CH), 32.9 (CHy), 31.3 (CH2), 29.3 (CHy), 29.2 (CHy), 26.0 (3CHS3), 25.7 (CHo),
18.4 (C), -5.4 (2CHs).

LC/MS: tr =8.12 min.; m/z: 441.27 [M+H]".

(S)-(2-(4-((3-(7-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)heptyl)phenoxy)méthyl)benzyl)pyrrolidin-2-
yl)methanol (60)

OH
N .
é /\©\/ C32H51NO3Si
O\©/\/\/\/\OTBS M.W.: 525.85 g/mol

To a solution of 59 (300 mg, 0.68 mmol, 1.0 eq) in dry DCM (9 mL) were added (S)-
pyrrolidinemethanol (83 mg, 0.82 mmol, 1.2 eq) and sodium triacetoxyborohydride (212 mg,
1.00 mmol, 1.5 eq). The solution was stirred overnight at room temperature under argon. The
mixture was quenched with water (10 mL), the phases were separated and the aqueous layer
was extracted with DCM (2 x 10 mL). The combined organic layers were washed with brine
(20 mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The residue was
purified by chromatography using DCM/MeOH 95/5 v/v as eluent to afford 60 as a colorless
oil (300 mg, 84%).

1H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5 7.40 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Ha), 7.34 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Ha),
7.19 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Ha), 6.80 (M, 3H, 3Har), 5.03 (s, 2H, CH2), 4.01 (d, J = 13.6 Hz, 1H,
CH), 3.68 (dd, J = 11.0 Hz, 4.0 Hz, 1H, CHy), 3.59 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CHy), 3.46 (m, 2H,
CH), 3.03-2.81 (M, 2H, CH2), 2.58 (t, J = 7.9 Hz, 2H, CH,), 2.34 (q, J = 8.4 Hz, 1H, CH),
1.98-1.80 (m, 2H, CHy), 1.78-1.46 (m, 6H, 3CH,), 1.32 (m, 7H, 3CH/CH), 0.88 (s, 9H, 3CHs),
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0.04 (s, 6H, 3CHs) ppm.

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 158.9 (Car), 144.6 (Car), 138.3 (Car), 136.3 (Car), 129.2 (CHar),
129.0 (2CHar), 127.7 (2CHar), 121.2 (CHar), 115.1 (CHar), 111.7 (CHar), 69.7 (CHz), 64.6 (CHo),
63.3 (CHy), 61.7 (CH), 58.3 (CH2), 54.4 (CH,), 36.0 (CHy), 32.9 (CHz), 31.3 (CHz), 29.3
(2CH3), 27.6 (CH2), 26.0 (3CH3), 25.8 (CH2), 23.5 (CH>), 18.4 (C), -5.2 (2CH3) ppm.

LC/MS: tr =5.14 min.; m/z: 526.39 [M+H]".

(S)-(1-(4-((3-(7-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)heptyl)phenoxy)méthyl)benzyl)pyrrolidin-
2-yl)méthyl acetate (61)

OAc
N
o Ca4H53NO,Si
\©/\/\/\/\OTBS M.W.: 567.89 g/mol

To a solution of 60 (300 mg, 0.57 mmol, 1.0 eq) in dry DCM (5 mL) were added pyridine (134
pL, 1.70 mmol, 3.0 eq) and acetic anhydride (115 pL, 1.14 mmol, 2.0 eq) at 0°C under argon.
The mixture was allowed to warm up to room temperature and was stirred for 6h. The mixture
was slowly quenched by addition of a saturated aqueous solution of ammonium chloride (10
mL). The phases were separated and the aqueous layer was extracted with DCM (2 x 10 mL).
The combined organic layers were washed with brine (10 mL), dried over sodium sulfate,
filtered and concentrated under vacuum. The residue was purified by chromatography using
heptane/ethyl acetate 8/2 v/v as eluent to afford 61 as a yellow oil (270 mg, 84%).

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.38 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Har), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Har),
7.18 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Har), 6.80 (M, 3H, 3Har), 5.02 (s, 2H, CHy), 4.07 (m, 3H, CH2 + 1 H of
CH,), 3.59 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH,), 3.42 (d, J = 13.1 Hz, 1H, 1 H of CH_), 2.96-2.78 (m, 2H,
CHy), 2.57 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH), 2.24 (g, J = 7.6 Hz, 1H, CH), 2.06 (s, 3H, CHs), 1.94 (m,
1H, 1 H of CHy), 1.75-1.46 (m, 7H, 3CH2 + 1H of CHy), 1.32 (m, 6H, 3CH,), 0.88 (s, 9H,
3CHs), 0.04 (s, 6H, 3CHs).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 171.1 (C), 158.9 (Car), 144.6 (Car), 139.3 (Car), 135.8 (Car),
129.2 (CHay), 129.0 (2CHa), 127.5 (2CHa), 121.1 (CHa), 115.2 (CHar), 111.7 (CHar), 69.8
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(CH2), 67.1 (CHz), 63.3 (CH2), 61.8 (CH), 59.1 (CH2), 54.4 (CH2), 36.0 (CH,), 32.9 (CHy),
31.3 (CH2), 29.3 (2CHy), 28.4 (CH2), 26.0 (3CHs), 25.8 (CH,), 23.0 (CH2), 21.0 (CHs), 18.4
(C), -5.2 (2CHs) ppm.

LC/MS: tr =5.13 min.; m/z: 568.44 [M+H]".

(S)-(1-(4-((3-(7-hydroxyheptyl)phenoxy)méthyl)benzyl)pyrrolidin-2-yl)méthyl  acetate
(62)

OAc
N
o CogH3gNO4
WOH M.W.: 453.62 g/mol

To a solution of 61 (220 mg, 0.39 mmol, 1.0 eq) in dry THF (3 mL) was added a 1M solution
of TBAF (420 pL, 0.42 mmol, 1.1 eq) in THF. The mixture was stirred 8h at room temperature
under argon. THF was removed under vacuum and the residue was partitioned between water
(10 mL) and ethyl acetate (10 mL). The phases were separated and the aqueous layer was
extracted with ethyl acetate (2 x 10 mL). The combined organic layers were washed with brine
(15 mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The residue was
purified by chromatography using heptane/ethyl acetate 1/1 v/v as eluent to afford 62 as a
colorless oil (170 mg, 94%).

1H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5 7.38 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Ha), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Ha),
7.18 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Har), 6.80 (M, 3H, 3Har), 5.02 (s, 2H, CH,), 4.07 (m, 3H, CHz + 1 H of
CHy), 3.63 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CHy), 3.42 (d, J = 13.1 Hz, 1H, 1 H of CHy), 2.96-2.78 (m, 2H,
CHy), 2.57 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH>), 2.24 (g, J = 7.6 Hz, 1H, CH), 2.06 (s, 3H, CHs), 1.94 (m,
1H, 1 H of CHy), 1.75-1.51 (m, 7H, 3CH, + 1H of CHy), 1.32 (m, 6H, 3CH2).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 171.2 (C), 158.9 (Car), 144.5 (Car), 139.3 (Car), 135.8 (Car),
129.2 (CHa), 129.0 (2CHa), 127.5 (2CHar), 121.1 (CHar), 115.2 (CHar), 111.7 (CHar), 69.8
(CHz), 67.2 (CH,), 63.0 (CH>), 61.8 (CH), 59.2 (CHs), 54.4 (CH,), 36.0 (CH2), 32.8 (CH>),
31.2 (CH2), 29.3 (2CH2), 28.4 (CHy), 25.7 (CHz), 22.9 (CHz), 21.0 (CHs) ppm.

LC/MS: tr =3.84 min.; m/z: 454.24 [M+H]".
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(S)-(1-(4-((3-(7-(tosyloxy)heptyl)phenoxy)méthyl)benzyl)pyrrolidin-2-yl)méthyl  acetate
(63)

OAc
&/\@\/ C35H45NOGS
O\©/\/\/\/\OTS M.W.: 607.81 g/mol

To a solution of 62 (150 mg, 0.33 mmol, 1.0 eq) in DCM (1.5 mL) were added tosyl chloride
(76 mg, 0.40 mmol, 1.2 eq) and triethylamine (66 uL, 0.50 mmol, 1.5 eq). The mixture was
stirred 10h at room temperature under argon. The mixture was quenched with water (10 mL)
and diluted with DCM (10 mL). The phases were separated and the aqueous layer was extracted
with DCM (2 x 10 mL). The combined organic layers were washed with brine (15 mL), dried
over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The mixture was purified by
chromatography using heptane/ethyl acetate 1/1 v/v as eluent to afford 63 as a colorless oil (110
mg, 55%).

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.78 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 2Har), 7.35 (M, 6H, 6Har), 7.33 (d, J
= 8.0 Hz, 2H, 2Har), 7.18 (dd, J = 9.0 Hz, 7.8 Hz, 1H, Har), 6.78 (M, 3H, 3Har), 5.03 (s, 2H,
CHy), 4.07 (M, 3H, CH2 + 1H of CHy), 3.63 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CHy), 3.42 (d, J = 13.2 Hz, 1H,
1H of CHy), 2.96-2.78 (m, 2H, CH2), 2.54 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH>), 2.44 (s, 3H, CHs), 2.24 (q,
J=7.6Hz, 1H, CH), 2.06 (s, 3H, CHs), 1.99-1.89 (m, 1H, 1H of CHy), 1.78-1.46 (m, 7H, 3CH,
+ 1H of CHy), 1.32 (m, 6H, 3CH>).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 171.2 (C), 158.9 (Car), 144.6 (Car), 144.3 (Car), 139.3 (Car),
135.7 (Car), 133.2 (Car), 129.8 (2CHar), 129.2 (CHar), 129.0 (2CHar), 127.9 (2CHar), 127.5
(2CHar), 121.1 (CHar), 115.2 (CHa), 111.7 (CHar), 70.6 (CH2), 69.8 (CH2), 67.1 (CH2), 61.8
(CH), 59.2 (CH2), 54.4 (CH2), 35.9 (CH,), 31.2 (CH2), 29.1 (CH2), 28.8 (2CH,), 28.4 (CHy),
25.3 (CH2), 23.0 (CH2), 21.6 (CHs), 21.0 (CHs).

ESI-HRMS: m/z: 608.3034 [M+H]" (calculated for CasHisNOsS : 608.3046)
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(S)-(1-(4-((3-(7-fluoroheptyl)phenoxy)methyl)benzyl)pyrrolidin-2-yl)méthyl acetate (64)

OAc
&/\Q\/ C2sH3sFNO;
O\©/\/\/\/\F M.W.: 455.61 g/mol
To a solution of 63 (50 mg, 0.08 mmol, 1.0 eq) in THF (0.5 mL) was added a 1M solution of
TBAF (90 uL, 0.09 mmol, 1.1 eq). The mixture was stirred for 15h at room temperature under
argon. When the reaction is completed, it was concentrated under vacuum. The residue was

then purified on silica gel chromatography using heptane/ethyl acetate 8/2 as eluent to afford
64 (33 mg, 90 %) as a yellow oil.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 7.38 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Har), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Ha),
7.19 (t, J= 7.8 Hz, 1H, Har), 6.79 (m, 3H, 3Har), 5.02 (s, 2H, CHy), 4.43 (td, Ju.r = 47.5 Hz, J
= 6.3 Hz, 2H, CH), 4.07 (m, 3H, CHz + 1 H of CHy), 3.42 (d, J = 13.4 Hz, 1H, 1 H of CHy),
2.96-2.78 (m, 2H, CHy), 2.57 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH>), 2.24 (q, J = 8.3 Hz, 1H, CH), 2.06 (s,
3H, CH3), 1.94 (m, 1H, 1 H of CH), 1.75-1.58 (m, 7H, 3CH2 + 1H of CH), 1.36 (m, 6H,
3CHy).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 171.2 (C), 158.9 (Car), 144.5 (Car), 139.3 (Car), 135.7 (Car),
129.2 (CHar), 129.0 (2CHar), 127.5 (2CHar), 121.1 (CHar), 115.2 (CHar), 111.7 (CHar), 84.2 (d,
Jor = 172 Hz, CHy), 69.8 (CHy), 67.2 (CH2), 61.8 (CH), 59.2 (CHz), 54.4 (CHz), 36.0 (CH),
31.2 (CHa), 30.4 (d, Jcr = 18 Hz, CH2), 29.2 (CH2), 29.1 (CH>), 28.4 (CH>), 25.1 (d, J = 6 Hz,
CHy), 22.9 (CH>), 21.0 (CHs) ppm.

LC/MS: tr =4.18 min.; m/z: 456.32 [M+H]".

(S)-(1-(4-((3-(7-fluoroheptyl)phenoxy)méthyl)benzyl)pyrrolidin-2-yl)methanol (FH-SK1)

OH
&/\Q\/ CogH3gFNO>
O\@/\/WF M.W.: 413.58 g/mol
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To a solution of 64 (18 mg, 0.03 mmol, 1.0 eq) in dry MeOH (0.2 mL) under argon was added
a 1M solution of MeONa (45 pL, 0.05 mmol, 1.7 eq) dropwise. The mixture was stirred 8h at
room temperature. Then, the mixture was concentrated under vacuum and the residue was
partitioned between ethyl acetate (5 mL) and water (5 mL). The organic phase was extracted 3
times with ethyl acetate (3 x 10 mL). The combined organic layers were washed with brine (10
mL), dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum to afford the desired

product (12 mg, 92%) as a yellow oil.

IH-NMR (CDCls, 400 MHz): § 7.67 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Har), 7.52 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2Har),
7.19 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Har), 6.79 (M, 3H, 3Har), 5.01 (s, 2H, CHy), 4.43 (td, Ju.r = 47.5 Hz, J
= 6.3 Hz, 2H, CH2), 4.30 (d, J = 12.0 Hz, 1H, 1H of CHy), 4.19 (d, J = 12.0 Hz, 1H, 1H of
CH3), 3.86 (d, J = 4.2 Hz, 2H, CHy), 3.58 (M, 2H, CHy), 2.96 (m, 1H, 1H of CHy), 2.58 (t, J =
7.6 Hz, 2H, CHy), 2.17 (m, 1H, 1H of CH>), 2.08 (g, J = 8.3 Hz, 1H, CH), 1.97 (m, 1H, 1H of
CHy), 1.73-1.58 (m, 4H, 2CHy), 1.36 (m, 6H, 3CH>), 1.25 (M, 4H, 2CH>).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 171.2 (C), 158.9 (Car), 144.5 (Car), 139.3 (Car), 135.7 (Car),
129.2 (CHar), 129.0 (2CHar), 127.5 (2CHar), 121.1 (CHar), 115.2 (CHar), 111.7 (CHar), 84.2 (d,
Jor = 172 Hz, CHy), 69.8 (CHy), 67.2 (CH2), 61.8 (CH), 59.2 (CHz), 54.4 (CH_), 36.0 (CH),
31.2 (CH2), 30.4 (d, Jcr = 18 Hz, CH,), 29.2 (CH,), 29.1 (CH,), 28.4 (CH,), 25.1 (d, Jc.r = 6
Hz, CH), 22.9 (CHy), 21.0 (CHs) ppm.

ESI-HRMS: m/z: 414.2800 [M+H]" (calculated for C26H37FNO- : 414.2808)
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I1. Radiochemistry

General information

Radiosyntheses were performed on commercially available synthesizers installed in 7.5 cm lead
shielded hotcells. Before each synthesis, the synthesizer was purged from any residual
sehemicals or solvents leftover (reservoirs, reactors and tubings) from a previous radiotracer
production, cleaned with distilled water and dried with acetone and ethanol. Chemicals were
purchased from commercial companies and used as received. All cartridges were supplied by
Waters (USA) under the Sep-Pak® designation.

The radiochemical yield (RCY) was calculated as the ratio of the decay-corrected activity of
the radiotracer at the end of the synthesis measured in an ionization chamber (Capintec®,
Berthold, France) over the activity of the starting material ([*3F]F or [*'1C]CO2) measured by a
calibrated gamma counter inside the synthesizer.

.2 Automated synthesizers

1121, TRACERIab™ FX FN

The synoptic of the radiosynthesizer TRACERLab™ FX FN (GE HealthCare, Sweden) is
presented below (Figure exp.1). This one reactor system integrates all the necessary materials
for the production of a radiotracer, starting from [*®F]F anions, including phase transfer anion
exchange, a built-in HPLC purification with UV and radioactivity detectors and a formulation
part by solid-phase extraction. 9 vials are available to add any chemicals, as well as 4 cartridge

holders. The synthesis sequence can be user defined in order to produce the desired tracer.
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\

&

4

TRACERIab FX gy

Figure exp.1: Synoptic of the radiosynthesizer TRACERIab™ FX FN

For a typical one-step radiofluorination, the reservoirs and vessels of the module can be filled

as depicted in Table exp.1.

Reservoirs Chemical Quantity
ReserVoir 1 K222/K2CO3 15 mg/3.3 mg in ACN/H20 1mL
713 viv
Reservoir 3 Precursor in appropriate solvent 3-4 mg in 700 pL of solvent
Reservoir 4 HPLC eluent 2mL
Reservoir 5 Eluent 2mL
Reservoir 7 Distilled water 10 mL
Reservoir 8 Ethanol 2 mL
Reservoir 9 Physiological saline 2 mL
Dilution flask Distilled water 30 mL
QMA cartridge 1
Alumina N cartridge 1
C18 cartridge 1

Table exp.1: Standard preparation of the TRACERLab™ FX FN synthesizer for one-step

I1.2.2.

radiofluorination

TRACERIab™ FX N Pro

The module TRACERIab™ FX N Pro (GE HealthCare, Sweden) is also used to perform
radiofluorination reactions with fluorine-18. The synoptic of the radiosynthesizer is presented
below (Figure exp.2). It is similar to the TRACERIab™ FX FN presented in figure exp.2 but it

integrates two reactors and additional reservoirs to perform multistep syntheses.
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ACTIVITY DISPLAY

et} | _teacte 2 £\ Lmp and valve V30 are atways switched together.

Figure exp.2: Synoptic of the TRACERIab™ FX N Pro radiosynthesizer

Trasis AlllnOne (AIO)

1.2.3.
An example of synoptic of the Trasis (Belgium) AllInOne radiosynthesizer is presented below

(Figure exp.3). This automated module is equipped with thirty-six rotation mechanisms with
multiple positions, two heating reactors and seven radioactivity detectors. It also incorporates
an integrated HPLC system equipped with a UV and a gamma detector. AIO operates using
single use cassettes and reagent sets, which are compatible with Good Manufacturing Practices
compliance and prevent cross-contamination. Bulk components enable the assembly of the
cassettes for research-related purposes. The software displays the cassette layout and the real-

time movements of the system during the production of the tracer.
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Figure exp.10: Example of synoptic for the Trasis AllInOne radiosynthesizer for one-step

radiofluorination

A standard custom-build cassette for one-step radiofluorination can be built with a series of
four manifolds containing 6 valves each. Several components are connected to the cassette such
as spikes, SPE cartridges, syringes and tubings. Glass vials are connected to the spikes and can

be filled with the typical reagents list presented in table exp.2.

Position Reagent/component Quantity

2 K222/K2CO3 15 mg/3.3 mg in ACN/H20 8/2 viv 300 pL

5 QMA-carbonate cartridge 1

8 Precursor in appropriate solvent 3-4 mg in 700 pL of solvent
14 Distilled water -

16 Saline -

17 Ethanol 10 mL

33 C18 cartridge 1

34 Collection vial 1

Table exp.2: Typical reagent list for a one-step radiofluorination using the Trasis AlliInOne

radiosynthesizer
11.2.4.

TRACERLab™ FX C Pro

The synoptic of the TRACERLab™ FX C Pro (GE HealthCare, Sweden) radiosynthesizer is
presented below (Figure exp.4). This automated system for the production of carbon-11 tracers
enables the formation of [*!C]CHsl or [*'C]CH3OTf from cyclotron-produced [*!C]CO2 or
[*!C]CH4 by the gaseous recirculating process described by Larsen et al.*® and Jewett.** It
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includes a reactor able to be heated up to 200°C and an HPLC system equipped with a UV and
radioactivity detectors as well as a SPE formulation part and 6 vials for chemicals.

@ TRACERIlab FX C Pro

Select Counter
£ cHaT ¢ Prod.

Select Heater
Cone | fmerry
Pressure OK
I~ Compr. Alr
= Helum

Figure exp.4: Synoptic of the TRACERLab™ FX C Pro radiosynthetizer for one-step
radiométhylation

For a typical one-step radiométhylation, the reservoirs and vessels of the module can be filled
as depicted in Table exp.3.

Reservoir Compound Quantity

Reservoir 3 HPLC eluent 0.5mL

Reservoir 4 Distilled water 10 mL

Reservoir 5 Ethanol 2 mL

Reservoir 6 Physiological saline 2 mL

C18 cartridge 1
Dilution flask Distilled water 30 mL
Reactor Precursor, base, organic solvent 1mg of precursor, 1-2 eq. of base,
300 pL of solvent

Table exp.3: Typical preparation of the TRACERLab™ FX C Pro synthesizer for one-step

IL.2.5. radiométhylation

Synthra Melpis Research

The modified scheme of the Synthra (Germany) Melpus Research radiosyntheziser for direct
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bubbling of [*1C]CO- is presented below (Figure exp.5). Originally, this automated system is
designed for the production of carbon-11 labeled compound based on the generation of
[1!C]CHsl or [11C]CH3OTf following the same recirculating process as the TRACERIab™ FX
C Pro. It has been modified to allow direct bubbling of the cyclotron produced [**C]CO; into
the reactor. This module displays two reactors, an integrated radio/UV-HPLC system and
formulation device. 9 vials are available for addition of chemicals. This module is provided

with its own software.

r-===""
1 Reservoirs;
—————— 1 I | o s . S L | =
. : Y (A)
1 1CO, trap ! 'dd-d -4 4! [0
¥ - l Ve
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= = | "1 :
ot =l P {7 5
Reactor 1 Aing " —
Mel pius = é"‘ P ——
Research ve Lo EEEER | T L Ve
Ol i &)
) n . - :
D Mo WS S r o | |
Reactor 2

Figure exp.5: Modified synoptic of the Synthra Melplus Research radiosynthesizer for direct
bubbling of [}*C]CO;

As an example, the preparation of the module to achieve the radiosynthesis of [1!C]24 is

described in Table exp.4.

Reservoir Compound Quantity
Reservoir 1 HCI solution 250 pL of HCI solution (100 pL of a 4M HCI
solution in dioxane diluted with 800 pL of
DMF)
Reservoir 2 | Precursor 25, DIPEA in 3.9 mg of 25, 25 pL of DIPEA in DMF (150
DMF uL)
Reservoir 3 HATU in DMF 6.5 mg of HATU in DMF (150 pL)
Reservoir 4 | ACN/H20 1/1 v/v mixture 2 mL
Reactor 1 | Vinyl magnesium bromide 200 pL of a 1M solution vinyl magnesium
in THF bromide in THF (400 pL)
Table exp.4: Example of preparation of the Melplus Research synthesizer for the radiosynthesis of
[1'C]24
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Iphase C-11 Pro2

The synoptic of the iPhase Technologies (Australia) C-11 Pro2 radiosynthesizer is presented

below (Figure exp.6). This synthesizer is built to produce carbon-11 radiotracers by the “wet”

chemistry method developed by Langstrom and Lundqvist.®® [*C]CO; is trapped at room

terlﬁ'ﬁ'eﬁrature on 5A molecular sieves and converted into [**C]CHjsl by the use of LiAlH4 and HI.
[*!C]CHsl can be transformed into [**C]CHsOTf using an AgOTf column heated at 200 °C.

This module is equipped with a HPLC purification system and a SPE reformulation part using

a disposable kit.

SCHEMATIC TRENDS DATA LOGS SETUP

Synmnesss

7:43:27

Step

0

Step Os

StepTotal: 05 || Next Step:|

Figure exp.6: Synoptic of the radiosynthesizer iPhase C-11 Pro 2

For a typical one-step radiométhylation, the reservoirs and vessels of the module can be filled

as depicted in Table exp.5.

Reservoir Compound Quantity
Reactor 1 LiAlH4 solution LiAlHz 1M in THF (150 pL)
Reactor 2 Precursor and base in organic 1 mg of 4, 1-2 eq mg of base in 300 pL of
solvent solvent
HI vial Hlaq (53% wt) 300 pL
Syringe 1 HPLC eluent 1mL

Table exp.5: Typical preparation of the iPhase C11 Pro2 synthesizer for one-step radiométhylation
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Analytical methods

Quality Control

Quality control was realized by analytical HPLC performed using a 717plus Autosampler
gystem, a 1525 binary pump, a 2996 photodiode array detector (Waters, USA) and a Flowstar
L%?}B (Berthold, France) gamma detector. The system was operated with the Empower 3
(Waters, USA) software. HPLC were realized on a reverse phase analytical Symmetry® C18
(150 x 3.9 mm, 5 um, Waters) column using a mixture of HoO/CH3CN/PicB7® as eluent. The
chemical identification of the peak was assessed by comparing the retention time of the
radiotracer with the retention time of the non-radioactive reference (trrer). FOr acceptance, the
retention time must be within the trrer £ 10% range. Radiochemical and chemical purities were
calculated as the ratio of the area under the peak (AUC) of the radiotracer peak over the sum of
the AUCs of all other peaks on gamma and UV chromatograms respectively. Molar activity
(MA) was calculated as the ratio of the activity of the collected peak of the radioatracer
measured in an ionization chamber (Capintec®, Berthold, France) over the molar quantity of
the non-radioactive compound determined using a calibration curve. MA is calculated as the

mean value of three consecutive runs.

IL3.2.
Thin Layer Chromatography

Thin Layer Chromatography (TLC) was performed on pre-coated plates of silica gel 60F254
(Merck, USA) and eluted with ethyl acetate or a mixture of MeOH/DCM. Radioactive

compounds were detected using a MiniScan and Flow-Count radioactive detection system

(Bioscan, France) and Chromeleon software (Thermo Scientific, USA).
4.

11.4.1.

Fluorine-18 radiochemistry

Fluorine-18 production

No-carrier-added aqueous [*®F]fluoride anion was produced via the ¥ 0(p,n)*®F nuclear reaction

by irradiation of a 2 mL [*8O]water target (> 98%-enriched, Rotem, Israél) on a Cyclone 18/9

cyclotron (18 MeV proton beam, IBA) and was transferred to the appropriate hotcell. Target

hardware: commercial, 2 mL, two-port, stainless steel target holder equipped with a domed-end
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niobium cylinder insert. Target to hot cell liquid-transfer system: 60 m PTFE line (0.8 mm
internal diameter ; 1/16 inch external diameter), 2.0 bar helium drive pressure, transfer time 3-
6 min. Typical production of [*®F]fluoride ion at the end of bombardment for a 25 pA-h,
30 minutes irradiation: 27-30 GBq.

Experimental procedures for the automated production of fluorine-18

radiotracers
RAaWidsynthesis of ['*FIPEG-CP31398

['®F]Fluoride (15-20 GBq) in H,['*0O]O was recovered in the AIO synthesizer and passed
through a Sep-Pak® light QMA-carbonate cartridge, pre-conditioned with 2 mL of KHCOs
(1IM) and rinsed with 10 mL H,O, where ['*F]fluoride was trapped and Hx['*0]O was collected
for recycling. The QMA-carbonate cartridge was then flushed with nitrogen gas flow. The
trapped ['®F]fluoride was eluted from the QMA-carbonate cartridge into the reactor with 300uL
of the K222/KoCOs3 solution (K220/K2CO3 15 mg/3.3 mg in ACN/H20 8/2 v/v). The solvent was
removed under a stream of nitrogen gas flow at 110 °C for 10 min to give the dried K['*F]F-
K222 complex. The reactor was then cooled at 50 °C and radiofluorination was carried out by
addition of compound 9 (4.0 mg, 6,8 pmol) in DMSO (700 pL). The reaction was performed at
140 °C for 5 min in a closed reactor. After this heating period, the reactor was cooled to 50 °C
and the reaction mixture was diluted with water (5 mL). The crude solution was transferred to
the HPLC injection loop through an Alumina N cartridge. Purification was performed by semi-
preparative HPLC on a reverse phase Zorbax® SB-C18 (250 x 9.4 mm, 5 um) column (Agilent,
USA) using a mixture of water, acetonitrile and trifluoroacetic acid as eluent (75/25/0.1, v/
v/v)ataflowrate of 5 mL/min. UV detection was carried out at 254 nm. The fraction containing
the labelled product ['*FJPEG-CP31398 was collected and diluted in water (30mL). The diluted
solution was passed through a Sep-Pak®Plus C18 cartridge (pre-conditioned with 2 mL of EtOH
and rinsed with 10 mL of H20). The ["®F]PEG-CP31398 compound was trapped on the
cartridge, rinsed with 10 mL of water and finally eluted with ethanol (1.5 mL) and diluted with
saline (1.5 mL). Quality control was performed according to the general procedure using a
mixture of HoO/ACN 7/3 v/v as eluent and UV detection at 254 nm. ['*F]JPEG-CP31398 was
produced in 10% = 4 RCY and 80 + 39 GBg/umol MA within 60 min with a chemical and
radiochemical purity >99% (n = 4).
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Radiosynthesis of ['*F|F-CP31398

Radiosynthesis was carried out using a TRACERIab™ FX N Pro module. ['*F]F" (9-15 GBq)
was trapped on an ion exchange resin QMA light, pre-conditioned with 2 mL of TfOH (10
mg/mL) and rinsed with 10 mL H>O, and eluted with a solution containing 500 pL of CH3CN,
450 uL of an aqueous TfOK solution (10 mg/mL) and 50 uL of an aqueous K>COs3 solution (1
mg/mL). The resulting complex was dried upon heating at 60 °C for 7 min under vacuum and
a stream of helium followed by heating at 120 °C for 5 min under vacuum only. Upon cooling
to 70 °C, a solution of the aryltin precursor 17 (4 mg, 7.6 umol, 1.0 eq) and Cu(OTf)2Pys (12
mg, 17.3 umol, 2.3 eq) in 500 pL of DMI was added and the mixture was heated at 110 °C for
20 min. The mixture was diluted with ACN/H20 (3/7 v/v, 2 mL). Quality control was performed
on the crude product according to the general procedure using a mixture of HoO/ACN 7/3 v/v

as eluent and UV detection at 254 nm.

Radiosynthesis of ['*F]FH-SK1

Radiosynthesis was carried out using a TRACERLab™ FX N Pro module. [*8F]F (15-25 GBq)
was trapped on an ion exchange resin Sep-Pak® light QMA-carbonate cartridge (Waters, USA),
pre-conditioned with 2 mL of KHCOz3 (1M) and rinsed with 10 mL H>O, and eluted to the
reactor using a K2COz (2 mg) and K222 (11-15 mg) solution in a ACN/H20 (7/3 v/v) mixture
(1 mL). The resulting complex was dried upon heating at 60 °C for 7 min under vacuum and a
stream of helium followed by heating at 120 °C for 5 min under vacuum only. Upon cooling to
50°C, asolution of 63 (4 mg, 6.6 umol) in DMSO (700 pL) was added to the mixture and heated
at 110°C for 5 min. Upon cooling to 50°C, 300 pL of an aqueous solution of sodium hydroxide
(4M) was added and the mixture was stirred at 100 °C for 5 min. Upon cooling to room
temperature, the mixture was diluted with ACN/H20/TFA (65/35/0.1, v/viv, 2 mL). Purification
was performed by semi-preparative HPLC on a reverse phase Zorbax® SB-C18 (250 x 9.4 mm,
5 um) column (Agilent, USA) using a mixture of water, acetonitrile and trifluoroacetic acid as
eluent (35/65/0.1, v/v/v) at a flowrate of 5 mL/min. UV detection was carried out at 254 nm.
The diluted solution was passed through a Sep-Pak®Plus C18 cartridge (pre-conditioned with 2
mL of EtOH and rinsed with 10 mL of H20). The [*®F]FH-SK1 compound was trapped on the
cartridge, rinsed with 10 mL of water and finally eluted with ethanol (2.5 mL) and diluted with
saline (2.5 mL). Quality control was performed according to the general procedure using a
mixture of H2O/ACN 1/1 v/v as eluent and UV detection at 254 nm. [*®F]FH-SK1 was obtained
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with 33 £ 7 % RCY within 80 minutes with a chemical and radiochemical purity > 99 % and

an average MA of 41.8 + 4.0 GBg/umol (n =5).
Carbon-11 radiochemistry

Radioisotope production

No carrier added [*'C]CO. was produced via the *N(p,a)*C nuclear reaction by irradiation of
IL5.

a [**N]N- target containing 0.15 - 0.5 % of Oz on an Cyclone 18/9 cyclotron (18 MeV proton
be%'r%',l'l BA, Belgium) and transferred to the appropriate hot cell containing the radiosynthesizer.
Target hardware: 50 mL, aluminum target holder (135 mm length, 64 mm diameter) (IBA,
Belgium). Target to hot cell liquid-transfer system: 60 m stainless steel line (1 / 8 inch external
diameter), pressure let-down driven, transfer time 3 to 6 min. Typical production of [*1C]CO:

at the end of bombardment for a 25 pA, 45 min (19 pA.h) irradiation: 50-60 GBg.

Experimental procedures for the automated production of [''C]CH3I and

[''C]CH30Tf

IL.5.2.

The preparation of [*!C]Mel from cyclotron-produced [**C]CO; is based on a “recirculating”
process first reported by Larsen et al.**. [11C]CO; is trapped at room temperature on molecular
sieves 4 A packed with Shimalite nickel loaded beforehand with hydrogen. Reduction into
[*!C]CH. is realized at 380 °C for 1 min and the gas is released under hydrogen flow (100 mL
/ min), passed through sicapent® and ascarite® cartridges and trapped at -75 °C on
Carbosphere™ 60 / 80 mesh. Upon heating at 80 °C, [*C]CHa is released and converted into
[1!C]CHsl by reaction with gaseous iodine at 750 °C for 3 min using a recirculation process.
[1!C]CHsl is trapped at room temperature on a Porapak™ phase and released at 190 °C under
a flow of helium (30 mL/min). Conversion into [**C]MeOTf is realized according to the method
of Jewett.** Upon release from Porapak™, [*1C]CHal is passed through a preheated (200 °C)
AgOTf/ Carbopack ™ 60 / 80 mesh (1/1 w /w) column to instantaneously afford [*!C]CHsOTHf.

Radiosynthesis of [*1C]CP31398 on TRACERIab™ FX C Pro

[1!C]CH3OTf prepared using the general procedure was bubbled under a stream of He (30
mL/min) into a solution of compound 4 (1 mg) and t-BuOK (1 mg) in 2-butanone (300 uL).
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The mixture was heated at 85°C for 5 min. Upon cooling to 60 °C, the mixture was diluted with
a mixture of sodium acetate (0.5M) and EtOH (6/4 v/v). Purification was performed by semi-
preparative HPLC on a reverse phase Symmetry® C18 (300 x 7.8 mm, 7 um) column (Waters,
USA) using a mixture of sodium acetate (0.5M) and EtOH as eluent (6/4 v/v) at a flowrate of 5
mL/min. UV detection was carried out at 254 nm. [**C]CP31398 was obtained with 42 + 13%
RCY within 40 minutes (n = 6). Quality control was performed according to the general
procedure using a mixture of H.O/ACN 7/3 viv as eluent and UV detection at 254 nm.
[*1C]CP31398 was obtained with a chemical and a radiochemical purity > 99% and an average

specific activity of 39 + 12 GBg/umol (n = 6).

The synthesis of [*!C]CP31398 has also been performed using the iPhase C-11 Pro2 module

using the same reaction conditions.

Radiosynthesis of [*1C]24 on the Synthra Melpiis Research module

[*!C]CO; was bubbled into a solution of vinylmagnesium bromide (1 M in THF, 200 pL) in
THF (400 pL) at 7 mL/min flow rate under a stream of He for 4 minutes. 250 puL of a solution
of HCI1 (4 M in dioxane, 100 pL diluted with 800 uL. of DMF) was then added and the reaction
stirred for 1 min. A solution of precursor 25 (3.9 mg, 13 umol) and DIPEA (25 uL) in DMF
(150 pL) and a solution of HATU (6.5 mg, 17 umol) in DMF (150 pL) were added and the
reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min. The reaction was then diluted with
1 mL of a mixture of H:O/ACN (7/3 v/v) and the crude was analyzed by analytical HPLC.
Quality control was performed according to the general procedure using a mixture of H.O/ACN
7/3 viv as eluent and UV detection at 254 nm. The conversion was measured based on the initial
[*'C]CO: activity.

L1

I11. Biochemistry

Cell culture

The human cell line HEK-293T was purchased from the American Type Culture Collection.
The cells were cultured in DMEM/F12 medium (Gibco, France), supplemented with 10% fetal
bovine serum (Gibco, France), at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO..
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The human cell line 22RV1 was purchased from the American Type Culture Collection. The
cells were cultured in RPMI medium (Gibco, France), supplemented with 10% fetal bovine

serum (Gibco, France), at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO..

Transfection

106 cells are seeded per 10 cm diameter Petri dish. After 24h, the cells are transfected with a

I&EP-p53 plasmid (Addgene, #12091, USA) dissolved in Lipofectamine 2000 transfection
reagent (ThermoFisher, France). After 24h, cells were analyzed by fluorescence microscopy
(Nikon Eclipse Ti, X10, Japan) using FITC filters.

Binding tests

113,
Transfected HEK-293T cells (5.10° cells) were exposed to [*®F]PEG-CP31398, with or without

100x molar excess of non-radiolabeled PEG-CP31398 ligand for 1.5 h at 37°C under agitation.
Three molar concentrations of [*®FJPEG-CP31398 were tested: 1 nM, 10 nM and 50 nM. After
multiple washes, the cell-bounded activity was measured using a Wizard2 gamma counter

(PerkinElmer, France).

22RV1 cells (5.10° cells) were exposed to [*]F]FH-SK1, with or without 400x molar excess of
PF-543 ligand for 1.5 h at 37°C under agitation. Eight molar concentrations of [}8F]FH-SK1
were tested: (10; 50; 250; 500; 800; 1000 and 2000 nM). After multiple washes, the cell-
bounded activity was measured using a Wizard2 gamma counter (PerkinElmer, France).

Statistical analysis were performed using a Student test.
1114,

Gel shift

Samples: 5.10° HEK-293T transfected cells were incubated with [*®F]PEG-CP31398 (50 nM)
for 1.5 hours at 37°C. The cells are lysed using lysis buffer (Cell Signaling #9803, USA)
supplemented with protease/phosphatase inhibitors (ThermoScientific #78440, France). The

solution was centrifuged at 14,000 rpm for 15 min at 4°C.
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In parallel, [**F]JPEG-CP31398 is incubated with 1 pg of recombinant human p53 (Sigma
Aldrich #p6374, USA) at a final concentration of 50 nM for 1.5 h at 37°C.

Gel Electrophoresis

The two previously described samples are diluted in loading buffer (4X Laemmli Sample
Buffer, BIO-RAD) and subjected to gel electrophoresis on a 4-20% non-denaturing gel (BIO-
HRL,%\D #4561093, USA) at 100V for 120 minutes. Electrophoresis is carried out at 4°C in a non-
denaturing buffer (10X Tris-Glycine Buffer, BIO-RAD #1610771, USA) diluted in milliQ
water. A size marker (Precision Plus Dual Color, BIO-RAD #1610374, USA) is also loaded
onto the gel to determine protein sizes through comparison. Two identical gels are run in

parallel.

116, Western Blot of gel

Proteins are transferred onto a PolyVinilydene Fluoride membrane using the transfer kit (Bio-
RAD #1704157, USA) placed in the Trans-Blot Turbo transfer system (BIO-RAD #1704150,
USA) set at 2.5A, 25V for 5 minutes. The membrane is then blocked in 5% BSA TBS-Tween
for 1 h at 25°C on a shaker, and finally incubated with p53 primary antibody (Thermo Fisher,
#PA5-27822, 1:1000, USA) overnight at 4°C under agitation.

After 3 washes, the membrane is incubated with the secondary antibody (Merck #A0545,
1:10000, USA) for 1 hour at room temperature.

Detection is performed by incubating the membrane with a peroxidase substrate (ECL, BIO-

BAD, USA) and visualized using a Vilber imaging system (Vilber Fusion FX, Germany)

Autoradiography of gel

The second gel is placed in contact with a phosphor screen in a cassette (Molecular Dynamics)
overnight Images were acquired at 50 pm resolution with an imager (Storm 860 Molecular

Imager, Molecular Dynamics, USA).
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Immunohistochemistry

Frozen tumor sections (12 um) were incubated with the primary antibody rabbit anti-human
p53 (Thermo Fisher, #PA5-27822, 1:1000, USA). The following tumors were tested: A431,
A549, CT26, H358, H1975, and U87. Subsequently, the slides were incubated with the
Igé%ondary antibody (Merck #A0545, 1:10000, USA) for 1 h at room temperature. Images of
labeled tumor sections were captured using the Zeiss AxioCam fluorescence microscope (Carl

Zeiss, Germany).

Autoradiography of tumor sections

Tumor sections were incubated either with [**F]JPEG-CP31398 (123.8 + 7.1 MBq) or
LE{'lg'C]CP31398 (164.4 MBq) according to a previously described protocol.?*® Specific binding
was assessed using an excess (20.0 uM or 11.5 uM) of unlabeled PEG-CP31398. Sections
were incubated for 20 min in Tris Buffer (50 mM) with NaCl (120mM) adjusted to pH 7.4. The
unbound excess ligands were removed by two 5-min wash cycles in cold buffer and then a final
rinse in cold deionized water. Slides were placed in contact with a phosphor screen in a cassette
(Molecular Dynamics, USA) overnight. Images were acquired at 50 um resolution with an
imager (Storm 860 Molecular Imager, Molecular Dynamics, USA).

The same slides were used for Hematoxilin & Eosin staining. Slides were fixed in neutral buffer
formalin 10% for 10 min, then washed with distilled water. Slides were stained with
haematoxylin (Haematoxylin Harris, Merck, USA) and Eosin Y (Eosin Y alcoholic solution,
Merck, USA) according to previously reported protocol.?#
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Titre : Développement de radiotraceurs originaux pour l'imagerie TEP des dérégulations du cycle cellulaire en oncologie

Mots clés : imagerie TEP, oncologie, chimie organique, radiotraceur

Résumé : Le cycle de vie des cellules tumorales est régi par des
protéines dérégulées comme p53, la focal adhesion kinase (FAK)
ou encore la sphingosine kinase 1 (SK1) qui sont surexprimées ou
inactivées dans un grand nombre de cancers et qui sont facteurs
de mauvais pronostic. La tomographie par émission de positrons
(TEP) est une technique d'imagerie moléculaire extrémement
sensible qui permettrait, grace au développement de radiotraceurs
spécifiques de ces protéines, de réaliser a la fois une imagerie
pronostique de ces dérégulations mais également un suivi
thérapeutique des patients, s'inscrivant alors dans une démarche
de médecine personnalisée. Ce projet doctoral a alors pour
objectifs de développer de nouveaux radiotraceurs spécifiques
ciblant ces protéines dérégulées en s'inspirant de composés
thérapeutiques de la littérature. Ces radiotraceurs sont marqués au
carbone-11 ou au fluor-18, deux radio-isotopes de choix pour
I'imagerie TEP. Le composé CP31398 est une molécule
thérapeutique ciblant la protéine mutante p53. Au cours de ce
projet doctoral, trois couples précurseur/référence inspirés de ce
motif moléculaire ont été synthétisés. Un radiomarquage
isotopique au carbone-11 automatisé a permis d'obtenir le
radiotraceur ['"C]JCP31398 sans modification de structure alors que
deux dérivés fluorés, ['®F]F-CP31398 et ['®F]PEG-CP3198, ont
également été obtenus. L'évaluation /n vitro de ces radiotraceurs
sur cellules tumorales ou transfectées avec un plasmide
permettant I'expression de p53 n‘a malheureusement pas permis
de confirmer le ciblage de la protéine.

En collaboration avec le Laboratoire de Chimie et Biochimie
Toxicologiques et Pharmacologiques (LCBPT) de I'Université
Paris-Cité, qui possede une expertise dans le développement
d'inhibiteurs covalents ciblant la protéine FAK, un couple
précurseur/référence a été synthétisé pour le radiomarquage
isotopique au carbone-11 d'un ligand de la protéine identifié
par le LCBPT et nommé 7f. La mise au point du radiomarquage
au carbone-11 en deux étapes de 7f, réalisée sur un composé
modele analogue de 7f, n'a permis d'obtenir que de faibles
conversions, ne permettant pas de poursuivre |'évaluation /n
vivo de ce composé. En paralléle, la synthese de différents
analogues fluorés a été approchée. Si la synthése de noyaux
pyridines fonctionnalisés s'est avérée infructueuse et n'a pas
permis d'obtenir les composés souhaités, un analogue du
composé 7f comportant un noyau phényl et une chaine fluorée
est toujours en développement avec des résultats prometteurs.
Enfin, en s'inspirant de la structure chimique des nombreux
inhibiteurs décrits pour cibler la protéine SK1 et possédant une
téte polaire ainsi qu'une queue hydrophobe, un couple
précurseur/référence a été développé. La structure du composé
FH-SK1 développé est analogue au composé PF-543, un
puissant inhibiteur de la kinase. La molécule développée
présente une chaine aliphatique fluorée ainsi qu'un motif
pyrrolidine méthanol. Le procédé de radiomarquage au fluor-18
en deux étapes de l'analogue ["®F]FH-SK1 a été optimisé et
automatisé et est prét pour injection. Des mesures d'affinité du
traceur pour SK1 sont en cours de réalisation sur cellules
tumorales avant évaluation /n vivo.
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Abstract: The life cycle of tumor cells is governed by deregulated
proteins such as p53, the focal adhesion kinase (FAK), and the
sphingosine kinase 1 (SK1), which are overexpressed or inactivated
in many cancers and serve as poor prognostic factors. Positron
emission tomography (PET) is an extremely sensitive molecular
imaging technique that, through the development of specific
radiotracers targeting these proteins, could enable both
prognostic imaging of these deregulations and therapeutic
monitoring of patients, towards personalized medicine
approaches. The objectives of this doctoral project are to develop
new specific radiotracers labeled with either carbon-11 or fluorine-
18, two preferred radioisotopes for PET imaging, targeting these
deregulated proteins based on therapeutic compounds from the
literature. The therapeutic compound CP31398 targets the mutant
p53  protein.  During this doctoral  project, three
precursor/reference pairs inspired by this molecular motif were
synthesized. Automated carbon-11 isotopic radiolabeling afforded
the radiotracer [''C]CP31398 without any structural modification,
while two fluorinated derivatives, ['®F]F-CP31398 and ['®F]PEG-
CP31398, were also obtained. Unfortunately, the /n vitro evaluation
of these radiotracers on tumor cells or cells transfected with a
plasmid expressing p53 did not confirm the specific targeting of
the protein.

In collaboration with the Laboratoire de Chimie et Biochimie
Pharmacologiques et Toxicologiques (LCBPT) at the Paris-Cité
University , which possesses expertise in developing covalent
inhibitors targeting FAK protein, a precursor/reference pair was
synthesized for carbon-11 isotopic radiolabeling of a ligand
identified by LCBPT, called 7f. The two steps carbon-11
radiolabeling process performed on a model compound
analogue of 7f only resulted in low conversions, preventing
further /n vivo evaluation of this compound. Simultaneously, the
synthesis of various fluorinated analogs was attempted. While
the synthesis of functionalized pyridine moieties did not give
successful results, an analogue of compound 7f containing a
phenyl ring and a fluorinated aliphatic chain is still under
development with promising results. Finally, inspired by the
chemical structure of numerous inhibitors described to target
SK1, which possesses a polar head and hydrophobic tail, a
precursor/reference pair was developed. The structure of the
designed FH-SK1 compound is analogue to compound PF-543,
a potent sphingosine kinase 1 inhibitor. The developed
molecule features a long aliphatic chain and a pyrrolidine
methanol motif. The two-step fluorine-18 radiolabeling process
of ["®FJFH-SK1 has been optimized and automated and is now
ready for injection. Affinity measurements of the tracer for SK1
are currently being conducted on tumor cells before in vivo
evaluation.




