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Liste des abréviations 
AcOH : Acide acétique 

ADN : Acide désoxyribonucléique 
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BCN : Bicyclo[6.1.0]nonyne 

BPDS : Bathophénanthroline disulfonate   

Bq : Becquerel 

BSA : Bovin Serum Albumine 

BTTAA : 2-(4-((Bis((1-(tert-butyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-

1-yl)acetic acid 

BTTES : 3-(4-((Bis((1-(tert-butyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-

1-yl)propane-1-sulfonic acid 

CCO : Cis-cyclooctène 

CuAAC : Copper-catalysed azide-alkyne cycloaddition (en français : Cycloaddition alcyne-azoture 

cupro-catalysée) 

CuSAC : Copper-catalysed sydnone-alkyne cycloaddition (en français : Cycloaddition alcyne-

sydnone cupro-catalysée) 

DCB : 1,4-Dichlorobenzène 

DFO : Desferrioxamine 

DFT : Density functional theory 

DIBAC/DBCO : Dibenzoazacyclooctyne 

DIBO : 4-Dibenzocyclooctynol 

DIFO : Difluorocyclooctyne 

DIMAC : Diméthoxyazacyclooctyne 

DMA : N,N-Diméthylacétamide 
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DMF : N,N-Diméthylformamide 

DMSO : Diméthylsulfoxyde 

DOTA : Acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique 

Eq : Equivalent 

EtOH : Ethanol 

FDA : Food and Drug Administration 

[18F]FDG : [18F]Fluorodésoxyglucose 

HER2 : Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 

HOMO : Highest occupied molecular orbital (en français : Orbite moléculaire occupée la plus 
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HPLC : High pressure liquid chromatography (en français : Chromatographie liquide haute 

performance) 

HRMS : High-resolution mass spectrometry (en français : Spectrométrie de masse à haute 

résolution) 

Hz : Hertz 

IEDDA : Inverse electron demand Diels-Alder (en français : Diels-Alder à demande inverse 

d’électron) 

IgG : Immunoglobuline G 

ITLC-SG : Instant Thin Layer Chromatography-Silica Gel 

k : Constante de vitesse 

keV : Kiloélectronvolt 

LUMO : Lowest unoccupied molecular orbital (en français : Orbitale moléculaire non occupée la 

plus basse) 

m : Mètre (ou Milli) 

µ : Micro 

M : Molaire 

MeCN : Acétonitrile 
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MeOH : Méthanol 

MeV : Mégaélectronvolt 

N3 : Azoture 

n : nombre d’expériences 

NEDDA : Normal electron demand Diels-Alder (en français : Diels-Alder à demande normale 

d’électron) 

NHS : N-Hydroxysuccinimide 

NMM : N-Méthylmorpholine 

NOTA : Acide 1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacétique 

OCT : Cyclooctyne 

PBS : Phosphate-buffered saline 

PEG : Polyéthylène glycol 

pH : Potentiel hydrogène 

ppm : Partie par million 

PRC : Pureté radiochimique 

PSMA : Prostate-Specific Membrane Antigen (en français : Antigène membranaire spécifique de la 

prostate) 

rDa : rétro Diels-Alder 

Rf : Rapport frontal 

RMN : Résonnance magnétique nucléaire 

RRC : Rendement radiochimique 

RuAAC : Ruthenium-catalyzed azide alkyne cycloaddition (en français : Cycloaddition catalysée au 

ruthénium entre un alcyne et un azoture) 

s : Seconde 

[211At]SAB : N-succinimidyl-3-astatobenzoate 

SI : Standard interne 

SIB : N-succinimidyl-3-iodobenzoate 
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SPAAC : Strain-promoted alkyne-azide cycloaddition (en français : Cycloaddition assistée par 

contrainte stérique entre un azoture et un alcyne tendu) 

SPADC : Strain-promoted alkyne-diazoacetate cycloaddition (en français : Cycloaddition sous 

contrainte stérique entre un diazoalcane et un alcyne) 

SPANC : Strain-promoted alkyne-nitrone cycloaddition (en français : Cycloaddition sous 

contrainte stérique entre une nitrone et un alcyne) 

SPANOC : Strain-promoted alkyne-nitrone oxide cycloaddition (en français : Cycloaddition sous 

contrainte stérique entre un oxyde de nitrile et un alcyne) 

TEMP : Single Photon Emission Computed Tomography 

SPSAC : Strain-Promoted Sydnone-Alkyne Cycloaddition (en français : Cycloaddition assistée par 

contrainte stérique entre une sydnone et un alcyne tendu) 

TA : Température ambiante 

t1/2 : Temps de demi-vie 

TBTA : Tris((1-benzyl-4-triazolyl)méthyl)amine 

tBuOH : Tert-Butanol 

TCEP : Tris(2-carboxyéthyl)phosphine 

TCH : Trans-1-sila-4-cycloheptène 

TCMC : 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic amide 

TCO : Trans-cyclooctène 

TEL : Transfert d’énergie linéique 

TEMP : Tomographie par émission monophotonique 

TEP : Tomographie par émission de positons 

THF : Tétrahydrofurane 

THPTA : Tris-hydroxypropyltriazolylméthylamine 

TMTH : Thiacycloheptyne 

TMTHSI : Thiacycloheptyne-sulfoximine 

Tz : Tétrazine 
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UV : Ultraviolet 

VHH : Variable heavy domain 
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Préambule 
 La médecine nucléaire est une spécialité médicale dont les applications sont à visées 

diagnostique ou thérapeutique et qui repose sur l’utilisation d’un radiopharmaceutique. La 

conception de ce type de médicaments radioactifs est basée sur l’association d’un radionucléide à 

un vecteur biologique. Ce travail consiste à employer des techniques de bioconjugaison 

traditionnelles, qui reposent majoritairement sur les groupes fonctionnels naturellement 

présents dans les vecteurs et issus des chaînes latérales des acides aminés. Toutefois, bien que 

largement utilisées, ces méthodes ont montré certaines limites et de par ses propriétés, la chimie 

clic apparaît comme un outil prometteur pour y répondre. 

 Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire ont démontré que l’utilisation de cette 

chimie pouvait améliorer le développement de radiotraceurs. Dans la continuité de ce travail, 

l’étude présentée dans ce manuscrit a pour but d’approfondir l’étude de ces systèmes cliquables 

pour le marquage de vecteur d’intérêt avec des radiohalogènes lourds. 

 Pour commencer, une introduction bibliographique autour de la chimie clic et de la chimie 

bio-orthogonale sera présentée en donnant les grandes classes de réactions associées à ces 

concepts. Ensuite, afin de mettre en avant l’apport de cette chimie pour la production des 

radiopharmaceutique, son utilisation pour le radiomarquage de vecteurs d’intérêt sera décrite. 

Enfin, une dernière section s’intéressera aux composés au cœur de ce sujet, à savoir les sydnones, 

en mettant en avant les applications de ces dernières années.  

 La seconde partie traite, quant à elle, du travail expérimental réalisé lors de ce projet et se 

divise en deux axes de travail. Le premier, qui concerne l’essentiel du projet, sera axé sur 

l’utilisation de nouveaux systèmes bio-orthogonaux basés sur les sydnones et leur intégration 

dans une étude comparative avec d’autres systèmes cliquables. Ceci afin d’identifier le ou les 

meilleurs pour une transposition au radiomarquage de molécules d’intérêt. Puis, un deuxième axe 

s’est concentré sur l’optimisation d’un de ces systèmes cliquables pour une application avec un 

autre type de vecteur ou de radionucléide, permettant ainsi d’élargir l’éventail d’application de la 

chimie clic à des fins théranostiques. 
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I- Chimie clic et Chimie bio-orthogonale 

 En seulement deux décennies, la chimie clic a su répondre à certaines limites liées à la 

synthèse de molécules d’intérêt, comme réduire le nombre d’étapes de synthèse, éviter la 

formation de sous-produits ou encore diminuer les coûts de préparation de ces molécules. La 

transposition de ce concept en milieu biologique, avec l’introduction de la chimie bio-orthogonale, 

a permis de propulser ces réactions dans une nouvelle dimension. La simplicité et l’efficacité de 

ces méthodes ont eu un tel impact dans le monde de la chimie que cela a valu à K. Barry Sharpless, 

Morten P. Meldal et Carolyn R. Bertozzi, de recevoir le prix Nobel de chimie en 2022. 

I-1. Définitions 

 Inspiré de réactions présentes dans la nature, le concept de chimie clic est introduit pour 

la première fois en 2001 par K. B. Sharpless, H. C. Kolb et M. G. Finn.1 Ce terme est utilisé pour 

décrire un ensemble de processus chimiques permettant d’associer rapidement et sélectivement 

deux molécules entre elles par la formation de liaisons hétéroatomiques (Figure 1). La chimie clic 

facilite l’accès à une plus large gamme de composés que la chimie conventionnelle, et grâce à ce 

concept, de nouvelles réactions chimiques ont émergé. De nombreux composés ont pu ainsi être 

développés dans des domaines très variés, comme la chimie thérapeutique avec des molécules 

d’intérêt à visée pharmaceutique ou encore en chimie des matériaux ou des polymères.2,3 

 
Figure 1. Représentation simplifiée du concept de la chimie clic permettant la conception de nouvelles molécules à partir 

de blocs modulables complémentaires. 

 Selon les critères définis par K. B. Sharpless et ses collaborateurs, les réactions de chimie 

clic doivent : 

➢ être modulables et s’appliquer à une large gamme de molécules,  

➢ avoir une cinétique de réaction rapide,  

➢ avoir un rendement chimique élevé,  

➢ ne générer que des sous-produits inoffensifs ne nécessitant pas de purification lourde 

comme une chromatographie,   

➢ être stéréospécifiques, sans nécessairement être énantiosélectives. 

 Les réactifs doivent être peu onéreux, les conditions de réactions doivent être simples 

(idéalement insensibles à la présence d’eau et d’oxygène) comme l’utilisation de solvants autres 

« clic ! »

+

Clic A Clic B Clic A Clic B

Bloc modulable
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que l’eau pouvant facilement être évaporés. Enfin, les réactions de chimie clic doivent être 

thermodynamiquement favorables et conduire à la formation d’un produit facilement isolable. 

Peu de réactions répondent à l’ensemble de ces critères, mais parmi elles, on trouve les réactions 

de cycloadditions d’espèces insaturées (1,3-dipolaire, Diels-Alder), certaines substitutions 

nucléophiles (en particulier les ouvertures d’hétérocycles contraints) ou encore les additions de 

liaisons multiples carbone-carbone (époxydation, addition de Michael).1 

 Basées sur le concept de chimie clic, de nouvelles réactions dites « bio-orthogonales » ont 

été développées afin de permettre l’étude de processus biologiques sans en perturber le 

fonctionnement. Introduite pour la première fois en 2003 par C. R. Bertozzi,4 cette approche 

regroupe un ensemble de réactions chimiques qui se divise en deux étapes successives : (i) 

incorporation d’une fonction bio-orthogonale sur la biomolécule ; (ii) couplage avec une molécule 

sonde modifiée par une fonction bio-orthogonale complémentaire. Très proche de la chimie clic, 

ces réactions doivent pouvoir se faire en conditions physiologiques (milieu aqueux, pH proche de 

7 et une température autour de 37 °C), être non toxiques, former des produits stables et avoir des 

cinétiques de réactions rapides même à faible concentration. De plus, ces réactions doivent être 

chimiosélectives afin de limiter les interactions parasites avec les groupes endogènes. Ce dernier 

point est d’autant plus important car sans cette sélectivité la molécule sonde pourrait être 

détériorée, empêchant toute application ou interférant avec d’autres processus biologiques.5 

 Même si la taille des substrats de départ est un élément à prendre en compte, notamment 

lors d’applications avec des biomolécules, le paramètre le plus important reste la vitesse de 

réaction. Idéalement, une réaction bio-orthogonale doit avoir une cinétique supérieure à 104 M-

1.s-1 pour réagir sur une échelle de temps allant de quelques secondes à quelques minutes, et 

pouvoir fonctionner à des concentrations de l’ordre du µM ou nM. Les réactions respectant ces 

caractéristiques peuvent rivaliser avec les processus cellulaires, notamment les réactions 

enzymatiques dont les constantes de vitesse sont estimées entre 103 et 106 M-1.s-1.6 

 Les réactions bio-orthogonales étant des réactions bimoléculaires, la cinétique de réaction 

est donc proportionnelle au produit de la concentration des deux réactifs, ce qui en fait des 

réactions du second ordre. Afin de mieux comprendre ce que cela représente et surtout de pouvoir 

comparer tous les systèmes bio-orthogonaux entre eux, une simulation de réactions d’ordre 2 a 

été réalisée (Figure 2). Les valeurs de cinétiques des différents systèmes sont rapportées de la 

littérature en supposant une concentration en réactifs de 100 µM. Cette projection permet de 

mettre en évidence qu’au bout d’une heure, durée maximum pour réaliser une réaction en milieu 

biologique, seules les réactions ayant une cinétique supérieure à 10 M-1.s-1 atteignent 80 % de 

conversion.7  
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Figure 2. Simulation d’une réaction d’ordre 2 entre deux réactifs à une concentration de 100 µM. 

 De nombreuses réactions bio-orthogonales ont été décrites depuis l’introduction du 

concept par C. R. Bertozzi, nous nous limiterons dans cette introduction aux trois grandes 

catégories : les ligations chimiques, les réactions catalysées par des métaux de transition et les 

réactions de cycloaddition. La plupart des réactions qui seront discutées dans cette introduction 

seront bio-orthogonales, mais d’autres types de réactions non bio-orthogonales jugées 

pertinentes seront également présentées. 

I-2. Historique : Premières réactions bio-orthogonales 

I-2.1. Ligation chimique native 

 Le développement de la réaction de ligation chimique native par Kent et al.8 en 1994 a été 

une avancée remarquable pour la formation de protéines synthétiques ou semi-synthétiques. Ces 

réactions, inspirées des travaux de H. Lau,9 consistent à lier deux chaines peptidiques entre elles 

en faisant réagir un thioester en position C-terminale avec une cystéine en position N-terminale 

(Schéma 1). 

 

Schéma 1. Représentation générale de la ligation chimique native entre un thioester et un thiol. 

 En effet, après une première étape de trans-thioestérification réversible via une attaque 

nucléophile du thiol de la cystéine sur le thioester en position C-terminale, un réarrangement 

spontané par transfert électronique intramoléculaire S-N-acyl permet la formation d’une liaison 

amide entre les deux entités. Cette ligation, hautement chimiosélective, se fait majoritairement en 

conditions douces et aqueuses. Une très bonne sélectivité et des rendements supérieurs à 90 % 

peuvent être atteints.10 Cette réaction a également permis la synthèse de peptides hydrophobes 
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lorsque des solvants organiques aprotiques et polaires, tel que le N,N-diméthylformamide  (DMF), 

sont utilisés.11,12 

 La cinétique de cette réaction est régie par la vitesse de l’étape 1 et dépend de trois 

facteurs : (i) l’état d’ionisation du thiol en position N-terminale ; (ii) la nature de l’amino-acide qui 

porte le thioester ; (iii) le type de thioester (aryle ou alkyle).13 L’ajout d’un catalyseur nucléophile 

dérivé de l’azote (imidazole) ou du soufre (thiol) comme l’acide 4-mercaptophénylacétique 

permet d’accélérer la réaction, de minimiser l’agrégation des protéines ou encore d’éviter les 

réactions secondaires potentielles.14 

 Outre son utilisation pour la synthèse de peptides, la ligation chimique native est 

maintenant utilisée dans de nombreux domaines tels que la synthèse de polymères,12 d’enzymes15 

ou encore dans le développement de médicaments.16 

 Du fait de la faible abondance des résidus cystéines dans les séquences de protéines ou de 

la difficulté à générer les fragments thioesters, des alternatives pour répondre à ces limites ont 

été développées. Parmi ces méthodes, on retrouve notamment la réaction de condensation 

décarboxylante entre les N-hydroxylamines et les α-cétoacides ou encore plus récemment la 

ligation KAT (utilisation de l’acyltrifluoroborate de potassium), toutes les deux décrites par J. W. 

Bode. Ces réactions chimiosélectives permettent la formation de liaisons amide pour une large 

gamme de substrats dont des peptides entièrement déprotégés sans fonctions thiols ou 

thioesters.17,18 

I-2.2. Ligation de Staudinger 

 La ligation de Staudinger, également appelée Staudinger-Bertozzi, reste aujourd’hui l’une 

des réactions de chimie bio-orthogonale les plus reconnues. Cette réaction, décrite par C. R. 

Bertozzi en 2000,19 est inspirée de la réaction de Staudinger découverte en 1919.20 Dans la 

réaction initiale, une triarylphosphine réagit avec un groupement azoture pour former un 

intermédiaire iminophosphorane qui, après hydrolyse, donne un oxyde de phosphine ainsi qu’une 

amine primaire (Schéma 2 A). Cette réaction sélective, permet de convertir des azotures en amine 

primaire, mais se limite à la réaction entre deux groupements fonctionnels (azoture et phosphine) 

et à la formation de deux composés distincts. L’équipe de C. R. Bertozzi a décliné la réaction en 

incorporant un ester méthylique sur la diphénylphosphine, développant ainsi la ligation de 

Staudinger. L’introduction d’une fonction ester méthylique en position ortho du phosphore sur un 

noyau aromatique permet de générer un intermédiaire iminophosphorane dont l’hydrolyse 

conduit à la formation d’une liaison amide  (Schéma 2 B).21  
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Schéma 2. (A) Réaction de Staudinger développée en 1919 ; (B) Ligation de Staudinger-Bertozzi ; (C) Ligation 

« Traceless Staudinger-Bertozzi ». 

 Par la suite, une nouvelle version de cette réaction, la ligation « Traceless Staudinger-

Bertozzi », a été développée simultanément par C. R. Bertozzi et R. T. Raines.22,23 Contrairement à 

la méthode « non-traceless », les espèces électrophiles sont clivables et vont permettre le 

relargage du motif aryle phosphine oxydé sur le substrat final (Schéma 2 C). La polyvalence, la 

chimiosélectivité et les conditions douces requises font de cette méthode un moyen efficace de 

former un lien covalent entre deux entités, ce qui en fait une réaction parfaite pour des 

applications en bioconjugaison.24 Au début des années 2000, le groupe de C. R. Bertozzi a d’ailleurs 

démontré qu’il était possible d’utiliser cette ligation pour marquer sélectivement une biotine sur 

des glycoprotéines à la surface des cellules in vitro19 et quelques années plus tard in vivo.25  

 La ligation de Staudinger reste aujourd’hui une méthode très utilisée dans de nombreux 

domaines comme la synthèse de protéine,26 de biopolymères27 ou encore pour le 

radiomarquage.28 Cependant, sa faible cinétique de couplage (k ≈ 10-3 M-1.s-1) fait d’elle l’une des 

réactions bio-orthogonales les plus lentes, ce qui limite son transfert vers des applications in vivo. 

Des efforts visant à augmenter la vitesse de réaction ont été effectués, c’est notamment le cas des 

travaux de E. Goun, en 2019, qui décrit une réaction de ligation entre des azotures d’aryles 

déficients en électron et une luciférine phosphine (Schéma 3). Cette approche permet la synthèse 

d’une sonde d’imagerie bioluminescente avec des cinétiques plus rapides que celles décrites 

auparavant (k = 1,39 x 102 M-1.s-1).29 

k = [10-3–102] M-1.s-1
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Schéma 3. Synthèse de la D-luciférine basée sur la ligation de Staudinger entre une luciférine phosphine et un azoture 

portant du glucose. 

I-2.3. Condensation entre les carbonyles et les amines 

  La formation d’oximes et d’hydrazones découle de la condensation de carbonyles 

(aldéhydes et cétones) avec respectivement des alcoxylamines ou des hydrazines (Schéma 4). Ces 

réactions sont les premières à avoir été décrites et à remplir plusieurs critères de bio-

orthogonalité, faisant d’elles des techniques de bioconjugaison populaires.30 Ces réactions 

reposent sur l’utilisation d’amines possédant un hétéroatome donneur en α de l’azote sp2. La 

délocalisation électronique induite par les doublets libres de l’hétéroatome rend le carbone sp2 

moins électrophile. De plus, l’effet inductif attracteur de ce même hétéroatome réduit la basicité 

de l’atome d’azote, rendant les oximes moins sensibles à l’hydrolyse que les imines 

correspondantes. En effet, à pH = 7, l’hydrolyse de l’oxime est 600 fois plus lente que celle de 

l’hydrazone.31 

 
Schéma 4. Formation des liaisons oxime et hydrazone à partir de la condensation d’un carbonyle avec une amine. 

 Les cinétiques de ces réactions sont relativement lentes à pH neutre (environ 0,01 M-1.s-

1)32 mais peuvent être améliorées en se plaçant à un pH légèrement acide (pH 5-6) et une 

concentration supérieure au mM. Il a également été montré que la présence d’un co-solvant ou 

d’un catalyseur nucléophile tel que l’aniline33 ou plus récemment l’arginine permettait 

d’améliorer les cinétiques et d’empêcher l’agrégation des protéines.30 

 Du fait de leur facilité de mise en œuvre, de leur forte chimiosélectivité dans l’eau et de 

leur petite taille n’entrainant pas de perturbations majeures sur les biomolécules, les oximes et 

les hydrazones sont utilisées pour diverses applications en bioconjugaison comme la modification 

de peptides,34 de protéines35 ou la préparation d’hydrogels.36 Pour pallier ces problèmes 

k = [10-4-102]M-1.s-1
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d’hydrolyse, l’équipe de C. R. Bertozzi a décrit la ligation de Pictet-Spengler, utilisée avec succès 

pour le marquage d’une variété de protéines, y compris une Immunoglobuline G (IgG) humaine.37 

I-3. Les réactions de cycloaddition 

I-3.1. Cycloaddition de Huisgen 1,3 dipolaire 

 Bien que la réactivité des azotures envers les fonctions alcynes soit connue depuis la fin 

du XIXème siècle,38 il faut attendre 1963 pour que le concept de cycloaddition 1,3-dipolaire, ou 

réaction de Huisgen, apparaisse. Cette réaction entre un dipôlarophile (alcyne) et un dipôle 1,3 

(azoture) permet l’obtention de 1,2,3-triazoles 1,4 et 1,5-disubstitués (Schéma 5).39 

 
Schéma 5. Réaction de Huisgen entre un alcyne terminal et un azoture. 

 Même si cette réaction a su trouver sa place en synthèse organique, celle-ci n’a été que très 

peu utilisée pour des applications biologiques en raison de sa cinétique lente, de son manque de 

régiospécificité et des températures élevées nécessaires qui sont inadaptées à la plupart des 

systèmes biologiques.5 

I-3.2. Cycloaddition de Huisgen 1,3 dipolaire catalysée au cuivre (I) 

 En 2002, K. B. Sharpless40 et M. Meldal41 décrivent chacun la possibilité d’améliorer 

considérablement la cinétique de réaction (jusqu’à 100 millions de fois) grâce à l’introduction d’un 

catalyseur au cuivre (I). Cette nouvelle réaction, communément connue sous l’acronyme CuAAC 

(Copper-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition), permet d’obtenir exclusivement le triazole 1,4-

disubstitué avec d’excellents rendements (>95 %) à température ambiante (Schéma 6). En plus 

d’être sélective et de générer peu de sous-produits, la CuAAC est également une méthode robuste 

sur une large gamme de pH (4 à 12) et peut se faire en solvant organique ou aqueux.42 

 
Schéma 6. Réaction de cycloaddition catalysée au cuivre entre un alcyne terminal et un azoture. 

  

k = [1-104] M-1.s-1
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 Sharpless et al. pensaient que cette réaction impliquait un intermédiaire Cu-acétylure 

mononucléaire.43 Mais quelques années plus tard, des études cinétiques ont démontré que dans 

les conditions de catalyse au Cu(I) et avec des alcynes et des azotures saturés, la réaction était 

d'ordre 2 par rapport au cuivre, démontrant que deux centres métalliques étaient responsables 

de l’activation de l’alcyne et de l’azoture.44 En 2013, V. V. Fokin confirme cette hypothèse en 

présentant un mécanisme en six étapes mettant en évidence l’intervention d’un intermédiaire de 

cuivre bi-nucléaire (Schéma 7).45 

 

Schéma 7. Mécanisme de la CuAAC décrit par V. V. Fokin.45 

 Cette réaction se fait en présence d’un catalyseur au cuivre à l’état d’oxydation +I.  De 

nombreuses méthodes ont été développées pour générer l’ion cuivreux Cu(I), comme l’utilisation 

directe de sel de cuivre (I) avec l’iodure et le bromure de cuivre ou l’utilisation de cuivre(0) en 

utilisant des nanoparticules.46 Toutefois, la méthode la plus utilisée reste la réduction in situ de 

sels de cuivre (II) tel que le sulfate de cuivre pentahydraté (CuSO4.5H2O) ou l’acétate de cuivre 

(Cu(OAc)2) avec un réducteur, souvent de l’ascorbate de sodium (Na Asc), dans un mélange 

H2O/tBuOH ou H2O/EtOH.47 

 Bien que cette réaction soit très utilisée, la présence de cuivre dans le milieu génère la 

formation d’espèces réactives de l’oxygène pouvant induire une toxicité cellulaire par stress 

oxydant, ce qui limite son utilisation dans des systèmes biologiques.5,48 Pour contourner ces 

problèmes de toxicité, des ligands capables de complexer le cuivre et d’être solubles en milieu 



- 18 - 
 

aqueux ont été développés (Figure 3). Un certain nombre de ligands mono/polydentes à base 

d’azote, de phosphore et de soufre ont été étudiés. Outre leur utilité pour accélérer la réaction 

(70% de conversion après 60 minutes de réaction avec la présence d’un ligand, contre moins de 

5% sans), ces ligands permettent de stabiliser l’état d’oxydation du Cu(I) et de réduire la toxicité 

des ions cuivriques en minimisant ses réactions d’oxydo-réduction avec l’oxygène.5,42,49 Parmi les 

ligands les plus utilisés on retrouve les polytriazoles, des agents chélatants polydentates N-

donneur. Le tris((1-benzyl-4-triazolyl)méthyl)amine (TBTA) est le premier à avoir montré son 

pouvoir stabilisateur des ions Cu(I) sous conditions aérobies, mais sa solubilité dans l’eau n’était 

pas suffisante.  

 
Figure 3. Exemples de ligands utilisés pour la CuAAC. 

 Pour pallier ce problème, une nouvelle génération de ligands portant des groupements 

hydrophiles non coordinants a été développée parmi lesquels on retrouve le tris-

hydroxypropyltriazolylméthylamine (THPTA), le ligand le plus utilisé, l’acide 3-(4-((Bis((1-(tert-

butyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)méthyl)amino)méthyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propane-1-sulfonique 

(BTTES) ou encore l’acide 2-(4-((Bis((1-(tert-butyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)méthyl)amino)méthyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acétique (BTTAA). Des composés commerciaux à 

base de phénantroline, comme la bathophénanthroline disulfonate  (BPDS), peuvent aussi être 

utilisés comme alternative, cependant, le système catalytique BPDS/Cu(I) nécessite un excès 

d’ascorbate de sodium comme réducteur.47 Une étude rapportée en 2010 par Wu et al. a montré 

qu’en plus d’améliorer la réactivité, le système BTTES-Cu n’avait aucun effet de toxicité cellulaire, 

et qu’il pouvait être d’intérêt pour l’imagerie de l’embryogénèse chez le poisson zèbre.50 

 La modularité des fonctions azoture et alcyne terminal leur permet d’être facilement 

incorporée sur des biomolécules, et leurs cinétiques de réaction rapides (k = 1-104 M-1.s-1) font 

qu’aujourd’hui cette réaction est couramment utilisée pour de nombreuses applications en 

bioconjugaison. La présence de cuivre permet de catalyser la réaction de cycloaddition, mais peut 

également engendrer une certaine toxicité cellulaire. En plus d’améliorer la réactivité, il a été 

montré que l’utilisation d’un ligand pouvait limiter cet effet cytotoxique. Bien qu’anecdotique, il 

est intéressant de mentionner que d’autres méthodes comme les réactions topochimiques51 ou 
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certaines réactions assistées par micro-ondes ont permis l’obtention de triazoles sans catalyseur 

ni ligand.52 

 Même si les meilleurs résultats ont été obtenus en utilisant du cuivre, de nombreux autres 

métaux tels que l’argent, l’iridium, le nickel ou encore le ruthénium ont été testés. Grâce à sa 

polyvalence, le ruthénium s’est rapidement imposé comme un catalyseur de choix dans diverses 

réactions chimiques. Utilisé en chimie bio-orthogonale, notamment dans la métathèse croisée 

d’oléfines avec le catalyseur de Grubbs,53 le potentiel de ce métal à catalyser des réactions entre 

un alcyne et un azoture a été étudié. En se basant sur des travaux montrant l’implication des 

complexes de ruthénium en tant que catalyseur dans des réactions avec les alcynes, V. V. Fokin 

décrit en 2005 une méthode permettant d’obtenir sélectivement le triazole 1,5-disubstitué en 

faisant intervenir des complexes de Ru(II) comme catalyseur (Schéma 8).54 

 
Schéma 8. Réaction de cycloaddition catalysée au ruthénium entre un alcyne et un azoture. 

 Contrairement à la CuAAC, les réactions catalysées au Ru(II) ne se limitent pas qu’aux 

alcynes terminaux et permettent la synthèse de triazole 1,4,5-trisubstitués. Cependant, 

l’utilisation de cette méthode n’est pas encore décrite en biologie à cause des solvants organiques 

qu’elle nécessite, et peu de groupes s’intéressent à son développement par rapport à sa version 

utilisant le cuivre. 

I-3.3. Autres réactions métallo-catalysées 

 Même si elles ne sont pas classées dans la catégorie des réactions de cycloaddition, 

d’autres réactions métallo-catalysées ont été décrites ces dernières années. Le palladium est l’un 

des métaux de transitions les plus utilisés dans les réactions de couplage croisé, en particulier 

pour sa facilité d’échange d’états d’oxydo-réduction Pd(II)/Pd(0), qui est une condition 

primordiale pour compléter le cycle catalytique. A cause des mécanismes réactionnels complexes 

de ces couplages et de la quantité stœchiométrique de catalyseur, l’obtention de valeur pour les 

cinétiques de réaction est compliquée. Cependant, dans les cas où un catalyseur de palladium 

stable a été utilisé, des valeurs ont pu être calculées avec 1,1 x 10-2 M-1.s-1 pour le couplage de 

Suzuki-Miyaura55 et jusqu’à 1,3 x 104 M-1.s-1 pour le couplage de Sonogashira n’utilisant pas de 

cuivre.56 Même si ces réactions de couplages sont retrouvées dans de nombreuses applications, le 

palladium reste malgré tout un métal abiotique. Il est donc nécessaire pour des applications 
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cellulaires, de surveiller la toxicité et la perméabilité cellulaire des complexes. Enfin, l’efficacité de 

la réaction peut être diminuée en cas de captation du catalyseur par les biomolécules.57 

I-3.4. Les réactions sous contraintes stériques 

 Face à certaines limites mises en évidence pour les réactions catalysées au cuivre, de 

nouvelles méthodes avec une meilleure biocompatibilité ont été proposées. L’utilisation de cycles 

sous contraintes stériques, c’est-à-dire ayant une forte tension de cycle, s’est montrée comme une 

méthode alternative intéressante en raison de sa meilleure réactivité. 

I-3.4.a) La cycloaddition azoture/alcyne (SPAAC)  

 En 1961, G. Wittig et A. Krebs décrivent la première réaction entre un azoture et un 

cyclooctyne, le plus petit alcyne cyclique stable (Schéma 9). Contrairement aux alcynes classiques 

ayant un angle de 180°, l’angle de la liaison acétylène du cyclooctyne est de 163°, ce qui lui permet 

d’être réactif à température ambiante et sans catalyseur.58 S’inspirant de ces résultats, l’équipe de 

C. R. Bertozzi popularise cette réaction en 2004 avec le premier exemple d’application en 

bioconjugaison. Dans cette étude, un cyclooctyne (OCT) biotinylé est utilisé pour visualiser des 

cellules possédant des sucres-azotures à leur surface. Malgré le manque de solubilité du 

cyclooctyne dans l’eau (logS = -5,49),59 la principale limite de cette réaction est sa vitesse, similaire 

à celle obtenue pour la ligation de Staudinger (k = 1,2 x 10-3 M-1.s-1 vs 2,5 x 10-3 M-1.s-1).60  

 
Schéma 9. Réaction de cycloaddition sous contrainte stérique entre un alcyne et un azoture. 

 En raison de son potentiel en bioconjugaison, de nombreuses études visant à optimiser la 

structure des cycloalcynes ont été réalisées (Figure 4). La première méthode utilisée reposait sur 

l’introduction de groupements électroattracteurs au niveau de l’alcyne pour réduire l’énergie de 

la plus basse orbitale moléculaire inoccupée (LUMO), favorisant ainsi sa réactivité. Cette stratégie, 

décrite en 2007 par C. R. Bertozzi et son équipe pour la synthèse du difluorocyclooctyne (DIFO), 

montre que l’introduction de deux atomes de fluor en position propargylique permet de multiplier 

par soixante-trois la vitesse de réaction (k = 0,076 M-1.s-1).61 Un an plus tard, une autre stratégie 

est décrite par G-J. Boons avec l’utilisation du 4-dibenzocyclooctynol (DIBO), montrant des 

constantes de vitesse deux fois plus importantes que le cyclooctyne initial (k = 0,17 M-1.s-1).62 

L’amélioration de la vitesse de réaction est liée à la présence de carbones sp2, de part et d’autre 

de l’alcyne, qui augmente la tension du cycle et donc la réactivité. La même année, C. R. Bertozzi 

k ≈ [10-3-1] M-1.s-1
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introduit le diméthoxyazacyclooctyne (DIMAC) avec des groupements méthoxy pour rendre le 

composé plus hydrophile. Malgré une excellente solubilité dans l’eau (logS = -3,35),59 ce composé 

présentait des problèmes de réactivité (k = 3,0 x 10-3 M-1.s-1).63  

 
Figure 4. Exemples de cyclooctynes développés pour améliorer la cinétique des réactions SPAAC. 

 En 2010, F. L. Van Delft décrit la synthèse du dibenzoazacyclooctyne (DIBAC ou DBCO), un 

cyclooctyne portant au sein de son cycle un hétéroatome (l’azote), montrant une amélioration 

importante de la réactivité (k = 0,31 M-1.s-1).64 Au cours de cette même année, l’équipe de C. R. 

Bertozzi développe un analogue de cette molécule, le biarylazacyclooctynone (BARAC) (k = 0,96 

M-1.s-1). La réactivité, beaucoup plus importante que celle précédemment obtenue, est liée à la 

combinaison des paramètres de contraintes du DIBAC ainsi qu’à l’introduction d’un carbone 

hybridé sp2 avec un carbonyle.65 L’utilisation du thiacycloheptyne (TMTH), un cycle à 7 chainons 

au lieu de 8, est rapportée par C. R. Bertozzi en 2012. Ce cycloalcyne a permis de mesurer la plus 

grande valeur de cinétique à ce jour en SPAAC (k = 4,0 M-1.s-1). En revanche, le fait d’augmenter la 

contrainte du cycle peut créer une instabilité du produit et une réaction non désirée avec les 

thiols.66 

 Même si les cinétiques de réactions sont prometteuses, l’utilisation de groupes 

volumineux comme le DBCO ou le BARAC peut augmenter l’hydrophobie et la gêne stérique de la 

molécule, ce qui peut être gênant pour les réactions in vivo.67 De plus, les cyclooctynes sont 

difficilement accessibles commercialement, ce qui nécessite leur préparation via des voies de 

synthèse généralement longues (5 à 11 étapes).68 C’est pourquoi des recherches se sont focalisées 

sur des groupements plus petits et faciles à synthétiser, comme le bicyclo[6.1.0]nonyne (BCN). 

Développé en 2010 par F. L. Van Delft, ce motif est composé d’un cyclopropane opposé à l’alcyne. 

Malgré une cinétique plus faible (k = 0,14 M-1.s-1) comparé au DIBAC, ce cyclooctyne ne nécessite 

que 4 étapes de synthèse avec un rendement global de 46 %.69 Pour répondre aux limites liées à 
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l’augmentation de la lipophilie par les cyclooctynes, Liskamp et al. se sont intéressés au 

développement d’un analogue du TMTH, le thiacycloheptyne-sulfoximine (TMTHSI). Une 

cinétique de réaction similaire à celle du BARAC a pu être obtenue (k = 0,8 M-1.s-1) mais ce composé 

s’est avéré nettement moins hydrophobe (logP = 0,72 vs 3,5).67 

 Dès sa découverte en 2004, l’utilisation de la SPAAC pour des applications de 

bioconjugaison dans des systèmes biologiques s’est rapidement développée jusqu’à devenir l’un 

des systèmes les plus utilisés actuellement. De nombreux efforts ont été réalisés sur l’optimisation 

du cyclooctyne afin d’en améliorer la réactivité, mais très peu de travaux se sont concentrés sur 

l’étude du motif azoture. Une première étude, publiée en 2014 par F. L. Van Delft, a eu pour but de 

comparer la cinétique de réaction entre plusieurs azotures et le BCN ou le DIBAC. Alors que pour 

le DIBAC la structure de l’azoture n’avait pas réellement d’influence, il a été découvert que 

l’utilisation d’azotures aromatiques, en particulier ceux avec des substituants électroattracteurs, 

était bénéfique pour la réactivité avec des cinétiques de réactions atteignant 2 M-1.s-1.70 Plus 

récemment, de nouvelles études ont permis de montrer que l’azoture pouvait être remplacé par 

d’autres dipôles tels que les nitrones, les oxydes de nitriles ou encore les diazoalcanes. 

 Les réactions de cycloaddition sous contrainte stérique entre les nitrones et les alcynes 

(SPANC) formant des isoxazolines ont montré des vitesses de réaction allant jusqu’à 59 M-1.s-1, 

soit 60 fois plus rapides que pour les réactions SPAAC correspondantes (Schéma 10). Ces 

cinétiques de réactions rapides ont même permis l’utilisation de ce système en bioconjugaison, 

notamment pour la modification en position N-terminale d’une protéine (chimiokine 

Interleukine-8) ou encore pour l’imagerie de cellules vivantes. En revanche, en milieu acide ou 

basique, les nitrones acycliques sont beaucoup plus sensibles à l’hydrolyse que leurs homologues 

endocycliques.71 Un réarrangement thermique des isoxazolines portant des groupements N-

phényles peut être observé,72 mais cela peut être limité si des groupements donneurs d’électrons 

sont utilisés. Malgré tout, les nitrones cycliques présentent une grande stabilité face à l’hydrolyse 

et les cinétiques sont meilleures que leurs homologues acycliques (0,13 vs 1,5 M-1.s-1).73 

 
Schéma 10. Réaction de cycloaddition sous contrainte stérique entre un alcyne et une nitrone. 

  

k = [0,13-59] M-1.s-1
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 Les oxydes de nitriles ont également été explorés comme dipôles dans des réactions de 

cycloadditions sous contrainte stérique (SPANOC) pour produire des isoxazoles (Schéma 11). 

Avec un motif BCN, ce système s’est montré 10 fois plus rapide que lorsqu’un azoture était utilisé 

et des cinétiques de réaction de 8,47 M-1.s-1 ont pu être atteintes. Son utilisation pour des 

applications en bioconjugaison a également été décrite avec la modification de glycoprotéines ou 

d’ADN.74,75 Malgré des cinétiques intéressantes et des adduits formés stables, l’utilisation d’oxyde 

de nitrile présente certaines limites. En raison de leur nature plus réactive, ces dipôles doivent 

être générés in situ et de par leur électrophilie, des réactions parasites avec des nucléophiles 

peuvent avoir lieu. 

 
Schéma 11. Réaction de cycloaddition sous contrainte stérique entre un alcyne et un oxyde de nitrile. 

 Enfin, les diazoalcanes (SPADC) ont montré leur utilité comme réaction bio-orthogonale 

avec le marquage de protéines et de glycanes à la surface de cellules (Schéma 12). Grâce à cette 

étude, il a été montré que les diazoacétates étaient compatibles avec tous les groupes présents 

dans les protéines et qu’ils peuvent être incorporés métaboliquement. Cependant, malgré une 

réactivité du même ordre de grandeur que pour l’azoture (k ≈ 0,05 M-1.s-1), cette méthode reste 

plus lente que la SPAAC et des optimisations sont nécessaires. 

 
Schéma 12. Réaction de cycloaddition sous contrainte stérique entre un alcyne et un diazoacétate. 

I-3.4.b) Les réactions de Diels-Alder alcènes/alcynes avec les tétrazines 
(IEDDA) 

 En 1929, O. Diels et K. Alder décrivent pour la première fois la réaction entre un diénophile 

(alcène, alcyne) et un diène conjugué (système à 4 électrons π délocalisés sur quatre atomes) pour 

k ≈ 101 M-1.s-1

k ≈ 0,05 M-1.s-1
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former un cycle à 6 chainons.76 Cette réaction, l’une des plus utilisées en chimie organique, à même 

value à O. Diels et K. Alder le prix Nobel de chimie en 1950.   

Contrairement à la réaction de Diels-Alder à demande normale d’électron (NEDDA) où un 

diène riche en électron réagit avec un diénophile pauvre en électron, dans la réaction IEDDA, le 

diène appauvri électroniquement réagit avec le diénophile enrichi électroniquement (Figure 5). 

D’après la théorie des orbitales moléculaires frontières, la cinétique des réactions IEDDA est liée 

à la différence d’énergie entre les orbitales HOMO et LUMO de chacun des réactifs. Par conséquent, 

plus le diène est pauvre en électrons et le diénophile riche électroniquement, plus l’écart 

énergétique est faible, ce qui améliorera la cinétique de réaction.77 

 
Figure 5. Théorie des orbitales moléculaires frontières pour les réactions de Diels-Alder à demande normale et inverse. 

 Basé sur les premiers travaux de Lindsey et al. en 1959,78 J. Schuster rapporte en 1998 les 

premières études de réaction IEDDA entre une tétrazine (Tz) et plusieurs alcynes ou alcènes 

contraints (Schéma 13).79 Néanmoins, c’est en 2008 que J. M. Fox et S. A. Hilderbrand décrivent 

pour la première fois cette réaction comme bio-orthogonale en faisant réagir une tétrazine sur 

une protéine modifiée par un trans-cyclooctène (TCO)80 ou un norbornène.81 Les cinétiques 

mesurées lors de ces premières études, en particulier celle de J. M. Fox, ont très rapidement 

propulsé ce système parmi les plus intéressants pour des applications en bioconjugaison. En effet, 

alors qu’en solvant organique la vitesse de réaction était de 400 M-1.s-1 en tétrahydrofurane (THF) 

ou 1 140 M-1.s-1 en méthanol (MeOH), cette valeur a pu monter jusqu’à 2 000 M-1.s-1 lorsque 10 % 

d’eau était ajouté au milieu. 
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Schéma 13. Réaction de cycloaddition de Diels-Alder à demande inverse d’électron : (A) entre une tétrazine et un alcène ; 

(B) entre une tétrazine et un alcyne. 

 Comme pour le système SPAAC, de nombreuses études ont été menées afin d’optimiser les 

structures des réactifs pour en améliorer la réactivité (Figure 6). En 2011, J. M. Fox et son équipe 

optimisent la structure du TCO en fusionnant le cyclooctène avec un cis-cyclopropane afin 

d’augmenter la contrainte stérique au niveau de l’alcène.82 Ce nouveau composé, appelé s-TCO, a 

permis d’atteindre des cinétiques jusqu’à 19 fois plus rapides qu’avec le TCO. Quelques années 

plus tard, cet alcène a été modifié avec l’introduction d’une chaine polyéthylène glycol (PEG) (n = 

10) dont la mesure de sa cinétique de réaction avec une dipyridyl-tétrazine a permis d’obtenir une 

valeur de 3,3 x 106 M-1.s-1,83 qui n'a été dépassée que récemment par la réaction de cette même 

tétrazine avec un dérivé trans-1-sila-4-cycloheptène (TCH) (k = 1,14 × 107 M–1·s–1), faisant d’elle 

la réaction décrite la plus rapide à ce jour.84 

 
Figure 6. Ordre relatif de réactivité de différents diénophiles avec les tétrazines. 

 La grande réactivité des différents dérivés du TCO n’est pas sans conséquence sur leur 

stabilité. En effet, il a été démontré que ces types d’alcènes contraints n’étaient pas suffisamment 

stables pour être stockés sur de longues périodes,85 ce type de structure étant tellement réactif 

k = [1–107] M-1.s-1

Réactivité

- +
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que l’isomérisation en cis-cyclooctène (CCO) peut survenir en seulement quelques heures.86 Pour 

pallier ces problèmes de stabilité, l’équipe de J. M. Fox a développé le d-TCO en remplaçant le 

cyclopropane par un dioxalane. Malgré une légère diminution de la cinétique de réaction dans 

l’eau (k = 3,7 x 105 M-1.s-1), ce cyclooctène n’a montré aucune isomérisation après 24 heures ou de 

dégradation après 4 jours dans du sérum humain.83  

 De nombreuses études se sont concentrées sur l’optimisation du diénophile, mais la 

structure de la tétrazine est également un paramètre important dans les cinétiques de réaction 

IEDDA. Dans une étude de 2011 réalisée par S. A. Hilderbrand, plusieurs tétrazines substituées 

ont été comparées entre elles pour étudier l’impact des effets électroniques sur leur réactivité. Les 

résultats montrent que des substituants électroattracteurs entrainent une diminution de 

l’orbitale LUMO de la tétrazine, ce qui augmente leur réactivité. Néanmoins, de la même façon que 

pour les motifs TCO, cette augmentation de la réactivité s’accompagne d’une diminution de la 

stabilité de la tétrazine dans le temps.87 

I-4. Autres réactions bio-orthogonales 

 La plupart des réactions bio-orthogonales rapportées dans la littérature sont basées soit 

sur des réactions de cycloaddition, soit sur des réactions catalysées par des métaux de transition. 

Parmi toutes les réactions découvertes, quelques exemples issus de la littérature ont été 

sélectionnés afin de mettre en avant ces nouvelles stratégies et exposer leurs limites potentielles. 

I-4.1. Réactions photo-induites 

 S’inspirant des travaux de R. Huisgen en 1967 sur la cycloaddition 1,3-dipolaire entre le 

2,5-diphényltétrazole et le crotonate de méthyle,88 l’équipe de Q. Lin rapporte en 2008 une 

nouvelle réaction bio-orthogonale, les réactions photo-induites (Schéma 14).89 Dans cette 

réaction, le tétrazole est activé grâce aux rayonnements UV conduisant à la libération de diazote 

(N2)  et à la formation d’un nitrilimine. Cet intermédiaire, très réactif, réagit ensuite avec un alcène 

pour former une pyrazoline. 

 
Schéma 14. Mécanisme réactionnel d’une réaction photo-induite entre un tétrazole et un alcène. 

 Son potentiel de réaction bio-orthogonale a été démontré très rapidement, avec la 

fonctionnalisation d’un alcène codé génétiquement dans une protéine à l’intérieur de cellules 

Escherichia coli.90 L’avantage principal de ce système est la possibilité de contrôler spatialement 

k = [101-104] M-1.s-1
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et temporellement le marquage dans les systèmes vivants. Cependant, malgré des optimisations 

réalisées conduisant à des vitesses de réaction de k = 104 M-1.s-1,91 les longueurs d’ondes utilisées 

sont très énergétiques et une exposition prolongée à ces rayonnements peut causer des 

dommages sur les cellules. 

I-4.2. Réactions de cycloaddition [4+1] entre une tétrazine et un isonitrile 

 En 2011, F. J. Leeper montre que les isonitriles peuvent participer à des réactions clic avec 

des tétrazines en milieu aqueux (Schéma 15).92 Après une première étape de cycloaddition [4+1] 

conduisant à la formation d’un intermédiaire norbornadiènimine, celui-ci subit spontanément une 

cycloréversion [4+2] pour former un dérivé iminopyrazole avec une libération de N2. 

 
Schéma 15. Réaction de cycloaddition [4+1] entre un isonitrile et une tétrazine. Mécanisme valable seulement si R1 est un 

carbone tertiaire. Dans le cas où l’isonitrile est primaire ou secondaire, l’iminopyrazole se tautomérise puis s’hydrolyse 

pour former un aminopyrazole. 

 Des vitesses de réaction allant de 0,052 à 0,575 M-1.s-1 ont pu être mesurées en fonction 

des isonitriles utilisés et des conditions de réaction. Dans cette même étude, les auteurs ont 

prouvé que cette réaction était biocompatible en l’utilisant pour conjuguer un fluorophore à une 

protéine modifiée par un isonitrile.92 Deux ans plus tard, le même groupe utilise à nouveau ce 

système pour marquer des glycanes à la surface de cellules par incorporation de sucre modifié 

par des isonitriles.93 

I-4.3. Réactions de cycloaddition [2+2+2] entre un quadricyclane et un 
électrophile π 

 En 2011, la réaction de cycloaddition [2+2+2] entre un quadricyclane, un hydrocarbure 

très tendu, et un bis(dithiolène) de nickel est rapportée par C. R. Bertozzi (Schéma 16). Bien que 

ce type de cycloaddition soit généralement catalysée par un métal pour passer la barrière 

entropique, dans ce cas, le quadricyclane est tellement contraint qu’il subit directement une 

cycloaddition avec des systèmes π spécifiques. Une constante de vitesse du second ordre de 0,25 

M-1.s-1 a pu être déterminée dans un mélange PBS/EtOH (1:1). Bien que le potentiel de cette 

réaction ait été montré pour le marquage de protéine, des optimisations sont encore nécessaires 

pour des applications cellulaires.94 

k ≈ [0,05-0,5] M-1.s-1
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Schéma 16. Réaction de cycloaddition [2+2+2] entre un quadricyclane et un électrophile π. 

I-4.4. Réactions de couplage azoïque 

 La modification de protéine à l’aide d’un couplage azoïque entre un sel de diazonium 

aromatique et une tyrosine a déjà été démontrée. Cependant, en raison de l’abondance des résidus 

tyrosine à la surface des protéines, cette méthode n’est pas spécifique, ce qui limite son utilisation 

en bioconjugaison.95 Basé sur ces travaux, Chatterjee et coll. rapportent en 2017 une version 

améliorée de cette réaction en utilisant le 5-hydroxyindole à la place de la tyrosine (Schéma 17). 

Grâce à son cycle riche en électron, la réactivité avec les ions diazoniums aromatiques a été très 

largement augmentée, atteignant des vitesses de presque 4 500 fois plus rapide qu’avec la 

tyrosine (k = 6,3 x 104 vs 14,2 M-1.s-1). Grâce à son excellente vitesse de réaction, cette stratégie a 

pu être utilisée pour marquer des protéines recombinantes et comme linker pour l’ajout d’un 

fluorophore sur un fragment d’anticorps anti-HER2.96 

 
Schéma 17. Réaction de couplage azoïque entre un 5-hydroxyindole et un sel de diazonium. 

I-4.5. Réactions d’élimination rétro-Cope 

 En 2021, D. Kang et J. Kim rapportent une nouvelle réaction bio-orthogonale entre les N,N-

dialkylhydroxylamines et des alcynes contraints (Schéma 18). Dans ces travaux, la réactivité de 

divers cyclooctynes avec une hydroxylamine a été étudiée et comparée à celle obtenue par l’OCT. 

Comme pour les autres réactions de cycloaddition avec des alcynes contraints, une amélioration 

de la vitesse de réaction (jusqu’à 120 fois) a été observée lorsque la tension du cycle était 

augmentée. Malgré ces résultats intéressants, cette réaction d’hydroamination s’est montrée 

beaucoup plus sensible aux effets inductifs des substituants en position propargylique. Lorsque le 

k ≈ [0,05–0,5] M-1.s-1

k = [1-104] M-1.s-1
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cyclooctyne est substitué par deux atomes de fluor, une cinétique de 84 M-1.s-1 peut être 

mesurée.97 

 

Schéma 18. Réaction d’élimination rétro-Cope entre un alcyne contraint et une N,N-dialkylhydroxylamine. 

I-5. Bilan des principales réactions bio-orthogonales 

 Depuis l’introduction de la chimie bio-orthogonale au début du XXème siècle, le nombre de 

publications décrivant des réactions biocompatibles pour différentes applications ne cesse 

d’augmenter (Figure 7). Historiquement, les premières réactions bio-orthogonales à avoir été 

développées et appliquées sont les ligations chimiques natives, la ligation de Staudinger et la 

condensation entre les carbonyles et les amines. Même si dans un premier temps les ligations 

chimiques étaient limitées à des réactions incluant des résidus cystéines et des dérivés thioester, 

des alternatives ont permis d’élargir leur domaine d’application jusqu’à obtenir des vitesses de 

réaction relativement intéressantes (10-1 M-1.s-1). Bien que hautement sélective, la ligation de 

Staudinger a montré certaines limites pour des applications in vivo, d’abord de par la faible 

stabilité de la phosphine vis-à-vis de l’hydrolyse, mais aussi et surtout par de faibles cinétiques de 

couplage (k = 10-3 M-1.s-1). Enfin, les condensations carbonyles/cétones ont également montré des 

cinétiques de l’ordre de 10-3-10-1 M-1.s-1, mais les conditions de réaction nécessaires (pH acide, 

concentration en réactifs) ne sont pas toujours adaptées à une utilisation en milieu biologique. 

 
Figure 7. Évolution du nombre de publications incluant le terme « Bioorthogonal chemistry » entre 2003 et 2023 

(recherche effectuée sur PubMed le 04/03/2024). 
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 C’est dans ce contexte d’amélioration de la réactivité qu’ont émergé les réactions de 

cycloaddition et plus particulièrement celles catalysées par des métaux de transitions, et 

notamment le cuivre. La CuAAC a rapidement été utilisée pour des réactions de bioconjugaison 

permettant le marquage de systèmes biologiques. Cette réaction repose sur l’utilisation d’un 

catalyseur au cuivre qui permet d’accélérer les réactions jusqu’à un million de fois pour atteindre 

des cinétiques allant de 1 à 104 M-1.s-1, rendant possible la réaction à température ambiante. 

Cependant, la présence de cuivre dans le milieu peut être considérée comme une limite à cause de 

son effet cytotoxique, et même si cette toxicité peut être modérée par l’utilisation d’un ligand, le 

développement de méthodes sans catalyseur a été privilégié.  

 C’est dans cette optique que la SPAAC a été développée, en remplaçant l’utilisation 

d’alcynes terminaux par des alcynes contraints. À la différence de la CuAAC, cette réaction n’est 

pas régiospécifique et conduit à la formation de deux isomères, ce qui peut altérer la fixation sur 

la cible. Néanmoins, cette hétérogénéité ne s’est pas montrée limitante pour des applications 

cellulaires voire in vivo. Dans un premier temps, ce type de réaction pouvant se dérouler en 

conditions physiologiques montrait une cinétique de réaction relativement lente (k = 1,2 x 10-3 M-

1.s-1). Un travail d’optimisation de la structure des réactifs, que ce soit au niveau du cyclooctyne 

ou de l’azoture, a permis d’atteindre des valeurs de cinétique de réaction allant jusqu’à 4 M-1.s-1. 

 Même si les azotures restent les 1,3-dipôles les plus utilisés, d’autres alternatives basées 

sur l’utilisation de dérivés nitrones, oxydes nitriles ou encore diazoacétates ont été développées 

pour des réactions de cycloadditions avec les alcynes contraints. Parmi elles, la SPANC s’est 

distinguée par une meilleure réactivité avec les cyclooctynes (jusqu’à 59 M-1.s-1) et a été utilisée 

en bioconjugaison pour la modification de protéines. 

 Enfin, la plus grande avancée dans le domaine de la chimie bio-orthogonale est la 

découverte de la réaction IEDDA entre les tétrazines et les diénophiles contraints. Ce système, l’un 

des plus étudiés, a permis d’obtenir la cinétique de réaction la plus rapide dans ce domaine avec 

une valeur de 1,14 × 107 M–1·s–1. Grâce à ces cinétiques extrêmement rapides, ces réactions 

peuvent se faire sur de faibles concentrations, similaires à celles des protéines intracellulaires. 

Cependant, leur haute réactivité est associée à certains problèmes de stabilité des précurseurs, en 

particulier pour le TCO qui peut s’isomériser en CCO, ce qui peut être limitant pour certaines 

applications in vivo. 

 Les réactions de cycloaddition entre une sydnone et un alcyne vrai catalysées au cuivre 

(CuSAC) ou sous contrainte stérique (SPSAC) sont également des systèmes très étudiés. Leurs 

vitesses de réactions s’étendent sur une large gamme (10-2 - 104 M–1·s–1) et dans certains cas 

permettent même de rivaliser avec les valeurs atteintes par le système IEDDA (Figure 8). Ces 
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systèmes seront au cœur de l’étude qui suivra dans ce manuscrit et feront l’objet d’une partie 

dédiée (Partie III- Les sydnones).  

 

Figure 8. Représentation des constantes de vitesse des principales réactions bio-orthogonales. 

  

Constante de vitesse (M-1.s-1)

Ligation de Staudinger

Réactions de condensations

SPAAC

Sydnones (SPSAC – CuSAC)

CuAAC

IEDDA

10-3 10-2 10-1 1 101 102 103 104 105 106 10710-4



- 32 - 
 

II- Apport de la chimie bio-orthogonale pour la production des 
radiopharmaceutiques 

II-1. La médecine nucléaire 

 La médecine nucléaire est une spécialité médicale basée sur l’utilisation de médicaments 

radioactifs, appelés radiopharmaceutiques, et employés pour deux applications distinctes : i) 

l’imagerie, afin de visualiser la distribution d’un radionucléide dans l’organisme ; ii) la thérapie, 

axée sur l’irradiation des cellules ciblées pour les détruire. Bien que certains radionucléides 

puissent être utilisés directement comme les radioisotopes de l’iode, qui présentent une affinité 

naturelle pour la thyroïde, la majorité d’entre eux est liée à une molécule vectrice et séparée par 

un espaceur (Figure 9). Le vecteur choisi doit être capable de cibler spécifiquement l’organe ou 

les cellules d’intérêt afin de transporter le radionucléide qui, grâce à ses rayonnements, va 

permettre leur localisation ou leur destruction.98 

 
Figure 9. Représentation simplifiée d’un radiopharmaceutique. 

 Cette approche médicale s’appuie sur les caractéristiques des radionucléides, des isotopes 

instables en raison d’un excès de protons et/ou de neutrons. Pour retrouver leur état stable, ces 

radioisotopes vont subir une désintégration en émettant différentes particules (ou 

rayonnements) aux caractéristiques variées et pouvant être utilisées pour l’imagerie diagnostique 

ou la radiothérapie interne vectorisée (Figure 10).99 

 
Figure 10. Différents types d’émissions possibles pour des applications en médecine nucléaire. Créée avec BioRender.com 

  

Espaceur

Radionucléide

Cible
Molécule 
vectrice

Radiopharmaceutique

Site de 
marquage



- 33 - 
 

 Le radionucléide : 

 Pour être considéré en médecine nucléaire, un radionucléide doit répondre à plusieurs 

critères : i) sa demi-vie doit être suffisamment longue pour la préparation et l'acheminement du 

radiopharmaceutique, mais assez courte pour éviter l'irradiation prolongée des tissus sains ; ii) 

sa désintégration doit idéalement conduire à un noyau stable, afin d’assurer une meilleure 

radioprotection, mais également d’éviter des signaux parasites en imagerie ou une forte toxicité 

en fonction de l’émission du noyau fils ; iii) sa demi-vie doit être compatible avec celle du vecteur 

pour une meilleure efficacité ; iv) le radionucléide doit être facilement accessible pour être utilisé 

en routine. Si tous ces critères sont respectés, son application dépendra alors des rayonnements 

qu’il émet. 

 En imagerie, les radionucléides qui émettent des particules peu énergétiques mais 

fortement pénétrantes sont privilégiés afin de pouvoir être détectés par des caméras en dehors 

de l’organisme. La tomographie par émission de positons (TEP) et la tomographie par émission 

monophotonique (TEMP) sont les deux techniques d’imagerie utilisées en médecine nucléaire. La 

TEP se base sur l’utilisation d’isotopes radioactifs émettant des rayonnements béta plus (β+) 

(Tableau 1). En se désintégrant l’isotope émet un positon qui, une fois annihilé avec un électron 

présent dans le milieu, produit deux photons gamma (γ) de 511 kiloélectronvolts (keV) émis à 

180° l’un de l’autre. Ces deux photons sont détectés en coïncidence et un traitement informatique 

permet de reconstruire les images. Le radioisotope le plus utilisé en TEP est le fluor-18 avec 

notamment le radiotraceur [18F]Fluorodésoxyglucose ([18F]FDG).100  

Radionucléide T1/2 Type d’émission Emax (keV) Application 

11C 20,4 min β+ 960 TEP 

18F 109,8 min β+ 634 TEP 
68Ga 67,8 min β+ 1 899 TEP 
89Zr 78,4 h β+  909 TEP 

99mTc 6,0 h γ 141 TEMP 
111In 67,2 h γ 245 TEMP 

123I 13,2 h γ 159 TEMP 

Tableau 1. Exemples de radionucléides les plus utilisés en imagerie. 

 Les émetteurs de rayonnements γ possèdent une énergie variable entre quelques keV et 

plusieurs mégaélectronvolts (MeV) mais seuls les rayonnements peu énergétiques, généralement 

entre 100 et 400 keV, sont utilisés en imagerie TEMP (Tableau 1). Cette technique de scintigraphie 

repose sur l’utilisation de gamma-caméras effectuant une rotation autour du patient pour 

permettre la reconstruction 3D. Actuellement, le radioisotope le plus utilisé en routine est le 

technetium-99m (99mTc), dans le cadre de scintigraphie osseuse par exemple.101 
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 La radiothérapie interne vectorisée privilégie quant à elle les radioisotopes qui émettent 

des particules fortement ionisantes mais avec une faible distance de pénétration, ce qui permet 

de détruire les cellules traversées sans irradier les tissus sains autour de la tumeur. On retrouve 

dans cette catégorie trois types d’émissions : les particules β-, alpha (α) et les électrons Auger 

(Tableau 2). Les particules β-, qui sont les plus pénétrantes (2 à 10 mm), possèdent des énergies 

allant de 0,5 à 2,3 MeV et sont les plus adaptées pour les tumeurs solides de petite ou moyenne 

taille. Les particules α, correspondant à un noyau d’hélium ( 𝐻𝑒2
4 ), sont beaucoup moins 

pénétrantes (10-100 µm) mais beaucoup plus énergétiques (4 à 8,5 MeV). En raison de ces 

caractéristiques et de leur transfert d’énergie linéique (TEL) bien plus important (0,2 à 2 keV/µm 

pour les β- vs 50 à 230 keV/µm pour les α), les émetteurs α sont idéaux pour l’irradiation sélective 

de tumeurs de petite taille comme les micrométastases, les cellules isolées, dans le cas de cancers 

hématopoïétiques ou pour détruire les cellules résiduelles après une chirurgie. Concernant les 

électrons Auger, générés lorsqu’un atome instable capte un électron présent à sa périphérie ou 

lors de l’expulsion d’un des électrons du noyau suite à un transfert interne d’énergie, ils possèdent 

l’énergie d’ionisation la plus faible (0,001 à 1 keV). Cependant leur faible parcours dans la matière 

(<1 µm) conduit à un TEL élevé (4 à 26 keV/µm).102,103 

Radionucléide T1/2 Type d’émission Emax (keV) 

90Y 64,8 h β- 2 284 

131I 8,0 j β- 606 

177Lu 6,71 j β- 497 

211At 7,2 h α 5 900 – 7 500 

213Bi 45,6 min α 5 870 – 8 377 

225Ac 10,0 j α 5 829 - 8 377 

125I 59,9 j e- Auger 31 

Tableau 2. Exemples de radionucléides les plus utilisés en radiothérapie interne. 

 Le vecteur : 

 Pour être utilisé en médecine nucléaire, un vecteur doit répondre à différents critères : i) 

il doit posséder une bonne affinité et spécificité pour sa cible, pour permettre une accumulation 

du radiopharmaceutique ; ii) sa pharmacocinétique doit être adaptée à la demi-vie du 

radionucléide, afin que l’irradiation se produise majoritairement sur la cible ; iii) sa clairance 

sanguine dans les tissus sains doit être suffisamment rapide pour éviter une toxicité du 

radionucléide ou des problèmes de contraste en imagerie. 

 Les anticorps, en particulier les IgG, représentent une classe de vecteur d’intérêt. Grâce à 

leur pharmacocinétique lente, ils sont parfaitement adaptés pour des radionucléides à longue 

demi-vie. Pour les radionucléides à courte demi-vie, il est nécessaire d’avoir des cinétiques de 

biodistribution plus rapides, qui sont généralement obtenues grâce à l’utilisation de fragments 
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d’anticorps (Figure 11 A)104, de dérivés peptidiques (Figure 11 B)105 ou même de petites molécules 

(Figure 11 C).106 En revanche, plus la taille du vecteur est limitée et plus il convient d’être attentif 

lors de l’étape de radiomarquage, car une modification structurale trop importante pourrait 

entrainer une perte de reconnaissance pour la cible visée. 

 
Figure 11. Exemples de radiopharmaceutiques ayant été approuvés par la FDA pour des applications en médecine 

nucléaire. (A) Les anticorps et leurs dérivés ; (B) les peptides ; (C) les petites molécules. 

II-2. Méthodes classiques de radiomarquage des protéines 

 L’introduction du radionucléide sur le vecteur est une étape clé de la production d’un 

radiopharmaceutique. Par exemple, les isotopes de l’iode peuvent être directement fixés sur une 

protéine via une réaction de substitution électrophile aromatique, à condition que des résidus 

tyrosines soient présents sur la biomolécule. Cette stratégie, notamment utilisée pour la 

production du 131I-Tositumomab (Bexxar®),107 un radiopharmaceutique utilisé dans le traitement 

des lymphomes non-hodgkiniens, repose sur l’utilisation d’iode électrophile (I+) généré in situ 

grâce à des agents oxydants comme la chloramine T, l’Iodogen® ou le N-chlorosuccinimide 

(Figure 12).108 

 
Figure 12. Exemple de radiomarquage direct d’un anticorps au niveau des résidus tyrosines. 
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 Ces méthodes n’étant pas adaptées aux autres halogènes et aux radiométaux, 

l’incorporation d’un radionucléide sur une protéine est généralement réalisée par : i) une 

approche de pré-marquage, dans laquelle une molécule est radiomarquée, puis conjuguée à une 

biomolécule (Figure 13 A) ; ii) une approche de post-marquage, pour laquelle le radiomarquage a 

lieu après la fonctionnalisation de la protéine (Figure 13 B). Indépendamment de la méthode 

choisie, la réaction de bioconjugaison doit être chimiospécifique pour réagir avec un seul type de 

groupement fonctionnel, et se faire sur un nombre de positions limité pour réduire le risque de 

modifications au niveau du site de reconnaissance de la protéine. Ce paramètre est d’autant plus 

important lorsque la taille de la macrobiomolécule se réduit. La majorité des stratégies de 

fonctionnalisation repose sur l’utilisation des résidus lysines, réagissant avec des groupes 

carboxyles activés comme les N-hydroxysuccinimides (NHS) ou isothiocyanates, et des résidus 

cystéines avec des maléimides.109 

 
Figure 13. Approches utilisées pour le radiomarquage d’anticorps. (A) Pré-marquage ; (B) Post-marquage. 

 Lorsque les conditions de marquage sont susceptibles d’altérer la structure de l’anticorps 

(température élevée, pH ou solvant organique), la stratégie de pré-marquage est utilisée. Un des 

premiers exemples développé utilisant cette approche est le réactif de Bolton Hunter.110 Cette 

méthode permet la radioiodation de protéines n’ayant pas de tyrosines accessibles, en utilisant 

un ester activé pour se coupler à une lysine (Schéma 19 A). Cependant, en raison de problème de 

stabilité du marquage propre au groupement iodotyrosine,111 cette approche a évolué vers une 

méthode utilisant le groupement N-succinimidyl-3-iodobenzoate (SIB) présentant une meilleure 

stabilité et ayant été appliqué depuis au fluor-18 et à l’astate-211 (Schéma 19 B).112 
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Schéma 19. Méthodes de radiomarquage d’un anticorps à l’iode. (A) A l’aide du réactif de Bolton-Hunter ; Par la méthode 

du SIB (B). 

 Lorsque les conditions de marquage ne risquent pas d’altérer la structure de l’anticorps, 

la stratégie de post-marquage est utilisée. Bien que les premiers agents chélatants développés 

étaient acycliques, les agents chélatants macrocycliques sont aujourd’hui les plus utilisés en règle 

générale. A titre d’exemple, pour des applications en imagerie nucléaire on retrouve la 

desferrioxamine (DFO), un agent acyclique pour la complexation du zirconium-89,113 l’acide 

1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique (DOTA) ou l’acide 1,4,7-

triazacyclononane-1,4,7-triacétique (NOTA), des macrocycles utilisés pour les marquages au 

cuivre-64 ou au gallium-68 (Figure 14 A).114 

 
Figure 14. (A) Exemples d’agents chélatants bifonctionnels utilisés pour la complexation de radiométaux (zirconium-89, 

cuivre-64, galium-68) ; (B) Radiohalogénation d’un anticorps à l’aide de la méthode des acides boroniques. 

 En ce qui concerne plus spécifiquement la radiohalogénation, une approche indirecte a 

récemment été développée au laboratoire pour le radiomarquage d’un anticorps préalablement 

modifié par une fonction acide boronique, à l’iode-125 et à l’astate-211 (Figure 14 B).115 



- 38 - 
 

II-3. Limites de ces méthodes 

 En raison de leur faible présence à la surface des protéines, les thiols issus des résidus 

cystéines sont un choix judicieux pour la modification chimiosélective de protéines mais peuvent 

être difficiles à cibler en raison de leur facilité à former des ponts disulfures.116 De plus, des 

problèmes de rétro-Michael in vivo peuvent être observés lorsqu’un maléimide est utilisé pour la 

bioconjugaison. Bien qu’utilisés pour le radiomarquage direct de protéine à l’iode, les résidus 

tyrosines sont relativement peu réactifs et peu utilisés en bioconjugaison. De par leur nucléophilie 

et leur grande accessibilité, les amines provenant des résidus lysines sont utilisés comme site 

préférentiel pour l’introduction d’un radionucléide (environ 90% des cas). 

 Néanmoins, bien qu’elles soient présentes en grand nombre à la surface des protéines, 

l’utilisation des lysines comme site de conjugaison conduit à un manque de spécificité (Schéma 

20). En effet, il est impossible de contrôler le nombre de radionucléides fixés sur la biomolécule, 

conduisant à l’obtention d’une solution hétérogène de protéines radiomarquées. Si certaines 

recevront un, deux ou plusieurs radionucléides, d’autres n’en possèderont aucun. Un autre 

problème de cette conjugaison aléatoire est la potentielle modification du site de reconnaissance 

de la protéine, pouvant modifier considérablement ses performances in vivo (pharmacocinétique, 

sélectivité, affinité et stabilité du produit final).117 

 
Schéma 20. Exemple d’un marquage aléatoire d’une macrobiomolécule en utilisant les résidus lysines. 

 Les réactions de couplage entre un ester activé et une lysine, permettant la formation de 

fonctions amides, sont initiées par une attaque nucléophile de l’amine sur le carbonyle de l’ester 

activé. Si pour que l’amine soit suffisamment réactive, des conditions légèrement basiques (pH ≈ 

8-9) sont nécessaires, des problèmes d’hydrolyse de la fonction ester activé peuvent être observés 

avec les ions hydroxydes générés. Ces réactions parasites ont pour conséquence de diminuer les 

rendements de couplage, jusqu’à 50 % dans certains cas (Schéma 21).118 Si ces pertes peuvent être 

légèrement diminuées en ayant une concentration de protéine suffisamment élevée (≥5 mg/mL), 

Site de reconnaissance 
de la protéine
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des problèmes d’agrégation ou de précipitation peuvent alors être observés. De plus, 

l’augmentation de la concentration en protéine peut également entrainer une diminution de 

l’activité molaire finale. 

 
Schéma 21. Exemple de réaction d’hydrolyse observée lors du marquage d’un anticorps. 

 Du fait des concentrations très faibles de molécule radiomarquée (μM à nM) dans le milieu 

réactionnel lors du radiomarquage, les protéines sont toujours présentes en excès. En raison de 

propriétés chimiques similaires, il peut être difficile de séparer les protéines radiomarquées de 

celles non radiomarquées. Le problème est qu’une fois injectées, si les deux protéines sont 

toujours présentes, les sites de liaison de la cible d’intérêt peuvent être occupés par une protéine 

non radiomarquée réduisant ainsi l’efficacité du radiopharmaceutique. C’est pourquoi il est 

primordial d’utiliser le minimum de précurseur possible.117 

 Les problèmes d’activité molaire ou l’absence de régiospécificité rendent ces méthodes 

peu reproductibles et peuvent freiner leur transfert vers le milieu clinique. De plus, dans la 

majorité des cas, comme les conditions de réactions doivent être adaptées aux différents types de 

vecteurs ou radionucléides, le développement de radiopharmaceutiques pouvant être utilisé à la 

fois en imagerie et en thérapie (théranostique) est plus difficile. Par conséquent, de nombreux 

efforts ont été réalisés pour développer de nouvelles stratégies visant à générer des radiotraceurs 

de façon plus fiable, parmi lesquelles figure la chimie clic. 

II-4. Radiomarquage de vecteurs à l’aide de la chimie bio-

orthogonale 

 Si la chimie bio-orthogonale a eu un impact considérable sur presque toutes les branches 

de la chimie, en allant du développement de médicaments, aux nanosciences en passant par la 

chimie des polymères, elle s’est également révélée intéressante pour des applications en 

radiochimie. En effet, les réactions clics présentent plusieurs avantages comparées à certaines 

méthodes classiques : i) des cinétiques de réaction rapides, ce qui permet l’utilisation de 

radionucléides à demi-vie courte ou de travailler à faible concentration afin d’améliorer l’activité 

molaire ; ii) des conditions de réactions douces, permettant le radiomarquage de molécules 

sensibles ; iii) des réactions biocompatibles, intéressantes lorsqu’il est nécessaire de travailler en 

conditions aqueuses pour les biomolécules ; iv) des réactions chimio- et régiosélectives, limitant 
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la formation de sous-produits. Dans cette première partie, nous nous intéresserons à diverses 

applications de la chimie bio-orthogonale dans la production des radiopharmaceutiques en se 

concentrant sur les trois réactions les plus utilisées à savoir la CuAAC, la SPAAC et la IEDDA. 

II-4.1. CuAAC 

 Click-to-chelate :  

 La première publication rapportant l’utilisation de la chimie clic pour la production des 

radiopharmaceutiques date de 2006. Il a été constaté que les triazoles 1,4-disubstitués 

partageaient des caractéristiques structurelles et électroniques similaires aux imidazoles 1,4-

disubstitués des dérivées N-histidines. Ces motifs se sont révélés être d’excellents chélatants pour 

les noyaux organométalliques comme le 99mTc,119 et le groupe de R. Schibli s’est intéressé à 

l’utilisation de la CuAAC afin de créer l’approche « click-to-chelate ». En fonction de la structure 

de l’alcyne et de l’azoture, deux types de triazoles 1,4-disubstitués peuvent être générés. Dans un 

cas, l’atome d’azote N3 du triazole sera impliqué dans la chélation du radiométal (regular click) et 

dans l’autre, ce sera l’atome d’azote N2 (inverse click) (Schéma 22). Contrairement aux 

nombreuses étapes nécessaires pour la synthèse de dérivés N-histidines, l’utilisation de la chimie 

clic permet l’obtention des triazoles en seulement une étape et avec des rendements supérieurs à 

95 %. De plus, des études in vitro et in vivo menées sur la bombésine, un peptide à affinité 

tumorale, ont montré une excellente stabilité et un profil pharmacologique quasiment identique 

à celui obtenu avec son analogue histidine.120 Plus récemment, au vu de ces avantages, cette 

stratégie a pu être utilisée pour la visualisation des récepteurs 5HT1A de la sérotonine dans le 

cerveau121 ou encore pour synthétiser de nouvelles sondes radiomarquées au 99mTc.122 

 
Schéma 22. Utilisation de l’approche “click-to-chelate” pour la complexation de biomolécules avec fac-[M(CO)3] (M = 

99mTc, Re). 

 Si cette méthode est principalement décrite pour le marquage de biomolécules au 99mTc, 

une étude récente de C. Orvig a permis de montrer que cette approche pouvait être étendue à 

d’autres radiométaux comme l’actinium-225 et l’indium-111. Après avoir synthétisé le ligand 

H4picoopa-triazole-Bn-NH2 grâce à une réaction CuAAC, des études de radiomarquage ont été 
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réalisées sur ce composé avec les ions [225Ac]Ac3+ et [111In]In3+, puis comparées aux résultats 

obtenus avec du DOTA. Cette approche de « click-to-chelate » a présenté un net avantage 

puisqu’elle a permis d’obtenir un ligand avec une affinité plus élevée pour les deux ions, 

conduisant à des conversions radiochimiques supérieures à 95 % en seulement 10 minutes à 

température ambiante et à des concentrations faibles de ligand (10-6 M), conditions bien plus 

favorables que le DOTA (85 °C, 30 min, 10-3 M).123 Ces observations ont pu être confortées par ce 

même groupe quelques mois plus tard avec l’utilisation d’un autre ligand, le H3TPAN, démontrant 

une méthode robuste pour la préparation de sondes d’intérêts basées sur la paire théranostique 

225Ac/111In (Figure 15).124 

 
Figure 15. Structure chimique des ligands discutés dans ces deux études pour le radiomarquage à 225Ac et 111In. 

 Amélioration de l’activité molaire :  

 En médecine nucléaire, l’activité molaire d’un radiopharmaceutique se doit d’être la plus 

élevée possible pour éviter une mauvaise absorption du traceur et un faible rapport signal/bruit 

dans les tissus ciblés. Les méthodes classiques visant à l’améliorer consistent généralement à 

réduire la quantité de précurseur lors du radiomarquage ou à effectuer une purification par 

chromatographie liquide haute performance (HPLC). Cependant, ces méthodes peuvent impacter 

les rendements radiochimiques (RRC) et allonger le temps de radiosynthèse. En s’appuyant sur la 

CuAAC, Millward et coll. rapportent en 2017 une méthode innovante permettant d’augmenter 

l’activité molaire sans impacter les conditions de radiomarquage. Cette approche repose sur 

l’utilisation d’une résine fonctionnalisée par des azotures ayant pour but de piéger les alcynes en 

excès n’ayant pas réagi lors de la réaction de marquage du 2-[18F]fluoroéthylazoture (Schéma 23). 

Testée sur différents composés radiomarqués avec des poids moléculaires différents (288,1 à 1 

762,8 g.mol-1), la résine a permis d’éliminer plus de 98 % des alcynes en excès en seulement 20 

minutes à température ambiante. Tous les radiotraceurs ont pu être isolés avec des puretés 

radiochimiques (PRC) supérieures à 99 % et une amélioration de l’activité molaire jusqu’à 200 

fois supérieure à celle qui pouvait être obtenu sans cette méthode.125 
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Schéma 23. Amélioration de l’activité molaire de peptides radiomarqués par CuAAC grâce à une résine fonctionnalisée. 

 Faciliter la radiohalogénation en deux étapes :  

 Les radionucléides sont généralement introduits lors de la dernière étape de production 

d’un radiopharmaceutique via l’utilisation de groupements prosthétiques. Cependant, cette 

méthode n’est pas toujours la plus adéquate et nécessite parfois de radiomarquer la molécule 

portant l’azoture ou l’alcyne avant de la coupler au vecteur. Des travaux rapportés par D. M. Perrin 

ont permis de présenter les avantages et les inconvénients d’une approche de fluoration en deux 

étapes utilisant la CuAAC, comparé à une méthode en une étape (Schéma 24). Cette étude s’est 

basée sur le radiomarquage au fluor-18 du LLP2A, un peptidomimétique spécifique de l’intégrine 

α4β1. Dans le premier cas, un précurseur ester arylboronique a été directement radiomarqué alors 

que dans le deuxième, un groupement prosthétique contenant un alcyne a été radiomarqué avant 

la réaction clic avec le LLP2A modifié par un azoture. Si le rendement radiochimique était meilleur 

pour la méthode en deux étapes (≈ 30 % vs ≈ 15 %), des activités molaires relativement faibles 

sont rapportées quelle que soit la méthode (1,31 mCi/μmol).126 

 
Schéma 24. Radiohalogénation du peptidomimétique LL2PA. (A) En 1 étape ; (B) En 2 étapes. 

 Si cette approche en deux temps permet le radiomarquage de molécules plus sensibles, 

elle peut également être employée dans le développement de protocoles entièrement 

automatisés. Alors que dans certains cas, les radiomarquages sont effectués par un automate et la 
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réaction de cycloaddition est effectuée manuellement, d’autres groupes utilisent des automates 

pour effectuer les deux étapes. C’est le cas notamment de P. Ferraboschi, qui rapporte en 2022 

une méthode entièrement automatisée de radiofluoration d’un analogue du PSMA-617. Alors que 

le RRC moyen de la radiofluoration était de 25 à 36 %, celui de la réaction clic était de 92 % en 

seulement 20 minutes.127 Cette approche en deux étapes entièrement automatisée est donc très 

intéressante en vue d’une transposition en clinique. 

 Implication dans la radiohalogénation :  

 En 2013, Årstad et coll. démontrent la possibilité d’obtenir des 5-[125I]iodo-1,2,3-triazoles 

à l’aide d’une réaction « one-pot » médiée par le cuivre (II) entre un alcyne, un azoture et de l’iode-

125 (Schéma 25 A).128 Basée sur cette étude pionnière, l’équipe de H. Mikula décide de transposer 

cette réaction à l’astate-211, un radiohalogène émetteur de particules α, pour synthétiser une 

large gamme de 5-[211At]astato-1,2,3-triazoles avec des RRC supérieurs à 70 % en seulement 10 

minutes (Schéma 25 B). 

 
Schéma 25. Synthèse de 5-[125I]iodo128 et 5-[211At]astato-1,2,3-triazoles129 à l’aide de la réaction CuAAC. 

 Lors de cette étude, les auteurs émettent l’hypothèse que l’espèce 211At+ est formée par 

oxydation du cuivre (II) et réagit par substitution électrophile avec un complexe 

cuivre(I)−triazolyle dinucléaire pour fournir le produit attendu. En revanche, bien que cette 

stratégie permette la synthèse rapide de sondes radiohalogénées, ces composés présentent des 

problèmes de stabilité.129 

 Radiométallation : 

 L’un des exemples de CuAAC les plus parlants de ces dernières années dans ce domaine 

est son application pour le développement du [68Ga]Ga-Trivehexin, un radiotraceur utilisé lors 

d’une étude clinique comme agent d’imagerie TEP de l’adénocarcinome pancréatique et du cancer 

de la tête et du cou. Lors de cette étude, un chélateur triazacyclononane-triphosphinate portant 

des azotures a été couplé via la CuAAC à trois nonapeptides cycliques puis radiomarqué au 

gallium-68 (Figure 16). Le radiomarquage a été effectué selon une procédure automatisée dans 
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une zone stérile permettant d’obtenir une solution saline finale de 450 ± 45 MBq (en partant de 

600 MBq) et une PRC mesurée par HPLC supérieure à 95 %. Après avoir administré aux patients 

le traceur par voie intraveineuse, aucun effet pharmacologique indésirable ou cliniquement 

détectable n’a été observé. De plus, les analyses d’imagerie TEP ont permis de montrer que 120 

minutes après l’injection, le gallium-68 était toujours lié à son vecteur.130 

 
Figure 16. Structure du [68Ga]Ga-Trivehexin. 

 Malgré les résultats encourageants de l’utilisation de la CuAAC pour la radiométallation, il 

est nécessaire de faire attention à ce qu’il n’y ait plus de traces de catalyseur étant donné la toxicité 

du cuivre vis-à-vis des cellules, mais aussi pour éviter une compétition avec le radiométal ou une 

transmétallation. En effet, au vu de la quantité de catalyseur très élevée par rapport au radiométal, 

dans certains cas, le chélatant peut coordonner le catalyseur au cuivre plutôt que le radiométal. 

Pour limiter ces problèmes, diverses méthodes ont été développées au cours des dernières années 

comme par exemple l’utilisation de sulfure de sodium pour faire précipiter le catalyseur 

permettant son élimination par filtration,131 ou encore l’utilisation de chélatants protégés, 

permettant la purification du cuivre (I) avant l’étape de déprotection et de radiomarquage.132 

 Impact sur les caractéristiques du radiopharmaceutique : 

 Alors que la CuAAC a su se montrer utile dans la production des radiopharmaceutiques, il 

est intéressant de noter que le 1,2,3-triazole synthétisé peut également avoir un impact sur ses 

propriétés. Certaines études ont montré que la présence de ce motif permettait d’augmenter la 

stabilité métabolique,133 l’affinité de liaison des radiopharmaceutiques134 ou encore de réduire la 

défluoration135. Cependant, des travaux réalisés par l’équipe de F. Benard ont montré que la 

présence d’un triazole n’était pas toujours avantageuse, avec une absorption rénale plus 
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importante pour la molécule obtenue par cycloaddition comparée à la version sans le triazole (7,6 

± 1,0 % ID/g vs 2,2 ± 0,5 % ID/g).136 

II-4.2. SPAAC 

 Radiohalogénation : 

 En 2011, L. S. Campbell-Verduyn et son équipe rapportent le premier exemple de SPAAC 

appliqué au radiomarquage au fluor-18 d’un analogue de la bombésine, souvent utilisée pour 

l’imagerie tumorale. Après modification du peptide par un DIBAC, cette méthode a permis la 

synthèse de trois radiotraceurs avec des RRC de 19, 31 et 37 % en seulement 15 minutes, tout en 

conservant l’affinité de la bombésine pour sa cible (Schéma 26).137 

 

Schéma 26. Marquage au fluor-18 d’un analogue de la bombésine. 

 Basée sur une première étude de 2016 utilisant la CuAAC pour radiomarquer au fluor-18 

un nanobody 2Rs15d spécifique du récepteur HER2, exprimé dans les cancers du sein, des ovaires 

ou colorectal,138 l’équipe de M. R. Zalutsky décrit deux ans plus tard  une étude utilisant l’approche 

SPAAC pour tenter d’améliorer l’efficacité de la réaction et diminuer le temps de la radiosynthèse 

(Schéma 27). Dans cette étude, le même nanobody a été pré-modifié par une fonction azoture pour 

réaction avec un DBCO marqué au fluor-18. Bien que cette réaction se présentait comme plus 

rapide que la CuAAC (2 vs 3 heures), le rendement global était similaire à cause du rendement de 

conjugaison beaucoup plus faible (23,9 ± 6,9 % vs 40,8 ± 9,1 %). Cependant, le nanobody modifié 

par SPAAC a montré une excellente affinité et immunoréactivité pour HER2 ainsi qu’une 

absorption tumorale à deux heures similaire à celle obtenue pour le même nanobody modifié par 

un N-succinimidyl-4-guanidinométhyl-3-iodobenzoate (6,42 ± 1,70 % ID/g vs 4,78 ± 1,39 % 

ID/g).139 
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Schéma 27. Marquage du nanobody 2Rs15d au fluor-18 en utilisant la réaction SPAAC. 

 Click-then-chelate :  

 Au vu des potentiels problèmes liés à l’utilisation de la CuAAC pour la conjugaison de 

chélatants, il n’est pas étonnant que la version sans cuivre se soit présentée comme une méthode 

alternative populaire pour la radiométallation. La méthode la plus utilisée pour y parvenir est 

celle du « click-then-chelate ». Cette stratégie a, par exemple, été utilisée en 2014, par C. J. 

Anderson et son équipe, pour le marquage au cuivre-64 du cétuximab. Après avoir modifié 

l’anticorps en y couplant des fonctions azotures, le macrocycle DBCO-CB-TE1A1P a été greffé par 

SPAAC et radiomarqué par du cuivre-64 avec un RRC supérieur à 90 % en 60 minutes à 40 °C. 

Alors qu’en utilisant un ester activé, seulement 1,5 chélatants par anticorps étaient mesurés, 

l’approche clic a permis l’introduction de 9 chélateurs par anticorps sans impacter l’affinité de 

l’anticorps (Schéma 28). Ces très bons résultats ont même pu être validés sur un autre agent 

chélatant, le DBCO-PEG4-CB-TE1K1P, avec la encore 9 chélateurs par anticorps.140 

 
Schéma 28. Comparaison de la stratégie « click-then-chelate » avec l’approche conventionnelle pour le radiomarquage 

d’un anticorps au cuivre-64. 

  

 



- 47 - 
 

 Chelate-then-click : 

 En 2019, la stratégie inverse de « chelate-then-click » est utilisée pour développer un 

nouvel agent d’imagerie du pool sanguin en radiomarquant une albumine de sérum bovin (BSA) 

au 99mTc. En raison d’une étape de complexation à 100 °C, non compatible avec la protéine, Kang 

et al. proposent une approche avec d’abord l’étape de radiomarquage, puis la réaction de 

cycloaddition. Pour y parvenir, la 2,2′-dipicolylamine, un chélatant fonctionnalisé par un azoture 

a été utilisé pour complexer l’intermédiaire [99mTc (CO)3(H2O)3]+, avant de le faire réagir avec la 

BSA modifiée par un DBCO. Après une première étape de marquage réalisée à 100 °C pendant 30 

minutes conduisant à des RRC supérieurs à 98 %, la réaction clic à 37 °C pendant 30 minutes 

permet d’obtenir des rendements de couplage allant de 76 à 99 %, en fonction du nombre de 

fragments DBCO liés à la protéine (Schéma 29).141 

 
Schéma 29. Utilisation de la stratégie « chelate-then-click » pour le marquage d’une BSA au technétium-99m. 

 Bioconjugaison site-spécifique : 

 La fixation aléatoire de chélateurs au niveau des résidus lysines de la biomolécule, 

représente la stratégie la plus utilisée pour la production des radiopharmaceutiques. Cependant, 

comme discuté précédemment, cette méthode entraine l’obtention d’une solution hétérogène de 

radiotraceur pouvant être problématique une fois leur utilisation in vitro ou in vivo. Pour pallier 

ces problèmes, il est possible de modifier la biomolécule de façon « site-spécifique ». La grande 

majorité de ces techniques utilisent les azotures plutôt que les alcynes contraints pour modifier 

spécifiquement une biomolécule car ils sont souvent mieux tolérés biologiquement.  

 En 2020 par exemple, Boros et coll. utilisent cette approche pour le radiomarquage à 

l’indium-111 et au zirconium-89 d‘un anticorps anti-HER2. Cette méthode est rendue « site-

spécifique » avec la modification au préalable de l’anticorps par des p-azidométhylphénylalanines, 

des résidus non naturels possédant dans leur structure des azotures. Après avoir modifié les 

anticorps par quatre azotures et couplés via SPAAC les composés DBCO-PEG4-DFO et DBCO-PEG4-

DO3A, ceux-ci ont été radiomarqués au 89Zr et 111In avec des rendements de 62 à 84 % et 45 %, 
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respectivement. Comparativement aux conjugués glycosylés conventionnels, un meilleur profil de 

biodistribution a été observé pour les deux radioimmunoconjugués étudiés.142 

 Contrairement aux méthodes classiques, cette stratégie permet l’obtention de 

radioimmunoconjugués de façon fiable et reproductible, à tel point qu’un essai clinique chez 

l’homme pour des patients atteints de cancer du sein, de l’estomac et de la vessie a été initié avec 

le[89Zr]Zr-DFO-pertuzumab (NCT04692831). 

 Utilisation en glyco-ingénierie : 

 Depuis les études de marquage de cellules métaboliques réalisées par C. R. Bertozzi sur les 

poissons zèbres, plusieurs travaux se sont portés sur la SPAAC pour faire de la glyco-ingénierie. 

Parmi ces travaux, on retrouve ceux de Z. Liu en 2020, qui utilise cette réaction pour suivre en 

temps réel des bactéries intestinales par imagerie TEP (Figure 17). Des bactéries ont été modifiées 

afin d’exprimer à leur surface des sucres fonctionnalisés par des azotures. Grâce à la SPAAC, ces 

bactéries ont été radiomarquées par un [64Cu]Cu-NOTA-DBCO, permettant l’étude in vivo de leur 

trajet et la compréhension de leurs apports dans le système immunitaire.143  

 
Figure 17. Marquage métabolique de bacteroides fragilis au cuivre-64 par SPAAC. Cette image a été reproduite avec la 

permission de la référence (143). 

 Malgré toutes ces applications, il est important de noter que les réactions SPAAC 

présentent certains désavantages. Comme pour les autres réactions de cycloaddition [3+2], deux 

régioisomères ayant des propriétés biochimiques et biophysiques potentiellement différentes 

peuvent être obtenus. La pharmacocinétique de la sonde, en particulier dans le cas des petites 

molécules, peut également être modifiée par l’empreinte polycyclique et hydrophobe des 

cyclooctynes. Ce problème a, par exemple, été mis en évidence par T. L. Ross et son équipe en 

2018, lors d’une comparaison entre deux radiotraceurs obtenus par SPAAC ou par CuAAC. 
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L’absorption tumorale plus faible pour la SPAAC (0,5 ± 0,1 vs 1,7 ± 0,1 %ID/g) a été attribuée à 

l’hydrophobie plus importante de la molécule.144 

II-4.3. IEDDA 

 Radiohalogénation : 

 En 2010, Fox et coll. rapportent le premier exemple de radiomarquage au fluor-18 basé 

sur la réaction entre une 3,6-di(2-pyridyl)-s-tétrazine et un TCO (Schéma 30). Après 

l’optimisation des conditions, le TCO marqué au fluor-18 a été obtenu avec un RRC de 71 % à 

partir d’un précurseur tosylé. La réaction de couplage avec la tétrazine a conduit au composé 

attendu en seulement 10 secondes et avec un RRC de 98 %. Enfin, alors que dans un milieu 

MeCN/H2O (1:1), une dégradation de la molécule finale à hauteur de 11 % pouvait être observée 

après 4 heures d’incubation et plus de 95 % après 48 heures, aucune dégradation n’a été observée 

en PBS.145 

 
Schéma 30. Marquage d’un TCO au fluor-18 par IEDDA. 

 En 2016, l’équipe de J. F. Valliant étend cette méthode en la transposant à un autre 

radiohalogène, l’iode-125. Lors de cette étude, une tétrazine portant l’iode radioactif a été couplée 

à un anticorps anti-VEGFR2 pré-modifié par un TCO, puis les résultats ont été comparés à la 

méthode d’iodation directe. Alors qu’avec la méthode directe un RRC de seulement 25 % a été 

obtenu, la réaction clic a permis de multiplier quasiment par trois cette valeur, avec un RRC de 

69%. De plus, aucune perte de spécificité pour le récepteur n’a été observée.146 

 Radiométallation : 

 Comme pour les autres systèmes, d’autres recherches se sont portées sur le 

développement de radiotraceurs marqués par des radiométaux. Les premiers travaux dans ce 

sens ont été rapportés par Lewis et al. en 2011 (Schéma 31). Ici, l’anticorps trastuzumab 

spécifique du ciblage du récepteur HER2 est couplé aux deux radionucléides les plus utilisés en 
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TEP, à savoir le cuivre-64 et le zirconium-89. Pour cela, un norbornène est fixé sur l’anticorps et 

celui-ci est couplé à une tétrazine possédant soit un DOTA, soit un DFO qui sont les agents 

chélatants les plus utilisés pour ces métaux. Alors que des temps d’incubation importants sont 

nécessaires pour modifier des anticorps par du DOTA ou du DFO avec les méthodes classiques, 

l’approche utilisant la chimie clic est beaucoup plus rapide. De plus, il est intéressant de noter que 

cette méthode est très robuste puisque les RRC sont similaires, que la réaction soit effectuée le 

jour même de la modification de l’anticorps par le norbornène ou 4 semaines plus tard, voir plus 

(à conditions qu’il soit stocké à 4 °C).147 

 
Schéma 31. Utilisation de la IEDDA pour le marquage au cuivre-64 et au zirconium-89 du trastuzumab. 

 En 2018, ce même groupe applique ce système au marquage d’un anticorps à l’actinium-

225 afin de le comparer à l’approche en deux étapes déjà utilisée en clinique (Schéma 32). Pour y 

parvenir, un DOTA-PEG7-Tz est tout d’abord marqué à l’actinium-225 pendant une heure à 37 °C 

afin d’obtenir le groupement prosthétique radiomarqué avec des RRC allant de 66 à 96 %, en 

fonction de l’activité de départ utilisée. Ensuite, la réaction clic est réalisée avec le 5B1-TCO et le 

huA33-TCO, deux anticorps pré-modifiés, en seulement 5 minutes et avec une PRC supérieure à 

98 % dans les deux cas. La conclusion de cette étude est que cette stratégie de marquage permet 

d‘obtenir des RRC largement supérieurs à la méthode classique (≈ 10 %). Une bonne stabilité in 

vitro est constatée, avec une PRC de plus de 70 % même après 10 jours. Enfin, pour l’anticorps 

5B1 une activité massique similaire à la méthode utilisée en clinique a été obtenue (2,8 à 4,6 

MBq/mg vs 3,0 à 4,4 MBq/mg).148 
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Schéma 32. Marquage d’un anticorps à l’actinium-225. (A) Méthode actuellement utilisée pour la production clinique 

d’immunoconjugué marqué au 225Ac ; (B) Stratégie de radiomarquage proposée utilisant le système IEDDA. 

 Bioconjugaison site-spécifique : 

 Comme pour la SPAAC, il est également possible d’utiliser la réaction IEDDA pour 

radiomarquer des biomolécules de façon site spécifique. On peut par exemple citer les travaux de 

l’équipe de G. Vaidyanathan qui, en 2021, modifie un VHH (Variable Heavy domain) au niveau d’un 

résidu thiol en position C-terminale via l’utilisation d’un maléimide portant une tétrazine (Schéma 

33). Une fois fixée, la biomolécule est marquée au fluor-18 à l’aide d’un groupement TCO 

contenant un linker clivable avec un RRC global de 9 %. Le radiotraceur [18F]F-5F7GGC a ensuite 

été injecté à des souris porteuses de tumeurs exprimant HER2, et l’imagerie TEP/CT a montré un 

rapport tumeur/rein plus élevé qu’une sonde sans linker.149 

  
Schéma 33. Marquage site-spécifique d’un VHH au fluor-18 par chimie clic. 

II-5. Préciblage 

 De par leur capacité à cibler des antigènes spécifiques exprimés à la surface des cellules 

tumorales, les anticorps sont utilisés depuis de nombreuses années en tant que vecteur pour 

l’administration de radionucléides permettant d’imager ou de traiter les cancers. Leur longue 

demi-vie biologique (10 à 21 jours pour les IgG)150 représente un avantage pour le ciblage des 

antigènes. La biodistribution optimale de ces vecteurs peut nécessiter plusieurs jours voire 

semaines, ce qui n’est pas forcément adapté à des radionucléides de courte demi-vie. Si certains 

radionucléides à demi-vie suffisamment longue comme le 177Lu (6,71 jours) ou le 89Zr (3,3 jours) 

sont utilisés, la circulation prolongée des radioimmunoconjugués résultants peut entrainer 
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plusieurs complications : i) une exposition inutile des tissus sains aux rayonnements ionisants, en 

particulier la moelle osseuse151 ; ii) un rapport optimal tumeur/sang long à obtenir ; iii) un indice 

thérapeutique non-optimal.152 C’est pourquoi, pour pallier ces problèmes tout en conservant les 

propriétés de ciblage des anticorps, des approches de ciblage en deux temps, également appelées 

préciblage, ont été imaginées (Figure 18).  

 
Figure 18. Représentation de la stratégie de préciblage in vivo. Cette image a été reproduite à partir de la référence (152). 

 Introduite dans les années 1980 par D. T. Reardan et D. Goodwin,153,154 ces méthodes 

consistent à administrer un anticorps modifié non-radiomarqué puis, après que celui-ci ait eu le 

temps de s’accumuler au niveau du site tumoral et de s’éliminer de la circulation sanguine, à 

injecter une petite molécule radiomarquée capable de venir se fixer sur le vecteur. Afin d’éviter 

les effets radiocytotoxiques au niveau des tissus sains, la pharmacocinétique de la petite molécule 

doit être la plus rapide possible tout en ayant le temps de se fixer rapidement à l’anticorps. Par 

conséquent, cette méthode diminue le temps de circulation de la radioactivité dans le corps, 

limitant considérablement l’irradiation des tissus sains, et facilite l’utilisation de radionucléide de 

plus faible demi-vie qui sont incompatibles avec les méthodes de ciblages classiques ou encore 

limite le signal non spécifique lors de l’examen diagnostic par imagerie TEP ou TEMP, améliorant 

les images.152  

En raison de son utilisation in vivo, les stratégies de préciblage doivent absolument impliquer des 

réactifs extrêmement sélectifs entre eux afin d’éviter des réactions indésirables avec la myriade 

de fonctions chimiques présentes dans le milieu biologique. Au cours des 40 dernières années, 

quatre grandes approches ont émergé (Figure 19) : i) le système (strept)avidine/biotine ; ii) le 
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système anticorps bispécifique/haptène ; iii) l’hybridation d’oligonucléotides complémentaires ; 

iv) la chimie clic. 

 

Figure 19. Représentation des 4 plus grandes approches de préciblage. Cette image a été reproduite à partir de la 

référence (152). 

 Grâce à leur constante d’affinité (de 1013 à 1015 M-1.s-1), faisant partie des interactions non 

covalentes les plus fortes, les approches de préciblage basées sur le système 

(strept)avidine/biotine ont  été explorées.155 Ces systèmes, en particulier ceux utilisant une 

streptavidine, ont même pu être utilisés dans plusieurs essais cliniques de phase I et II, montrant 

une résistance à des doses plus élevées d’yttrium-90  pour des patients ayant un lymphome non-

hodgkinien traités par préciblage comparé à ceux traités par radioimmunothérapie classique156 

ou encore une amélioration de la médiane de survie chez des patients atteints d’un gliome de haut 

grade.157 Cependant, toutes ces études ont révélé un taux accru d’anticorps humain anti-

streptavidine pour les patients recevant un immunoconjugué modifié par une streptavidine. A des 

taux suffisamment élevés, des réactions allergiques liées aux traitements peuvent être observées 

augmentant les risques de décès. 

 Une deuxième approche de préciblage utilisée in vivo se base sur des anticorps 

bispécifiques permettant à la fois de se fixer à l’antigène présent sur la tumeur et à un haptène 

radiomarqué.158 Cette stratégie peut être effectuée de trois manières différentes : i) 

l’immunoconjugué est constitué d’un domaine de liaison spécifique à un antigène et d’un autre 

domaine spécifique à un haptène ; ii) l’immunoconjugué est constitué de deux fragments 

différents mais le radioligand utilisé est bivalent ; iii) les anticorps bispécifiques portent deux 

fragments spécifiques à l’antigène et un fragment supplémentaire pour se lier à un haptène 

d’histamine-succinyl-glycine. Cependant, même si cette méthode de préciblage a pu être utilisée 

en clinique, la difficulté et les coûts de production importants des anticorps bispécifiques freinent 

le développement de ces méthodes.152 
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 L’hybridation d’oligonucléotides complémentaires peut également être utilisée en 

préciblage.159 Pour pallier les problèmes de vulnérabilité des fragments d’ADN et d’ARN natifs face 

aux nucléases, des analogues synthétiques plus résistants comme les oligomères morpholino 

phosphorodiamidates ou des acides peptidiques nucléiques ont été développés. En 2011, 

Hnatowich et coll. rapportent une étude de préciblage utilisant ce type d’oligomères pour le 

marquage à l’yttrium-90 d’un anticorps CC49, conduisant à des concentrations d’activité tumorale 

de 7,2 ± 2,2 % ID/g et un rapport tumeur/sang supérieur à 25.160 Concernant les acides 

peptidiques nucléiques, la preuve de concept pour de l’imagerie TEMP au 99mTc a été réalisée en 

2015. Lors de cette étude, réalisée sur des souris porteuses de tumeurs sous-cutanées, la 

visualisation de la tumeur était possible 1 heure après l’injection du traceur.161 Cependant, malgré 

ces recherches précliniques, aucun essai clinique utilisant cette approche n’a encore été réalisé. 

 Au vu de tous les avantages présentés précédemment concernant la chimie clic et les 

réactions bio-orthogonales (rapidité, spécificité, …), il n’est pas étonnant que cette chimie suscite 

un grand intérêt pour le préciblage in vivo. En 2011, Van Dongen et al. rapportent la première 

étude basée sur la ligation de Staudinger comme stratégie de préciblage en utilisant un anticorps 

modifié par des azotures, combinés à plusieurs phosphines radiomarquées au 68Ga, 89Zr, 177Lu ou 

encore 123I (Schéma 34). Bien que les modifications effectuées sur l’anticorps n’aient montrées 

aucun changement significatif sur leur immunoréactivité, leur pharmacocinétique ou leur 

absorption tumorale chez la souris, aucune ligation n’a été observée. Cette étude a conduit à la 

conclusion que cette réaction n’est pas applicable dans un système vivant en l’état, notamment en 

raison de l’instabilité des phosphines en milieu oxydant et des cinétiques de réactions lentes (k ≈ 

10-3 M-1.s-1).162 

 
Schéma 34. Représentation de la stratégie de préciblage utilisant la ligation de Staudinger. 
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 Face à ces différents inconvénients, les recherches se sont tournées vers d’autres réactions 

de chimie clic plus rapides, comme les cycloadditions entre les azotures et les alcynes. En raison 

des problèmes présentés précédemment concernant la CuAAC, son application dans des systèmes 

vivants est à l’heure actuelle encore difficile. En revanche, avec le développement des nouvelles 

générations de cyclooctynes permettant d’améliorer les cinétiques de réactions avec les azotures, 

d’autres groupes se sont intéressés à la SPAAC comme méthode de préciblage. 

  Les premiers travaux, publiés en 2013 par l’équipe de M. S. Robillard, se sont basés sur 

l’utilisation d’un anticorps rituximab fonctionnalisé par des azotures trivalents et différents 

cyclooctynes portant un DOTA pour le marquage au lutécium-177. En raison de leurs réactivités 

similaires (k = 4,2 à 12 x 10-2 M-1.s-1) mais de leurs différences de fragments lipophiles (0, 1 ou 2 

cycles phényles), deux DIFO ainsi qu’un DIBO ont été sélectionnés pour cette étude (Schéma 35).  

 
Schéma 35. Structure des trois sondes marquées au 177Lu utilisées par M. S. Robillard.163 

 Après une étape de radiomarquage des trois cyclooctynes au 177Lu réalisée à 45 °C pendant 

15 minutes, conduisant toutes à des réactions quantitatives et une PRC supérieure à 95 %, des 

tests de stabilité ont été réalisés. Alors qu’en PBS, aucun signe d’hydrolyse ou de démétallation n’a 

été observé pour les trois sondes après 20 heures d’incubation (plus de 93 % de sonde intacte), 

ces valeurs ont considérablement chuté dans un milieu contenant 50 % de sérum murin (jusqu’à 

84 % de dégradation). Une fois ces tests effectués, les sondes ont été incubées avec du rituximab 

fonctionnalisé par 20 azotures pour voir l’efficacité de la SPAAC. Malgré des rendements de 75 à 

85 % après 20 heures en PBS, les auteurs ont conclu que la réactivité des cyclooctynes étudiés 

était trop faible pour être transposée à du préciblage in vivo. De plus, en raison de la présence de 

fragments hydrophobes et de groupes hydrophiles chargés négativement liés au DOTA, ces sondes 

semblaient réagir avec l’albumine lorsque la réaction était réalisée en présence d’albumine 

sérique de souris.163 

 Bien que plus récemment An et coll. ont rapporté une étude d’imagerie TEP préciblée 

utilisant le radiotraceur [68Ga]Ga-L-NETA-DBCO couplé à des liposomes porteurs d’azotures, 

montrant une absorption tumorale plus importante qu’un groupe témoin à 2 heures post-injection 

(0,87 ± 0,05 % ID/g vs 0,31 ± 0,03 %ID/g),164 les résultats les plus intéressants concernent les 

travaux de S. I. Park en 2018. Dans cette étude la SPAAC est utilisée dans une stratégie de 
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nanoradioimmunothérapie préciblée pour le traitement du lymphome non-hodgkinien. Après 

avoir injecté du rituximab, un anti-CD20 fonctionnalisé par des DBCO, les souris ont reçu 24 

heures plus tard un dendrimère marqué à l’yttrium-90 et contenant 29 azotures. Une étude 

thérapeutique réalisée avec cette stratégie ainsi que sur une cohorte témoin recevant seulement 

l’anticorps modifié et une autre l’approche d’immunothérapie préciblée sans radioactivité, ont 

permis de montrer l’impact de la SPAAC en préciblage (Figure 20). Alors que la médiane de survie 

était de seulement 42 jours pour la cohorte témoin, cette valeur a quasiment doublé (80 jours) 

lorsque le dendrimère non-radioactif marqué à l’yttrium-89 était injecté 24 heures après 

l’administration de l’anticorps. Néanmoins, les résultats les plus impressionnants ont été obtenus 

lorsque 0,28 GBq/kg de polymère marqué à l’yttrium-90 ont été injectés, avec une survie de toutes 

les souris jusqu’à 150 jours, soit la fin de l’étude.165 

 
Figure 20. Courbes de survie de Kaplan – Meier de souris porteuses de tumeurs xénogreffées Raji (sans tumeur 

supérieure à 1 000 mm3) après avoir reçu différents traitements (n = 6 par groupe ; * indique p < 0,05 ; MST indique le 

temps de survie médian). Cette image a été reproduite avec la permission de la référence (165). 

 Si la réaction IEDDA a fait l’objet de nombreuses études pour différentes applications 

depuis son introduction au domaine des radiopharmaceutiques, c’est dans le préciblage que le 

couple TCO/Tz a démontré le plus grand intérêt. En 2010, l’équipe de M. S. Robillard rapporte la 

première utilisation d’une réaction bio-orthogonale chez des animaux vivants pour faire de 

l’imagerie, en couplant un dérivé tétrazine marqué à l’indium-111 avec l’anticorps CC49 

fonctionnalisé au niveau de ses résidus lysines par 7,4 fragments PEG12-TCO. Malgré une 

dégradation assez importante de [111In]In-Tz-PEG12-DOTA dans le sang (jusqu’à 90 % au bout de 

20 heures), des études cinétiques réalisées en PBS, sérum et sang ont permis de montrer que la 

tétrazine devrait malgré tout être assez stable pendant toute la durée de sa présence dans 

l’organisme de la souris. Concernant l’étude de préciblage, des souris porteuses de xénogreffes de 

cancer colorectal ont reçu du [111In]In-Tz-PEG12-DOTA 24 heures après l’anticorps modifié. Les 

analyses d’imagerie TEMP/CT ont révélé une localisation prononcée de la radioactivité au niveau 

de la tumeur 3 heures post-injection. De plus, la sonde a rapidement été éliminée par les voies 
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urinaires et quasiment aucune trace de radioactivité n’a été retrouvée dans le sang ou les organes 

non ciblés.166 

 Sur la base des résultats obtenus lors de leur première étude d’imagerie TEP préciblée du 

cancer du pancréas entre un [64Cu]Cu-Tz-PEG7-NOTA et l’anticorps 5B1-TCO,167 l’équipe de B. M. 

Zeglis décrit en 2017 la première application de la radioimmunothérapie préciblée basée sur le 

couple TCO/Tz. Dans cette étude, l’anticorps 5B1-TCO a été administré à des souris porteuses de 

tumeurs pancréatiques sous-cutanées avant de recevoir 72 heures plus tard du [177Lu]Lu-DOTA-

PEG7-Tz (Figure 21 A) avec des doses de 14,8 MBq, 29,6 MBq et 44,4 MBq. Après 31 jours, un 

retard de croissance tumorale chez les souris traitées a été observé avec un effet dose-dépendant. 

De plus, après 51 jours de traitement, 75 % des souris traitées avec 44,4 MBq présentaient un 

volume tumoral plus faible qu’au jour 1 (Figure 21 B).168 Suite à ces excellents résultats, cette 

même équipe a rapporté l’année suivante des résultats similaires sur un modèle de cancer 

colorectal en utilisant l’anticorps huA33-TCO avec le ligand [177Lu]Lu-DOTA-PEG7-Tz injecté 24 h, 

48 h ou 72 h après, conduisant à une survie de tous les individus jusqu’à la fin de l’étude peu 

importe l’activité injectée (18,7 à 55,5 MBq) (Figure 21 C).169 

 
Figure 21. (A) Structure de la sonde [177Lu]Lu-DOTA-PEG7-Tz ; (B) Evolution du volume tumoral moyen ; (C) Courbe de 

survie de Kaplan – Meier des souris portant un modèle de tumeur de cancer colorectal, traitées par la sonde [177Lu]Lu-

DOTA-PEG7-Tz. Les groupes témoins ont reçu soit le radioligand seul  (  )̶  soit l’immunoconjugué seul (  ̶). Les trois 

groupes de traitement ont reçu huA33-TCO suivi 24 heures plus tard de 18,7 MBq ( ̶), 37,0 MBq ( )̶ ou 55,5 MBq ( )̶. (Cette 

image a été reproduite avec la permission des références (168,169). 

 En 2017, Quinn et coll. décrivent les premiers travaux de radioimmunothérapie préciblée 

utilisant les émetteurs alpha. Dans cette étude, deux chélatants différents portés par une tétrazine 

ont dans un premier temps été évalués et comparés pour leur efficacité de marquage au plomb-
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212 : i) le DOTA, qui est aujourd’hui l’agent chélatant le plus utilisé en clinique pour la plupart des 

radiométaux ; ii) le TCMC, un chélateur déjà utilisé avec succès pour un essai clinique de phase 1 

avec le trastuzumab grâce à une bonne stabilité in vivo ainsi qu’une bonne cinétique de marquage. 

En plus d’avoir complexé plus de 95 % du 212Pb et montré une stabilité similaire, ces deux agents 

ont montré une clairance sanguine rapide, puisqu’à 3 heures post-injection, environ 95 % de la 

dose injectée était éliminée (Figure 22 A et B). En revanche, malgré une meilleure absorption 

tumorale du 212Pb-TCMC-Tz après 3 heures, cette valeur était plus faible que celle de son 

équivalent DOTA à 24 heures (0,50 vs 0,66 %ID/g). De plus, l’absorption hépatique et rénale du 

212Pb-TCMC-Tz a été, pour chaque temps, plus importante et c’est pourquoi la sonde 212Pb-DOTA-

Tz a été sélectionnée pour l’étude de thérapie (Figure 22 C et D). Cette étude, réalisée avec deux 

anticorps différents, a montré que les souris traitées présentaient une réduction de la taille de la 

tumeur et une amélioration de la médiane de survie par rapport au groupe témoin.170 

 
Figure 22. Pharmacocinétique des tétrazines marqués au 212Pb chez des souris portant des xénogreffes de carcinome 

colorectal humain LS174T. (A) Clairance sanguine de la sonde 212Pb-DOTA-Tz ; (B) Clairance sanguine de la sonde 212Pb-

TCMC-Tz ; (C) Biodistribution chez la souris de la sonde 212Pb-DOTA-Tz ; (D) Biodistribution chez la souris de la sonde 
212Pb-TCMC-Tz. Cette image a été reproduite avec la permission de la référence (170). 

  En 2019, Lewis et coll. utilisent le préciblage pour développer une approche 

théranostique basée sur la paire 64Cu/67Cu dans un modèle murin de cancer colorectal. 

Contrairement aux approches de préciblage classiques, cette méthode n’est pas suivie par 

l’injection d’un radioligand mais de deux (Figure 23). Après avoir été injectées par un 

immunoconjugué huA33 modifié par 5,2 TCO, les souris ont reçu 72 heures après du [64Cu]Cu-

MeCOSar-Tz afin de réaliser des imageries TEP. A la suite de cela, la même sonde radiomarquée 

au cuivre-67 a été injectée 24 heures plus tard pour faire de la thérapie. Etant donné que seul le 
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radionucléide change entre les ligands, leur comportement in vivo est attendu comme identique. 

Cela a bien été vérifié puisque les résultats ont montré que l’absorption tumorale obtenue par 

imagerie TEP permettait de prédire la réponse thérapeutique. De plus, élément très important, il 

n’y eut aucun impact de la première sonde sur la biodistribution ou l’absorption tumorale de la 

deuxième.171 

 
Figure 23. Schéma temporel de l’administration séquentielle des deux radiotraceurs après l’injection de l’anticorps 

huA33-TCO. 

 Malgré les nombreux intérêts portés sur le système TCO/Tz pour le préciblage et les 

résultats très intéressants, le transfert de ces méthodes vers des applications cliniques reste 

encore très limité. Des premiers résultats encourageants ont été décrits par le groupe de B. M. 

Zeglis en 2022, qui grâce à l’imagerie TEP, montre l’efficacité du préciblage chez des grands chiens 

de compagnie atteints d’ostéosarcome.172 Néanmoins, les résultats les plus attendus sont 

probablement ceux de l’étude clinique commencée au Memorial Sloan Kettering Cancer Center 

aux Etats-Unis à la fin de l’année 2023, utilisant un anticorps 5B1-TCO et du [64Cu]Cu-SarAr-Tz 

pour faire de l’imagerie TEP chez des patients atteints d’un cancer du pancréas (NCT05737615). 
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III- Les sydnones 

III-1. Définitions et historique  

 Le terme mésoionique (à l’origine méso-ionique), issu de la contraction des termes 

« mésomérique » et « ionique », décrit un ensemble d’hétérocycles à 5 chainons possédant deux 

charges opposées au sein de sa structure (Figure 24 A). Introduite pour la première fois en 1949 

par W. Baker, W. D. Ollis et V. D. Poole,173 cette famille de composés a la particularité de pouvoir 

être représentée de multiples façons en raison de la délocalisation de ses six électrons π et donc 

des charges positives et négatives.174 Depuis les travaux pionniers de W. Baker, de nombreux 

composés mésoioniques ont été décrits dans la littérature (Figure 24 B).   

 
Figure 24. Les composés mésoioniques. (A) Représentation générale. (B) Quelques exemples. 

 En raison de leur facilité de synthèse, leur très bonne stabilité chimique et le fait qu’elles 

puissent être isolées et stockées facilement, les sydnones représentent la classe de composés 

mésoioniques la plus décrite dans la littérature, en particulier la N-phénylsydnone.175 Découvertes 

à l’université de Sydney en 1935 par J. C. Earl et A. W. Mackney,176 les sydnones (SYDNey + 

lactONES) sont des 1,2,3-oxadiazolium-5-olates possédant huit formes de résonnance dipolaire. 

Parmi elles, celle où la charge positive se trouve sur l’atome d’azote substitué N3 et la charge 

négative sur l’atome d’oxygène exocyclique O6, représente la structure la plus fréquemment 

rencontrée dans la littérature (Schéma 36, I). 

 
Schéma 36. Représentation de quelques structures de résonnances des sydnones. 

 Néanmoins, une étude assez récente de P. A. Champagne et K. N. Houk basée sur des études 

théoriques a mis en évidence que la liaison exocyclique C-O montrait plutôt un caractère de double 
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liaison, soulignant que les formes de résonnance (II) et (III) représentaient mieux la structure 

électronique de ces composés.177 C’est pour cette raison que la forme (III) sera privilégiée pour la 

représentation des structures des dérivés sydnones dans ce manuscrit. 

III-2. Voies d’accès aux sydnones 

 Malgré les progrès notables dans le domaine de la chimie organique, les méthodes de 

synthèse permettant de générer les sydnones n’ont pas beaucoup évolué de la procédure originale 

en deux étapes décrite en 1935. Cela débute par une étape de nitrosylation d’un dérivé d’acide 

aminé en utilisant du nitrite de sodium en conditions aqueuses et acides, et se poursuit par une 

cyclodéshydratation en présence d’anhydride acétique (Schéma 37).176 Quelques années après ces 

premiers travaux, Poole et coll. ont montré que l’utilisation d’anhydride trifluoroacétique 

permettait d’accélérer considérablement les conditions de réaction, passant de quelques heures à 

reflux à quelques minutes à température ambiante.178 

 
Schéma 37. Voie de synthèse générale des sydnones. 

 A partir de cette synthèse de base, des efforts ont été faits dans le but d’optimiser chacune 

des étapes de la préparation des sydnones. J. Applegate et K. Turnbull ont décrit la possibilité de 

faire l’étape de nitrosylation dans des conditions plus douces à partir du nitrite d’isoamyle, et avec 

un traitement de la réaction se limitant à une étape d’évaporation.179 Bien que plus anecdotique, 

il a été démontré que l’utilisation du chlorure de 2-chloro-1,3-diméthylimidazolium pour l’étape 

de cyclodéshydratation pouvait favoriser la formation de sydnone avec d’excellents rendements 

chimiques (93 à 100 %).180 La toxicité de l’intermédiaire N-nitrosamine généré lors de la première 

étape de nitrosylation a orienté les travaux de préparation des sydnones vers le développement 

de nouvelles méthodes et notamment de procédures en une étape.181–183 Parmi les stratégies les 

plus récentes à avoir été décrites, on retrouve celle développée en 2014 par Taran et coll., à partir 

de diverses arylglycines. Dans cette voie de synthèse, le nitrite de sodium utilisé habituellement a 

été remplacé par du nitrite de tert-butyle, un réactif plus encombré et offrant de meilleurs 

rendements (76 à 99 %). De plus, il a été montré que l’étape de cyclodéshydratation pouvait être 

optimisée avec l’utilisation de 1,1′-Carbonyldiimidazole comme agent de cyclisation par rapport 

à l’anhydride trifluoroacétique (92 % vs 84 %).184 Dernièrement, une nouvelle méthode « one-

pot » a été proposée avec l’utilisation en quantité catalytique de DMF et du chlorure d’oxalyle. 

Cette voie de synthèse permet l’accès à des sydnones substituées en position 3 ou en positions 3 

et 4, à température ambiante sous argon, et avec des temps de réaction autour de 1,5 heure.185 Il 
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est également intéressant de mentionner qu’une approche basée sur de la mécanochimie a 

également été rapportée en 2019 par le groupe de F. Lamaty. Cette chimie, en pleine expansion, 

consiste à utiliser l’énergie fournie par un procédé mécanique telles que les vibrations pour que 

la réaction se fasse. En plus de ne nécessiter aucun solvant, ce travail sur la mécanosynthèse a 

montré qu’il était possible de préparer une large gamme de N-arylsydnones, avec des rendements 

allant de 34 à 95% suivant la nature électronique du groupement substituant présent sur le cycle 

aromatique (rendements plus faibles pour les groupements électroattracteurs).186  

III-3. Réactivité des sydnones et applications 

 Le caractère mésoionique des sydnones traduit un certain équilibre entre la charge 

positive et la charge négative du cycle, ce qui le rend réactif vis-à-vis des espèces électrophiles. 

Ces propriétés chimiques particulières se sont révélées intéressantes lors d’interactions avec des 

biomolécules, conduisant à de nombreux composés montrant des propriétés pharmacologiques. 

Ce sont ces aspects qui ont été rapportés dans les premières investigations avec les sydnones, avec 

des molécules ayant des activités anti-inflammatoires, antibactériennes, antifongiques ou même 

cytotoxiques.175 

 Par la suite, c’est la réactivité des sydnones qui a été mise en avant, notamment en tant 

que précurseurs de motifs pyrazoles par réaction de cycloaddition avec des dérivés alcynes. Les 

pyrazoles polysubstitués représentent un motif de choix pour la préparation de composés 

biologiquement actifs. En effet, cet hétérocycle ayant montré un fort potentiel en chimie 

médicinale, plusieurs de ces dérivés comme le célécoxib (anti-inflammatoire), le rimonabant 

(anorexigène) ou l’apixaban (anticoaguolant) ont même obtenu des autorisations de mises sur le 

marché (Figure 25).187–189 

 
Figure 25. Exemples de dérivés pyrazoles ayant obtenus une autorisation de mise sur le marché ; Célécoxib 

(CELEBREX®), Rimonabant (ACOMPLIA®), Apixaban (ELIQUIS®). 

 Les sydnones sont également étudiées dans de nombreuses réactions comme les réactions 

photoinduites,190 les réactions de cycloadditions avec des arynes,191 des cyclohexynes192 ou encore 

des cyclopentynes.193 Dans cette partie bibliographique sur les sydnones, seulement les trois 

grandes classes de cycloadditions utilisées en synthèse organique seront considérées, à savoir, les 
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cycloadditions thermiques, les cycloadditions catalysées au cuivre (CuSAC) et les cycloadditions 

sous-contraintes stériques (SPSAC). 

III-3.1. Les cycloadditions thermiques 

 En 1962, R. Huisgen rapporte le premier exemple de cycloaddition thermique 1,3-

dipolaire entre les sydnones en tant que dipôle et les alcynes en tant que dipôlarophile. Cette 

réaction en deux étapes, débute par une cycloaddition [3+2] conduisant à la formation d’un 

intermédiaire bicyclique, suivie d’une réaction rétro Diels-Alder (rDa) permettant l’obtention du 

pyrazole correspondant via une libération de CO2 (Schéma 38).194 Le développement de ce type 

de cycloaddition a cependant longtemps été limité à cause de conditions de réactions assez dures 

(temps de réactions assez longs, températures autour de 180 °C) et du manque de régiosélectivité, 

notamment avec les alcynes asymétriques conduisant à la formation de deux pyrazoles. D’après 

une étude théorique menée en 1973 par Houk et al.,195 le manque de régiosélectivité de cette 

réaction peut s’expliquer par une diminution de l’énergie de l’orbitale LUMO de la sydnone (dû au 

caractère électroattracteur de la fonction carbonyle), qui ne favorise pas cette réaction de 

cycloaddition. 

 
Schéma 38. Cycloaddition thermique entre les sydnones et les alcynes. 

 Par la suite, de nombreux travaux ont visé à optimiser cette étape de cycloaddition, que ce 

soit pour le développement de conditions de réactions plus douces, mais aussi et surtout pour en 

améliorer la régiosélectivité. Des premières études basées sur l’utilisation d’alcynes polarisés 

comme les esters de propiolate, et visant à diminuer légèrement les températures de réaction 

(110-140 °C), n’ont montré aucune amélioration de la régiosélectivité de la réaction.196 En 

revanche, de meilleurs résultats ont pu être observés avec l’utilisation d’alcynes fortement 

encombrés comme le propiolate de diphénylméthyle. Ainsi, à partir de la 3-aryl-4-cyanosydnone, 

un contrôle total de la régiosélectivité en faveur du pyrazole 1,3,5-trisubstitué a été obtenu, 

conduisant à un composé utilisé dans la synthèse d’un inhibiteur de la dihydroorotate 

déshydrogénase (Schéma 39 A).197 D’autres stratégies reposant sur des dérivés sulphones 
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alcynyles phényles activés,198 alcynylsilanes199,200 ou encore alcynylstannanes201 ont également 

démontré une régiosélectivité très intéressante (Schéma 39 B et C). 

 
Schéma 39. Alcynes permettant de contrôler la régiosélectivité de la réaction de cycloaddition. (A) Propiolate de 

diphénylméthyle ; (B) Dérivés sulphones alcynyles phényles activés ; (C) Alcynylsilanes. 

 L’étude de la régiosélectivité de cette réaction de cycloaddition des sydnones s’est 

poursuivie avec le travail rapporté par le groupe de J. Harrity et l’utilisation de dérivés 

alcynylboronates. La réaction entre une sydnone non-substituée en position C4 et un alcyne 

terminal a montré un bon contrôle de la régiosélectivité avec la formation du pyrazole 3-substitué 

(3-boronate). En revanche, dès lors que l’alcynylboronate était substitué, une régiosélectivité 

partielle voir totale en faveur de la formation du pyrazole 4-substitué a été observée. L’utilisation 

de sydnones substituées a conduit à des résultats similaires montrant que la substitution soit de 

l’alcynylboronate, soit de la sydnone, pouvait moduler la régiosélectivité (Schéma 40).202 

 
Schéma 40. Impact de la structure des sydnones et des dérivés alcynylboronates sur la régiosélectivité de la réaction de 

cycloaddition thermique. 
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 L’origine de l’orientation de la régiosélectivité observée expérimentalement peut 

s’expliquer par des facteurs stériques. En effet, des calculs DFT ont montré que l’incorporation de 

substituants aux positions C4 de la sydnone et du Cβ de l’alcyne entraine des interactions stériques 

favorisant l’isomère 4-boronate. Lorsque des alcynes terminaux sont utilisés, l’encombrement 

stérique de l’ester boronique conduit à la formation préférentielle de l’isomère 3-boronate. Par la 

suite, l’obtention de pyrazoles substitués par des groupements esters boroniques s’est révélée 

intéressante en vue d’une fonctionnalisation via des réactions catalysées par des métaux, comme 

le couplage de Suzuki.203 

 Des études complémentaires de cette réaction de cycloaddition thermique ont permis 

d’aboutir au développement de composés d’intérêt pour des applications médicales. En effet, la 

possibilité de contrôler la régiosélectivité de cette réaction a conduit à la synthèse de pyrazoles 

1,5-disubstitués, 4,5-disubstitués et 3,4-disubstitués (Schéma 41). Malgré des températures de 

réaction élevées (160 à 180 °C) et des temps de réaction longs (24 à 48 heures), les pyrazoles 

souhaités ont pu être obtenus de façon régiosélective (>90:10) et avec des rendements de 58 à 

79%, en fonction de la méthode de préparation choisie. Cette stratégie a permis la synthèse de 12 

analogues de la combretastatine A4, une classe d’agents inhibiteurs de la croissance des cellules 

tumorales par action sur la vascularisation des tumeurs, dont certains ont démontré des 

propriétés in vitro et in vivo intéressantes.200 

 
Schéma 41. Voies de synthèse permettant la préparation de pyrazoles 1,5-disubstitués, 4,5-disubstitués et 3,4-

disubstitués. 

 Plus récemment, un premier exemple de cycloaddition réalisé à température ambiante en 

présence d’un acide de Lewis (BF3.OEt2) a été rapporté. Cette réaction entre une 4-pyridylsydnone 

et un trifluoroborate d’alcynyle, permet la formation quantitative d’un pyrazole borane substitué 

en seulement 2 heures, avec un contrôle total sur la régiosélectivité (Schéma 42). Le champ 

d’application de cette stratégie a ensuite été étudié, en modifiant les substituants au niveau de 

l’azote en position 3 de la sydnone, ainsi que les effets du groupe directeur en position C4. A 
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quelques exceptions près, la plupart des produits pyrazole borane attendus ont pu être obtenus 

avec des rendements variables allant de faibles (20 %) à excellents (99 %).204  

 

Schéma 42. Préparation de pyrazole boranes à partir d’une réaction de cycloaddition à température ambiante. 

III-3.2. Les cycloadditions catalysées par le cuivre (CuSAC) 

III-3.2.a) Au sulfate de cuivre (II) pentahydraté 

 Malgré certaines optimisations, les réactions de cycloadditions thermiques entre les 

sydnones et les alcynes requièrent généralement des températures élevées, des temps de réaction 

longs, et souffrent parfois d’un manque de régiosélectivité. L’équipe de F. Taran rapporte en 2013 

une version plus douce de cette réaction, identifiée suite à une étude de criblage ayant pour 

objectif de découvrir de nouvelles cycloadditions [3+2] biocompatibles et chimiosélectives 

(Schéma 43 A). Cette approche appelée CuSAC, par analogie à la CuAAC, repose sur l’utilisation 

d’un catalyseur au cuivre (I) permettant un contrôle total de la régiosélectivité en faveur du 

pyrazole 1,4-disubstitué à température ambiante ou en chauffant modérément (≤60 °C) (Schéma 

43 B).205  

 
Schéma 43. Réaction de cycloaddition catalysée au cuivre entre une sydnone et un alcyne terminal. (A) Portée de la 

réaction ; (B) Mécanisme de la CuSAC proposé par F. Taran.205 

 Les conditions de réaction requises sont similaires à celles de la CuAAC, il est néanmoins 

nécessaire d’utiliser une quantité plus importante de catalyseur au cuivre (20 % vs 1-10 % 

molaire)206 et un ligand de type phénantroline, afin que la réaction puisse avoir lieu. Une approche 

« one-pot » allant de la préparation de la sydnone (2 étapes) jusqu’à la réaction de CuSAC a même 

été rapportée, démontrant tout l’intérêt de cette méthode pour la préparation de pyrazoles, 

hétérocycles d’intérêt pour des applications pharmaceutiques.184 Même si ces conditions de 
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réaction de cycloaddition n’ont pas pu être appliquées aux N-alkylsydnones, la réactivité avec une 

gamme assez large de motifs sydnones ou d’alcynes fonctionnalisés a été démontrée. De plus, cette 

réaction de cycloaddition est possible dans de nombreux solvants (H2O, tBuOH/H2O, DMSO, DMF) 

et même en milieu biologique (par exemple le plasma sanguin humain à 37 °C). Au vu des 

avantages de cette réaction, cette approche a également été utilisée en bioconjugaison pour le 

marquage d’un conjugué BSA-sydnone par un motif dansyle (fluorophore organique) 

fonctionnalisé par un groupement alcyne (Schéma 44). Des analyses par spectrométrie de masse 

et d’électrophorèse ont confirmé l’obtention de la protéine marquée avec 75 % des sydnones 

converties en pyrazoles. 

 
Schéma 44. Application de la CuSAC pour le marquage d’une BSA. 

 Cette réaction de cycloaddition catalysée par les sels de cuivre (I) s’est aussi révélée 

intéressante pour la réactivité des ynamides avec les sydnones, permettant ainsi l’accès à des 

dérivés de type 4-aminopyrazoles. Après avoir travaillé sur les conditions de réaction (évaluation 

de différents catalyseurs au cuivre, température, temps, conditions anhydres), seulement des 

traces de pyrazole et la formation d’un sous-produit (sulfonylamide) ont pu être observées. Seules 

les conditions décrites initialement pour la CuSAC (CuSO4.5H2O, ascorbate de sodium, BPDS, base), 

se sont révélées intéressantes pour obtenir une conversion complète de l’ynamide, avec la 

formation sélective du 4-aminopyrazole tout en limitant l’apparition du sulfonylamide (ratio 2:1). 

Ces conditions de réactions ont été transposées avec succès à d’autres sydnones modifiées en 

position N3, élargissant la portée de cette réaction (Schéma 45). Il est important de noter que cette 

réaction est limitée aux sydnones non-substituées en position C4 ainsi qu’aux ynamides 

terminales.207 

 
Schéma 45. Utilisation de la CuSAC pour la préparation de dérivés 4-aminopyrazoles. 

 En plus d’une utilisation possible en chimie de bioconjugaison, le système CuSAC a 

également été rapporté pour le développement de sondes fluorescentes. Pour cela, 12 unités 

sydnones-coumarines ont été préparées et leur réactivité vis-à-vis de 7 alcynes terminaux a été 
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étudiée par une approche de chimie combinatoire (Schéma 46 A). Au final, les propriétés 

fluorescentes d’une centaine de systèmes pyrazole-coumarine ont été testées, dont environ une 

vingtaine se sont révélés être intéressants. Cela a permis de mettre en avant que les dérivés 3-

sydnone-coumarine substitués en position 7 par un groupement électrodonneur étaient les plus 

prometteurs (Schéma 46 B). Malheureusement, la transposition de ce type de système pour le 

marquage d’une protéine modifiée (Myoglobine-alcyne) ne s’est pas montrée biocompatible 

puisque lors de la réaction, une forte dégradation de la protéine a été observée, probablement en 

raison de la présence du catalyseur au cuivre dont la proportion est plus élevée que pour une 

réaction de CuAAC. 208 

 
Schéma 46. Développement de sondes fluorescentes à base de sydnone-coumarine. (A) Réaction CuSAC entre divers 

sydnones et alcynes terminaux ; (B) Structures des produits issus des meilleures combinaisons sydnones/alcynes. 

 Dernièrement, un travail visant à optimiser les conditions de réactions de la CuSAC pour 

améliorer son efficacité et sa reproductibilité a été réalisé. Par l’emploi d’une méthode 

d’expérimentation à haut débit, de nombreux paramètres comme le type de ligand, d’agent 

réducteur, de base ou encore la température ou le solvant de réaction ont pu être testés en 

parallèle. Cette étude a permis d’identifier un nouveau ligand biimidazole permettant la synthèse 

d’une large gamme de pyrazoles, de façon plus reproductible et robuste qu’avec le ligand BPDS de 

référence (Schéma 47). En plus de la possibilité de diminuer la quantité de cuivre engagée dans la 

catalyse de cette cycloaddition, il s’est avéré que l’ajout de TPGS-750-M, un tensioactif, à des 

substrats hydrophobes pouvait permettre d’améliorer la réaction en milieu aqueux.209 

 
Schéma 47. Optimisation des conditions de réaction CuSAC permettant la préparation d’une large gamme de pyrazoles. 
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III-3.2.b) A l’acétate de cuivre (II) et au triflate de cuivre (II) 

 Alors que la majorité des réactions catalysées par le cuivre s’effectue avec des sels de 

cuivre (I), d’autres groupes de recherche se sont intéressés à l’utilisation de sels de cuivre (II). 

Harrity et al. ont suggéré que l’utilisation d’un acide de Lewis pouvait permettre une meilleure 

activation du motif sydnone, favorisant ainsi la réaction avec les alcynes terminaux.210 Une étude 

comparative sur la réaction de cycloaddition entre la N-phénylsydnone et le phénylacétylène a 

montré que les sels de cuivre (II) pouvaient permettre d’en améliorer la vitesse et ainsi de 

diminuer le temps de réaction (>12 h vs <2 h). En plus d’une meilleure réactivité, une influence 

sur la régiosélectivité a également été observée avec la formation du pyrazole 1,3-disubstitué avec 

l’utilisation de trifluorométhanesulfonate de cuivre (Cu(OTf)2) et l’obtention du régioisomère 1,4-

disubstitué en utilisant le Cu(OAc)2 (Schéma 48). Des calculs DFT ont bien confirmé l’effet du 

Cu(OTf)2 sur l’activation du dipôle sydnone, diminuant les énergies d’activations des états de 

transition de la réaction de cycloaddition et expliquant cette meilleure réactivité. En ce qui 

concerne l’utilisation du Cu(OAc)2, l’observation du produit issu de l’homocouplage oxydant du 

phénylacétylène (réaction de Glaser) a permis de confirmer l’hypothèse selon laquelle le Cu(II) 

était réduit in situ en Cu(I) et justifiant ainsi la régiosélectivité similaire à celle de la réaction 

CuSAC. 

 
Schéma 48. Impact de l’utilisation d’un acide de Lewis sur la réctivité et la régiosélectivité sur la réaction de 

cycloaddition entre la phénylsydnone et le phénylacétylène. 

 Toutefois, l’utilisation d’une quantité stœchiométrique d’acétate de cuivre (II) ainsi que de 

deux équivalents d’alcyne pour pouvoir mener cette réaction reste problématique. Si l’excès 

d’alcyne sert à initier la réduction du  Cu(II) en Cu(I), cela génère des acétylures de cuivre connu 

pour être extrêmement insolubles et former des agrégats.211 Afin de limiter la quantité de cuivre 

utilisée et optimiser cette réaction de cycloaddition, une stratégie de synthèse en flux continu a 

été développée. L’adsorption du catalyseur sur un support solide (silice) permet de faciliter son 

utilisation, mais cette méthode a surtout montré qu’il était possible d’en réduire la quantité de 25 

à 30 %, tout en gardant des conversions complètes.212 



- 70 - 
 

 Plus récemment, Weng et al. ont également fait émerger le Cu(OTf)2 comme un catalyseur 

d’intérêt pour la réaction de cycloaddition entre le 3,3,3-trifluoropropyne et différentes N-

arylsydnones, permettant l’accès à des composés de type 4-trifluorométhylpyrazole (Schéma 

49).213 L’utilisation d’une quantité catalytique de Cu(OTf)2 associée à la présence du ligand 1,10-

phenanthroline, a conduit à l’obtention du produit attendu dans des conditions douces (35 °C 

pendant 4 heures), un contrôle total de la sélectivité et des rendements pouvant être supérieurs 

à 90 %. Même si dans les deux cas la régiosélectivité a pu être conservée, les N-arylsydnones 

portant un groupement électrodonneur se sont révélées plus réactives que celles substituées par 

des groupements électroattracteurs. 

 
Schéma 49. Réaction CuSAC entre différentes N-arylsydnones et le 3,3,3-trifluoropropyne. 

III-3.2.c) Etude la réactivité des halogénosydnones  

 Le caractère acide (pKa ≈ 18-20) et nucléophile du carbone en position C4 du noyau 

sydnone offre la possibilité à de nombreuses fonctionnalisations.214 Parmi ces méthodes on 

retrouve principalement l’halogénation, généralement réalisée en présence de N-

halosuccinimides,215 ou encore l’arylation directe.216 L’avantage de ces méthodes est la possibilité 

de réaliser par la suite des réactions de couplage croisé comme celui de Suzuki-Miyaura.217 

 Afin de pouvoir étendre le champ d’application de la CuSAC et ne pas se limiter à 

l’obtention d’un pyrazole 1,4-disubstitué, l’influence de la substitution en position C4 de la 

sydnone sur la réactivité et la sélectivité a été étudiée. La substitution par des groupements 

portant un carbone hybridé sp2 ou sp3 s’est avérée préjudiciable pour la réaction, alors que la 

présence d’halogènes comme le chlore ou le brome (excepté l’iode car un phénomène de 

déiodation a été observé) permettait l’accès aux pyrazoles 1,4,5-trisubstitués correspondants. Il 

est intéressant de noter que dans ces cas précis, la régiosélectivité n’était que modérée puisque la 

formation minoritaire de l’isomère 1,3,5-trisubstitué (4 à 17 %) a été constatée. Une étude visant 

à optimiser les conditions de réactions a permis de mettre en évidence les diimidazoquinoxalines 

comme ligand permettant un contrôle total de la régiosélectivité en faveur du pyrazole 1,4,5-

trisubstitués. L’obtention sélective du dérivé bromé en position C4 du pyrazole s’est révélée 
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particulièrement intéressante de par la possibilité d’envisager des couplages de Suzuki avec des 

précurseurs acides boroniques en présence d’un catalyseur au palladium (Schéma 50).218 

 
Schéma 50. Synthèse de pyrazole 1,4,5-trisubstitués à partir de 4-bromosydnones suivi d’un couplage de Suzuki. 

 Bien que la synthèse et l’utilisation des 4-halogénosydnones aient fait l’objet de 

nombreuses études, aucune ne décrivait la préparation de 4-fluorosydnones, cela pouvant 

s’expliquer par le fait que les méthodes de fluoration électrophile classiques ne se sont pas 

révélées efficaces. Basée sur des travaux antérieurs de Ritter et coll.,219 l’équipe de F. Taran 

rapporte en 2016 une procédure spécifique permettant la synthèse de 4-fluorosydnones (Schéma 

51).220 A partir de la 4-bromo et 4-iodosydnone, l’obtention de complexes intermédiaires 

sydnone-PdII permet une fluoration électrophile avec du Selectfluor conduisant à la 4-

fluorosydnone correspondante. L’utilisation d’un ligand de type bipyridine substituée par des 

groupements méthoxy en position para s’est révélée être le meilleur substrat en termes de 

rendements (jusqu’à 87 %) et de sélectivité en favorisant la formation de la liaison C-F par rapport 

à la liaison C-I.  

 
Schéma 51. Synthèse de 5-fluoro-1,4-pyrazoles grâce à la réaction catalysée au cuivre entre une 4-fluorosydnone et un 

alcyne. 

 Malgré une séparation difficile de la 4-iodosydnone et de la 4-fluorosydnone, la réaction 

CuSAC directement réalisée sur le produit brut, a conduit à la formation de 5-fluoro-1,4-pyrazole 

en seulement 15 minutes, avec des rendements compris entre 35 et 73 %, et surtout sans aucune 

trace de son analogue iodé. Cette méthode, testée sur une large gamme de sydnones (riches et 

pauvres en électrons), a montré une certaine fiabilité vis-à-vis de ces fonctionnalisations 
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permettant ainsi de répondre aux limites de la synthèse classique de 5-fluoro-1,4-pyrazoles, 

comme des rendements faibles ou encore un manque de régiosélectivité.221 

III-3.3. Les cycloadditions sous contrainte de tension de cycle (SPSAC) 

 Les réactions de cycloadditions 1,3-dipolaire entre une sydnone et un alcyne exigent soit 

l'utilisation de températures élevées, soit l’ajout d’un catalyseur au cuivre. L’activation de l’alcyne 

par une contrainte stérique a donné lieu à l’émergence de la SPAAC comme décrit par G. Wittig et 

A. Krebs,58 puis par C. R. Bertozzi.60 C’est dans la continuité de ce travail que l’étude de la réactivité 

des sydnones avec des motifs contraints (BCN ou DBCO) a conduit au développement de ce que 

l’on appelle la SPSAC. 

III-3.3.a) Facteurs impactant la réaction SPSAC 

 En 2014, S. Wallace et J. W. Chin rapportent le premier exemple de SPSAC entre une N-

phénylsydnone et un cyclooctyne BCN (Schéma 52).222 Cette réaction s’est montrée beaucoup plus 

rapide que la version par catalyse au cuivre puisqu’en seulement 30 minutes à température 

ambiante, avec une quantité équimolaire de réactifs et à température ambiante, le pyrazole 

correspondant a été obtenu avec un rendement de 99 % (contre 16 heures à 60 °C pour la CuSAC). 

 
Schéma 52. Premier exemple de réaction de cycloaddition sous contrainte stérique entre une sydnone un cyclooctyne.  

 Lors de cette étude, un mécanisme réactionnel en deux étapes a été proposé : i) une 

cycloaddition [3+2] suprafaciale d’un tautomère de la sydnone ; ii) une cycloréversion de 

l’intermédiaire formé avec libération de CO2 et formation du pyrazole correspondant. Des calculs 

DFT, réalisés par Murphy et coll.223 quelques années plus tard, ont permis de valider cette 

suggestion et d’obtenir des données plus approfondies (Schéma 53). La cycloaddition [3+2] qui se 

produit via l’état de transition TS1 nécessite une énergie libre d’activation de 22,2 kcal.mol-1 dans 

l’eau, et la formation de l’intermédiaire est exergonique de 22,6 kcal.mol-1. L’état de transition TS2 

correspondant à la conversion de l’intermédiaire en pyrazole et la libération de CO2 ne présente 

quasiment aucune barrière, ce qui suggère que la vitesse de la réaction dépend seulement de 

l’étape de cycloaddition [3+2]. 
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Schéma 53. Mécanisme de la SPSAC selon les calculs DFT réalisés par Murphy et coll.223 

 La biocompatibilité de cette réaction a même pu être démontrée suite au marquage 

quantitatif d’une protéine fluorescente verte recombinante fonctionnalisée par un BCN, et couplée 

avec un conjugué fluorescent sydnone-BODIPY en milieu aqueux à 37°C.222 Bien que la constante 

de vitesse mesurée pour cette cycloaddition (k = 0,054 M-1.s-1 en MeOH/H2O 55:45) soit du même 

ordre de grandeur que pour la SPAAC (k = 0,14 M-1.s-1 avec le BCN),69 cette valeur est loin d’être 

suffisante pour transposer ce système à de potentielles applications biologiques. En parallèle de 

ce travail, l’équipe de F. Taran a publié la même année une étude visant à explorer l’influence des 

substitutions de la sydnone, en position C4 ou en position N3, sur la cinétique de réaction.224 Alors 

que les N-alkylsydnones ne se sont pas montrées réactives vis-à-vis du motif BCN dans les 

conditions utilisées (1,5 eq. BCN, tampon PBS/DMSO 9:1, pH = 7,4), les N-arylsydnones se sont 

révélées plus intéressantes, en particulier lorsqu’elles portaient un groupement électroattracteur 

en position para du cycle benzénique (Figure 26).  

  
Figure 26. Influence des substitutions (R1) en position N3 de la sydnone sur la réactivité vis-à-vis du motif BCN.224 

 En revanche, une substitution en position C4 de la sydnone s’est avérée avoir un effet 

négatif sur la cinétique de réaction, excepté lorsqu’il s’agissait d’un halogène (Partie III-3.3.b). La 

réactivité de la N-phénylsydnone avec divers cycloalcynes et cycloalcènes contraints a également 
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été étudiée par le groupe de K. N. Houk et J. M. Murphy.223 Grâce aux énergies libres d’activation 

pour l’étape de cycloaddition [3+2] obtenues par calculs DFT et à la cinétique expérimentale 

mesurée de la réaction SPSAC entre la N-phénylsydnone et le BCN, les constantes de vitesse de 

chaque couple ont pu être calculées (Figure 27). Ces résultats ont pu mettre en évidence que le 

DIBAC et le BARAC, deux dérivés du dibenzocyclooctyne, étaient particulièrement intéressants 

avec respectivement des cinétiques de réaction théoriques de 1 et 10 M-1.s-1. La validité de ces 

calculs a été vérifiée par la mesure expérimentale des constantes de cinétiques, des valeurs de 

0,902 M-1.s-1 pour le DIBAC (MeOH/H2O 55:45) et 1,46 M-1.s-1 pour le BARAC (MeCN/H2O 1:1) ont 

été obtenues, respectivement.223 L’angle de liaison alcyne étant plus petit pour les 

dibenzocyclooctynes que pour les alcynes classiques (environ 153° contre 180°), cela les rend 

plus contraints, ce qui signifie qu’ils nécessitent des énergies d’activation moins élevées pour 

atteindre leur état de transition et donc que leur réactivité est améliorée. Cette propriété a pu être 

confirmée par la suite lors d’une étude sur la réactivité des mésoioniques vis-à-vis de divers 

cycloaclynes.225 

 
Figure 27. Energies libres d’activation pour l’étape de cycloaddition [3+2], obtenus par calculs DFT entre une sydnone et 

huit alcènes et alcynes contraints, ainsi que les constantes de vitesses prédites dans l’eau à 25 °C.223 

 En 2019, A. Varnek rapporte une étude plus approfondie des différents facteurs qui ont un 

impact sur les vitesses de réactions de la SPSAC, confirmant les données théoriques observées.226 

Les calculs DFT réalisés lors de ces travaux ont permis de confirmer que la réaction entre une 

sydnone et un alcyne contraint s’effectue bien en deux étapes et qu’étant donné la faible barrière 

d’activation de la réaction rétro Diels-Alder (environ 1 kcal.mol-1), l’étape limitante est la 

cycloaddition [3+2]. De façon similaire à la SPAAC, l’analyse des symétries orbitales montre que 

les électrons HOMO de l’alcyne sont transférés à la LUMO de la sydnone. Par conséquent, la 

réactivité peut être améliorée : i) en augmentant la contrainte de l’alcyne, afin d’élever son énergie 

HOMO ; ii) en diminuant l’énergie LUMO de la sydnone à l’aide de groupements accepteurs 

d’électrons en position N3 ; iii) avec un accepteur d’électron peu volumineux en position C4 afin 

d’éviter un encombrement stérique avec les hydrogènes de l’alcyne.  

Réactivité

- +
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III-3.3.b) Réactivité des halogénosydnones  

 Lors de l’étude de la réactivité des sydnones suivant leur substitution, il se trouve que les 

résultats de cinétiques de réaction les plus intéressants ont été obtenus lorsque le motif sydnone 

était fonctionnalisé par un halogène en position C4 (Figure 28). En effet, il a été montré que 

l’amélioration de la cinétique de réaction était proportionnelle à la valeur de l’électronégativité de 

l’halogène, pouvant conduire à des valeurs allant jusqu’à k = 1,59 M-1.s-1. La présence d’un atome 

d’iode en position C4 permet d’augmenter la constante de vitesse de la SPSAC d’un facteur 11 par 

rapport à la version hydrogénée (N-phénylsydnone), d’un facteur 22 lorsque c’est un atome de 

brome et jusqu’à 30 pour la chlorosydnone.224 Dans la logique de ces résultats, la réactivité de la 

4-fluorosydnone a conduit à une constante de vitesse de 42 M-1.s-1, soit 1 000 fois plus rapide que 

la N-phénylsydnone.220 

 
Figure 28. Influence de la substitution (R1) en position C4 de la sydnone sur la réactivité vis-à-vis du motif BCN.224 

 Pour mieux comprendre l’origine des effets des halogènes et plus particulièrement du 

fluor sur la réaction SPSAC, des études théoriques basées sur un modèle de distorsion/interaction 

ont été réalisées par K. N. Houk et Y. Liang.227 Ces résultats ont montré que la présence d’un atome 

de fluor en position C4 de la sydnone facilitait sa distorsion pour atteindre sa géométrie de 

structure à l’état de transition et diminuait son énergie LUMO (0,99 à 0,81 eV), réduisant 

drastiquement la barrière d’activation pour l’étape de cycloaddition. 

 Lors de l’étude sur les fluorosydnones, l’impact de la contrainte du cyclooctyne sur les 

constantes de vitesse a également pu être étudié.220 Comme pour le système SPAAC, l’utilisation 

d’alcynes plus contraints comme le DIBAC ou le TMTH a permis d’améliorer considérablement la 

vitesse de la cycloaddition [3+2] avec des constantes de 900 ± 300 M-1.s-1 et 1 500 ± 300 M-1.s-1 

respectivement. Enfin, comme il avait été observé lors d’une précédente étude,224 l’introduction 

de groupements électroattracteurs en position para du phényle a permis de favoriser la réaction 
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avec des constantes atteignant les 1,2 x 104 M-1.s-1. Néanmoins, la grande réactivité des 4-

fluorosydnones rend leur isolation très délicate et conduit également à des problèmes de stabilité 

en milieu organique ou biologique, ce qui est un frein à leur potentielle utilisation.220 C’est 

pourquoi, de nombreuses études se sont plutôt intéressées aux 4-chlorosydnones, décrites 

comme étant plus stables, et pouvant porter différents groupements électroattracteurs en 

position N3 ce qui peut faciliter le développement de nouvelles sondes pour des applications 

biologiques. En effet, quel que soit le milieu utilisé (sérum ou solution de glutathion 10 mM), la 

présence d’un atome de chlore n’a montré aucun impact, ni sur la stabilité de la sydnone, ni sur la 

réaction SPSAC avec un motif BCN.224  

III-3.3.c) Utilisation pour le développement de sondes fluorescentes 

 Dans un premier temps, la réactivité des chlorosydnones a été appliquée pour le marquage 

fluorescent de la BSA comme protéine modèle (Schéma 54). Après avoir fonctionnalisé la BSA par 

réaction de couplage peptidique sur les résidus lysines, conduisant à 28 chlorosydnones/BSA, la 

protéine modifiée a été engagée dans une réaction de cycloaddition avec le BCN-TAMRA, un agent 

fluorescent modifié par un motif BCN. Les analyses par électrophorèse et spectrométrie de masse 

ont montré qu’en seulement 5 minutes en tampon PBS, 85 % des sydnones étaient transformées 

en pyrazoles contre 45 % avec la sydnone hydrogénée.224 

 
Schéma 54. Utilisation des chlorosydnones pour le marquage fluorescent de protéine. 

 En 2019, F. Friscourt démontre l’utilisation des chlorosydnones pour l’ingénierie 

métabolique d’oligosaccharides de cellules vivantes (Figure 29 A).228 Lors de cette étude, deux 

acides neuraminiques modifiés par une chlorosydnone en position 5 (Neu5NSydCl) et 9 

(Neu9NSydCl) ont été synthétisés puis utilisés pour le marquage de glycane à la surface de cellules 

U2OS vivantes. Les cellules marquées ont ensuite été couplées à un conjugué BCN-biotine pendant 

1 heure et colorées avec de la streptavidine-AlexaFluor568 permettant des analyses par 
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microscopie confocale à fluorescence (Figure 29 B). Si une coloration a été observée avec 

Neu9NSydCl signifiant un marquage robuste de la surface cellulaire, aucune coloration n’a été 

observée pour Neu5NSydCl, ce qui indique que le positionnement de la chlorosydnone sur le 

dérivé d’acide sialique est très important. 

 
Figure 29. Utilisation des chlorosydnones pour l’ingénierie métabolique d’oligosaccharides de cellules vivantes. 

(A) Marquage de glycane à la surface de cellules U2OS vivantes ; (B) Images de microscopie à fluorescence des cellules 

U2OS cultivées avec de la Neu5NSydCl et de la Neu9NSydCl. Ces images ont été reproduites avec la permission de la 

référence (228). 

 Lors de travaux visant à étudier la réactivité de la N-phénylsydnone avec divers alcènes 

ou alcynes, K. N. Houk et J. M. Murphy ont démontré que la SPSAC était « orthogonale » vis-à-vis 

d’autres réactions de chimie clic comme la IEDDA (Schéma 55).223 

 
Schéma 55. Orthogonalité de la SPSAC par rapport au système IEDDA avec le couple tétrazine/norbornène. 
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 Basé sur une très grande différence de réactivité, cette caractéristique s’illustre par la 

dualité entre une réaction très lente dans un cas (réaction sydnone/norbornène ou 

tétrazine/DBCO) et une réaction très rapide dans l’autre cas (réaction sydnone/DBCO et 

tétrazine/norbornène). Cela permet le marquage fluorescent de protéines pré-modifiées (BSA-

DBCO et OVA-norbornène), de façon simultanée grâce à des systèmes croisés dont les réactions 

peuvent être assimilées comme étant spécifiques. 

 Depuis quelques années, des études s’intéressent à l’utilisation des sydnones pour le 

développement de nouvelles sondes fluorogènes, c’est-à-dire des sondes dont les propriétés 

fluorescentes sont activées après réaction de cycloaddition (activation par réaction SPSAC) 

(Figure 30). En 2018, des travaux rapportés par les équipes de F. Friscourt229 et F. Taran208 

décrivent l’utilisation de coumarines modifiées par des sydnones pour le marquage de protéines. 

Ces dipôles, lorsqu’ils sont insérés en position N3 du noyau coumarine, ont la capacité de 

désactiver l’émission de la fluorescence de la coumarine. Une fois la réaction de cycloaddition avec 

un cyclooctyne comme le BCN effectuée, cette émission peut être réactivée. Les calculs DFT 

suggèrent que l’extinction de la fluorescence est liée à la présence d’un état de séparation de 

charges non émissif de faible énergie.229 

 
Figure 30. Utilisation de la SPSAC pour le développement de sondes fluorogènes. 

 Par la suite, en plus d’essayer d’améliorer les propriétés cinétiques, de nouvelles classes 

de sydnones fluorogènes ont été mises au point dans le but de développer des sondes dont 

l’émission de fluorescence se fait sur une gamme de longueurs d’ondes plus large. L’ajout d’un 

motif 1,8-naphtalimide en position N3 de la sydnone a permis la détection et la formation des 

motifs pyrazoles autour de 480 nm (domaine correspondant à la couleur bleue) et dont l’intensité 

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm
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de fluorescence est augmentée d’un facteur pouvant être supérieur à 300 par rapport à la sydnone 

de départ. L’efficacité de l’activation fluorogénique de cette sonde a même été démontrée pour 

l’imagerie de glycoprotéines modifiées par un DIBAC.230  

 D’autres motifs de types styryl-sydnones ont également été décrits pour pouvoir être 

détectés à des longueurs d’ondes plus élevées (jusqu’à 650 nm). Ces sondes, basées sur un cycle 

pyridinium séparé du motif sydnone par une (ou plusieurs) doubles liaisons, ont toutes montré 

une amélioration de la fluorescence et des réactivités élevées envers les cyclooctynes (k = 10 à 

100 M-1.s-1) qui les rendent particulièrement adaptées à l’imagerie de protéines cellulaires. Une 

de ces sondes a pu être utilisée pour le marquage fluorescent d’une myoglobuline pré-modifiée 

par un DIBAC et cette réaction de cycloaddition s’est même avérée possible à l’intérieur de cellules 

vivantes de carcinome hépatocytaire Huh-7.231  

 Enfin, plus récemment des sondes polyaromatiques ont également été développées afin 

d’évaluer l’impact de la rigidité du noyau sydnone sur les propriétés de fluorescence. Alors que 

l’activation par formation du pyrazole était plutôt intéressante et que des longueurs d’émissions 

entre 370 et 441 nm ont été mesurées, le caractère hydrophobe de ce type de composés risque de 

limiter leur utilisation en milieux biologiques.232 

III-3.3.d) Utilisation pour le développement de sondes pour l’imagerie 
nucléaire 

 Les réactions de chimie clic, possédant des constantes de vitesses élevées, offrent souvent 

la possibilité de travailler à des concentrations très faibles, ce qui est un avantage majeur pour la 

préparation de produits d’intérêt et notamment le développement de sondes pour l’imagerie 

nucléaire. L’utilisation de la SPSAC a permis de générer des radiotraceurs marqués au fluor-18 

pour l’imagerie TEP, dont la préparation doit être rapide en raison de la demi-vie relativement 

courte du radionucléide. L’excellente réactivité des 4-fluorosydnones a pu être utilisée lors d’une 

preuve de concept pour la mise au point de la préparation d’un radiotraceur marqué au fluor-18 

(Schéma 56).  

 
Schéma 56. Utilisation de la SPSAC pour la préparation d’un radiotraceur « modèle » marqué au fluor-18 pour l’imagerie 

TEP. 

 Dans un premier temps, le complexe sydnone-Pd(II) a été radiomarqué par fluoration 

directe avec du [18F]-Selectfluor bis(triflate), conduisant à la formation de la 4-[18F]fluorosydnone 
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avec un RRC de 7,5 ± 1,7 %. Le brut réactionnel a ensuite été ajouté au BCN pour former le 4-

[18F]fluoropyrazole correspondant avec un RRC quantitatif en seulement 5 minutes à température 

ambiante.220 

 D’autres méthodes de radiofluoration, moins directes car utilisant un groupement 

prosthétique cliquable, ont été développées. En 2017, le groupe de K. N. Houk et J. M. Murphy 

rapporte la première approche basée sur une fluoration nucléophile au fluor-18, avec la 

particularité d’utiliser le motif sydnone comme groupement partant. Malgré les conditions de 

marquages assez dures (température de 150 °C), une large gamme de N-arylsydnones dérivées de 

l’aniline ont pu être ainsi radiomarquées, et la préparation du précurseur phényl bis-sydnone a 

même permis l’accès à la 4-[18F]fluorophénylsydnone. A partir de ce groupement prosthétique, la 

radiofluoration d’un peptide pré-modifié a pu être réalisée avec un RRC >97 % après 15 minutes 

à 40 °C (Schéma 57).233 

 

Schéma 57. Préparation de la 4-[18F]fluorophénylsydnone pour le marquage au fluor-18 d’un peptide [D-Ala2, D-Leu5]- 

Enképhaline modifié par un DBCO. 

 Dans la continuité de ce travail, une nouvelle stratégie basée sur une réaction de 

désoxyfluoration d’un précurseur de l’uronium avec du [18F]fluorure de tétraéthylammonium a 

conduit à la 4-[18F]fluorophénylsydnone. Après optimisation des conditions de réaction, cette 

radiosynthèse a été entièrement automatisée permettant l’accès à la sydnone radiofluorée avec 

un RRC isolé de 37 % et des activités comprises en 10 et 18 mCi (370 et 666 MBq). Par la suite, la 

4-[18F]fluorophénylsydnone a été utilisée pour le marquage d’un peptide-PEG3 modifié par un 

DIBAC dans le but de comparer l’efficacité de marquage avec une approche plus conventionnelle 

utilisant le p-[18F]F-fluorobenzaldéhyde. En raison de la stabilité de la sydnone radiomarquée, de 

sa non volatilité et des conditions douces requises (28 minutes à 40 °C vs 20 min à 80 °C), la SPSAC 

s’est révélée plus intéressante et a conduit à un RRC quatre fois plus élevé qu’avec la méthode 

reposant sur un lien oxime (12 % vs 3 %). Des études d’imagerie TEP/CT sur souris saines ont 

montré une forte accumulation hépatique du radiotraceur basé sur le peptide DBCO-PEG3 par 

rapport à celui aminooxy-PEG3, traduisant un caractère plus lipophile. L’introduction d’un 

espaceur plus polaire de type histidine/acide glutamique (HEHE) à la place du motif PEG3 a permis 

de mieux contrebalancer l’impact du motif DBCO en diminuant la lipophilie globale du 

radiotraceur (logP calculé de -9,75 vs -3,25) (Schéma 58). Cette tendance s’est confirmée avec 
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l’obtention d’un profil pharmacocinétique plus favorable et une élimination 7 fois plus rapide pour 

le groupement HEHE que pour son analogue PEG3.234 

 
Schéma 58. Stratégie de radiomarquage au fluor-18 d’un peptide à l’aide de la SPSAC.  

 Dernièrement, la SPSAC a pu être utilisée dans une étude de preuve de concept de pré-

ciblage pour l’imagerie TEP avec le système 4-chlorosydnones/DIBAC (k = 343 M-1.s-1 dans le 

plasma sanguin).235 Un motif DBCO-PEG2 a été choisi pour le radiomarquage au fluor-18, et une 

chaine PEG4 a été ajoutée en position para du motif phénylchlorosydnone afin de maximiser 

l’accessibilité de la sydnone pour la réaction de cycloaddition. L’anticorps cétuximab a ensuite été 

modifié avec ce fragment PEG4-chlorosydnone, par réaction au niveau de ses résidus lysines, 

conduisant à une estimation moyenne de 8 chlorosydnones/anticorps. En ce qui concerne le 

radiomarquage, la radiofluoration du DBCO-PEG2 a été totalement automatisée et a même mené 

à l’obtention de 4,13 GBq de [18F]-fluoroDIBAC avec un RRC corrigé de la décroissance de 17 % et 

une PRC supérieure à 95 % (Schéma 59). Dans un premier temps, l’immunoconjugué cétuximab-

chlorosydnone a été injecté par intra-veineuse à des souris nudes greffées afin de maximiser son 

accumulation à la tumeur, suivi d’une injection 3 jours plus tard de [18F]-fluoroDIBAC. Les analyses 

d’imagerie TEP ont révélé un marquage tumoral spécifique et que la majorité de l’activité 

résiduelle était retrouvée dans la rate et l’intestin, suggérant une élimination hépato-biliaire. 
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Schéma 59. Préparation d’un immunoconjugué cétuximab-sydnone pour une application en pré-ciblage. 

III-4. Conclusion 

 Décrit pour la première fois en 1935 par J. C. Earl et A. W. Mackney, l’intérêt pour les 

sydnones n’a cessé d’augmenter, en faisant aujourd’hui la classe de composé mésoionique la plus 

décrite dans la littérature. Malgré des efforts visant à améliorer la préparation des sydnones, les 

méthodes de synthèse de ces précurseurs n’ont pas beaucoup évolué comparée à la procédure 

originale en deux étapes.  

 Connu pour leurs propriétés biologiques (anti-inflammatoires, antibactériennes et 

antifongiques), il faut attendre les travaux de R. Huisgen en 1962 pour voir le premier exemple de 

cycloaddition thermique 1,3-dipolaire entre les sydnones et les alcynes. Néanmoins, le 

développement de ce type de cycloaddition a longtemps été limité à cause de conditions de 

réactions assez dures (temps de réactions assez longs, températures autour de 180°C) et du 

manque de régiosélectivité, notamment avec les alcynes asymétriques conduisant à la formation 

de deux pyrazoles.   
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 Au cours des dernières décennies, de nombreux travaux ont visé à optimiser cette étape 

de cycloaddition, que ce soit pour le développement de conditions de réactions plus douces, mais 

aussi et surtout pour en améliorer la régiosélectivité. Alors que l’utilisation d’alcyne particulier tel 

que les alcynylsilanes ou les alcynylboronates ont permis d’améliorer la régiosélectivité, d’autres 

comme le trifluoroborate d’alcynyle ont facilité le développement de cette réaction à température 

ambiante. 

 La découverte de la CuSAC par l’équipe de F. Taran lors d’une étude de criblage en 2013 

constitue la deuxième avancée majeure dans l’utilisation des sydnones pour des réactions de 

cycloaddition. En effet, l’ajout d’un catalyseur au cuivre (I) permet un contrôle total de la 

régiosélectivité en faveur des pyrazoles 1,4-disubstitués et une réduction considérable des 

températures de chauffage (≤60 °C). De plus, cette réaction de cycloaddition a également montré 

qu’elle pouvait être réalisée dans de nombreux solvants (H2O, tBuOH-H2O, DMSO, DMF) et même 

en milieu biologique (plasma sanguin humain à 37 °C) offrant la possibilité d’envisager pour la 

première fois les sydnones pour des applications en bioconjugaison. Utilisé aujourd’hui en 

synthèse organique ou encore pour le développement de sondes fluorescentes, le développement 

de ce type de cycloaddition reste encore limité en raison des quantités nécessaire de catalyseur 

au cuivre dont la proportion est plus élevée que pour une réaction de CuAAC. Néanmoins, suite 

aux travaux récents de Taran et al. montrant la possibilité de diminuer la quantité de cuivre 

engagée dans la réaction, il est envisageable que cette limite puisse être levée. 

 Enfin, la découverte de la réaction SPSAC entre les sydnones et les alcynes contraints 

représente surement la plus grande des avancées, en établissant que ces composés mésoioniques 

puissent être utilisés pour la chimie bio-orthogonale. Si dans un premier temps une cinétique de 

réaction relativement lente a été rapportée (k = 5,4 x 10-2 M-1.s-1), un travail d’optimisation de la 

structure des réactifs, notamment au niveau de la sydnone, a permis d’améliorer 

considérablement les valeurs de cinétiques, allant même jusqu’à rivaliser avec les valeurs 

atteintes par le système IEDDA avec des valeurs de cinétique de réaction allant jusqu’à 1,2 x 104 

M-1.s-1. En plus de retrouver ce type de réaction dans le développement de sondes fluorescentes 

ou en glyco-ingénierie, les vitesses de réaction extrêmement rapides de la SPSAC ont même pu 

être appliquées au domaine de la radiochimie et utilisées pour des applications in vivo. 
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I- Introduction du sujet de recherche 

I-1. Présentation des travaux antérieurs 

 Ce projet de thèse s’inscrit dans la continuité des travaux de Navarro et al., précédemment 

réalisés dans notre équipe, comparant 5 systèmes bio-orthogonaux (CuAAC : Alk-N3 ; IEDDA : 

TCO-Tz / BCN-Tz ; SPAAC : DBCO-N3 / BCN-N3) en fonction de leur cinétique de réaction.236 Pour 

cela, quatre peptides modèles cliquables (Gly-Lys-Gly) munis de fonctions bio-orthogonales ont 

été synthétisés, puis radiomarqués à l’iode-125 ou à l’astate-211 à partir de groupements 

prosthétiques portant des fonctions azotures ou tétrazines (Schéma 60). 

 
Schéma 60. Radiomarquage à l’iode-125 et à l’astate-211 de peptides modèles cliquables à l’aide de réactions bio-

orthogonales étudiés précédemment par Navarro et al.236 

 Comme attendu, la réaction entre le TCO et la tétrazine s’est montrée la plus rapide avec 

un RRC supérieur à 99 % en seulement une minute. Après optimisation, la réaction catalysée au 

cuivre a été le deuxième système le plus rapide (5-10 minutes), suivi de la réaction entre le BCN 

et la tétrazine (15 minutes) et des deux systèmes SPAAC (DBCO-N3/BCN-N3), présentant des 

CuAAC : Alk-N3

IEDDA : TCO-Tz

IEDDA : BCN-Tz

SPAAC : DBCO-N3

SPAAC : BCN-N3
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cinétiques plus lentes allant de 45-60 minutes à plusieurs heures pour atteindre une réaction 

complète (Figure 31). 

 
Figure 31. Cinétiques des couplages bio-orthogonaux entre les peptides cliquables et les groupements prosthétiques 

radiohalogénés : TCO-Tz (⬤) ; CuAAC (■) ; BCN-Tz (◆) ; DBCO-N3 (▲) ; BCN-N3 (★). RRC basés sur l'analyse HPLC du 

produit brut (n = 3).  

 Ces travaux ont été approfondis puisque deux de ces systèmes (TCO-Tz et DBCO-N3) ont 

été sélectionnés afin d’être utilisés pour le radiomarquage à l’iode-125 et à l’astate-211, de 

l’anticorps 9E7.4 ciblant le CD138 murin. Après modification par des fonctions TCO ou DBCO au 

niveau des résidus lysines, les anticorps ont été radiomarqués à l’aide de la chimie clic, conduisant 

à des RRC supérieurs à 90 % en seulement 5 minutes pour le système TCO-Tz et 40 minutes pour 

le système DBCO-N3 (Schéma 61).  

 
Schéma 61. Radiomarquage à l’iode-125 et à l’astate-211 d’un anticorps ciblant le CD138 à l’aide d’un groupement 

prosthétique Tz ou N3. 

 A titre de comparaison, les radiomarquages de cet anticorps grâce aux méthodes de 

bioconjugaison conventionnelles (SIB/[211At]SAB) sont effectués en 30 minutes et conduisent à 
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des RRC entre 60 et 75 %. Enfin, des tests de stabilité sérique et d’immunoréactivité ont également 

été effectués et ont montré que même après modification par chimie clic, les propriétés 

biologiques de l'anticorps ne sont pas modifiées. 

 Cependant, malgré des résultats intéressants, les systèmes sélectionnés ne sont pas 

parfaits et présentent certaines limites. En effet, la grande réactivité du TCO n’est pas sans 

conséquence sur sa stabilité. En raison d’une isomérisation progressive en CCO, beaucoup moins 

réactif, ce type d’alcène contraint ne peut pas être stocké sur de longues périodes.85 Concernant le 

deuxième système, l’utilisation d’un motif aussi volumineux que le DBCO peut entraîner la 

formation de zones hydrophobes et modifier la biodistribution naturelle du vecteur. L’objectif de 

ce projet consiste à approfondir l’exploration du potentiel de la chimie clic pour la 

radiohalogénation de protéines, et ainsi étendre le catalogue de systèmes cliquables pour la 

vectorisation des isotopes d’intérêt en médecine nucléaire. 

I-2. Le choix des sydnones 

 Depuis l’introduction du concept par C. R. Bertozzi en 2003, de nombreuses réactions dites 

bio-orthogonales ont été recensées (Figure 32).  

 
Figure 32. Exemples de systèmes bio-orthogonaux rapportés dans la littérature pouvant être intégrés à l’étude 

comparative. 

 Parmi les différents systèmes décrits dans la littérature, notre choix s’est porté sur deux 

nouveaux systèmes impliquant les sydnones, la SPSAC et la CuSAC (Schéma 62). Ces composés 

mésoioniques, les plus étudiés pour des réactions de cycloaddition, se distinguent par leur facilité 
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de synthèse (seulement deux étapes), leur stabilité chimique et surtout leur très bonne réactivité 

(10-2-104 M–1·s–1) pouvant dans certains cas rivaliser avec les valeurs atteintes par le système 

IEDDA (1-107 M–1·s–1). En raison de leurs deux positions fonctionnalisables (en N3 et C4 du motif 

sydnone), ces composés ouvrent la voie à la possibilité d’y introduire de nombreux groupements 

d’intérêt. Enfin, de par leur similarité avec les azotures, ces deux nouveaux systèmes pourront 

être comparés avec ceux déjà étudiés lors des travaux précédents (SPAAC/CuAAC). 

 
Schéma 62. Représentation des deux systèmes sélectionnés impliquant les sydnones. 

I-3. Choix du groupement partant pour la radiohalogénation : 

les acides boroniques 

 Afin d’introduire ces deux nouveaux systèmes à l’étude cinétique précédemment décrite, 

l’ajout d’une fonction permettant la radiohalogénation de la sydnone est nécessaire. Dans le cadre 

de ce projet, les radiomarquages ont été effectués à l’iode-125 (demi-vie de 59,4 jours) disponible 

commercialement sous forme d’iodure de sodium ([125I]NaI). L’iode possédant un isotope stable 

(127I), cela a permis de synthétiser des références non-radioactives afin de confirmer l’obtention 

des produits souhaités lors des radiomarquages. De plus, l’astate-211 étant également un 

halogène, le groupement partant choisi pourra être transposé lorsque des marquages avec ce 

radionucléide seront envisagés. 

 De nombreuses  méthodes permettant le radiomarquage à l’iode de composés d’intérêt 

sont  décrites dans la littérature.118 Celles-ci reposent sur l’utilisation d’iode sous forme 

nucléophile ou électrophile pour former généralement une liaison aryl-iode stable in vivo (Figure 

33). Si l’échange isotopique fait partie des méthodes les plus simples pour la radioiodation de 

composés organiques,237 l’utilisation d’un précurseur non-radioactif en large excès est néanmoins 

problématique. L’activité molaire du produit radiomarqué se trouve donc limitée par la présence 

du précurseur (impossible à séparer de la version radiomarquée) avec l’inconvénient principal, 

dans notre cas, d’une possible compétition lors de l’étape de réaction clic. 
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Figure 33. Principales approches pour la préparation de composés iodoaryles radiomarqués.118 

 Les sels d’aryldiazoniums sont également connus pour l’introduction d’iode sous sa forme 

nucléophile. En revanche, en raison d’une stabilité limitée, ces précurseurs doivent être générés 

in situ à partir de l’aniline correspondante. Malgré des efforts récents visant à simplifier les 

conditions de réactions,238 cette stratégie reste très peu utilisée pour la production des 

radiopharmaceutiques.  

 Bien que le potentiel de l’iode hypervalent ait été également investigué ces dernières 

années avec notamment l’utilisation des sels d’aryliodoniums, utilisés par notre équipe lors de la 

précédente étude,236 ces méthodes ne sont pas idéales. L’inconvénient principal de cette stratégie 

est la formation d’un produit secondaire lors de l’étape de radiomarquage. De plus, la présence de 

l’analogue iodé non-radioactif, issu de la dégradation du précurseur pendant le marquage, peut 

provoquer les mêmes problèmes de compétition que l’échange isotopique. 

 Depuis quelques années, la voie des acides/esters boroniques connait un intérêt 

grandissant. Décrite pour la première fois en 2016 par V. Gouverneur,239 cette méthode repose 

sur l’utilisation d’un catalyseur au cuivre (II) et permet de réaliser les réactions en conditions 

douces (température ambiante), d’obtenir d’excellents RRC et de limiter les risques de formations 

de sous-produits radiomarqués.240 Même si la préparation de précurseurs acides/ester 
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boroniques peut s’avérer délicate de par les difficultés de purification liée à leur polarité, le 

précurseur en principe facilement séparable du produit radioiodé, permet d’atteindre des 

activités spécifiques plus importantes pour une réaction clic plus efficace. De plus, l’absence 

d’analogue iodé non-radioactif permet d’éviter une possible compétition lors de l’étape de 

réaction clic. C’est pour ces différentes raisons que les acides boroniques ont été choisis comme 

groupement partant pour la radiohalogénation dans le cadre de ce projet. 

 En raison des quantités très faibles de produits formés lors des radiomarquages (≈ 10-10 

mol), la caractérisation de ces composés par les techniques d’analyses classiques telle que la 

résonnance magnétique nucléaire (RMN) ou la spectrométrie de masse n’est pas possible. De ce 

fait, les références iodées non-radioactives correspondantes ont été synthétisées et permettront 

de suivre par HPLC la formation des produits issus des couplages bio-orthogonaux lors des études 

cinétiques. Etant donné que les structures des molécules sont similaires, puisque seul l’isotope 

change (iode-127 ou iode-125), des temps de rétention identiques sont attendus. 

II- Objectifs des travaux de thèse 

Ce projet de recherche a été divisé en deux parties : 

 La première partie a consisté à explorer davantage le potentiel de la chimie clic pour la 

radiohalogénation en évaluant les couples sydnones/alcynes comme substrats potentiels, puis de 

comparer ces systèmes à ceux précédemment décrits. 

 La deuxième partie a porté sur l’optimisation de ce type de système pour une application 

sur de nouveaux vecteurs (dérivés peptidiques) ou d’autres radionucléides (fluor-18). 

II-1. Evaluation des sydnones comme groupement prosthétique 

pour le radiomarquage à l’iode-125 

 L’iode et l’astate présentent plusieurs radioisotopes d'intérêt pour la médecine nucléaire, 

que ce soit pour l'imagerie avec l’123I (γ, 13,2 h), l’124I (β+, 4,18 j), ou la thérapie avec l’125I (e- Auger, 

59,9 j), l’131I (β-, 8 j) et l’211At (α, 7,2 h), l'un des émetteurs alpha les plus prometteurs pour la 

radiothérapie interne vectorisée. 

 Les méthodes de bioconjugaison conventionnelles permettant l'association d'un 

radionucléide à une protéine vectrice consistent, dans la majorité des cas, à utiliser les fonctions 

chimiques naturellement présentes sur les vecteurs (lysine, tyrosine, cystéine). Néanmoins, ces 

méthodes présentent certaines limites : des rendements de couplage non-optimaux, des 

cinétiques de réactions parfois lentes ou encore une absence de régiospécificité pouvant entrainer 

une perte de reconnaissance du vecteur pour sa cible.  
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 Parmi les différents outils à notre disposition et pour pallier ces différents problèmes, il 

est possible d’utiliser une chimie plus polyvalente : la chimie bio-orthogonale. Celle-ci apparaît 

comme une alternative intéressante en raison de sa compatibilité avec les systèmes biologiques 

et du fait qu’elle n’interfère pas avec les processus biochimiques naturels. Les travaux 

précédemment publiés par notre équipe ont démontré que l'utilisation de systèmes bio-

orthogonaux basés sur des réactions telles que la CuAAC, la SPAAC ou la IEDDA pouvait améliorer 

significativement le radiomarquage de protéines à l'iode-125 et à l'astate-211.236  

 Les sydnones ayant connu un fort intérêt ces dernières années en raison de leur réactivité 

avec des alcynes terminaux (CuSAC) ou contraints (SPSAC), la première partie de ce projet s’est 

portée sur l’utilisation de ces systèmes bio-orthogonaux pour une transposition au marquage de 

vecteurs d’intérêt avec des radiohalogènes lourds. 

 Pour y parvenir, cette partie s’est divisée en plusieurs étapes. Tout d’abord un travail de 

synthèse a été nécessaire pour la préparation d’une sydnone munie d’une fonction acide 

boronique pour l’étape de radiomarquage à l’iode-125 (Figure 34 A). En raison de l’impact de la 

structure de la sydnone sur la cinétique de réaction,224 des optimisations du motif ont également 

été effectuées. En parallèle, un azoture fonctionnalisé lui aussi par une fonction acide boronique a 

également été préparé (Figure 34 B). Ce précurseur a servi de molécule référence lors des études 

comparatives des systèmes SPSAC/SPAAC et CuSAC/CuAAC. Des peptides modèles munis des 

fonctions cliquables complémentaires ont également été préparés afin de réaliser, à l’aide des 

analogues iodés non-radioactifs, une étude préliminaire sans radioactivité permettant de 

déterminer les constantes de vitesses de ces réactions (Figure 34 C). Après optimisation des 

conditions de radiomarquage des sydnones, cette même étude a été réalisée à l’iode-125 dans le 

but d’identifier le ou les systèmes bio-orthogonaux les plus intéressants en termes d'efficacité de 

radiomarquage et de cinétique de réaction pour une transposition au marquage d’un vecteur 

d’intérêt (Figure 34 D). 
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Figure 34. Représentation des différentes étapes pour radiomarquer un vecteur d’intérêt à l’iode-125. (A) Synthèse des 

sydnones ; (B) Synthèse d’un azoture de référence ; (C) Structures des peptides modèles cliquables envisagés dans ce 

travail ; (D) Etudes comparatives des systèmes SPSAC/SPAAC et CuSAC/CuAAC puis radiomarquage d’un vecteur 

immunologique. 

II-2. Optimisation du groupement prosthétique azoture 

radioiodé 

 La seconde partie se concentre sur la transposition de ces systèmes à d’autres 

biomolécules et/ou radionucléides. Lors de la précédente étude, l’utilisation de sels 

d’aryliodoniums comme précurseur d’un radioiodoaryle fonctionnalisé par un groupement 

azoture a pu montrer certaines limites : la formation d’un sous-produit radiomarqué, la présence 

d’analogue iodé non-radioactif et une perte d’activité non-négligeable pendant les phases 

d’évaporation due à la volatilité du produit radiomarqué (Schéma 63).236 
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Schéma 63. Limites mises en évidence lors du marquage à l’iode-125 d’un précurseur sel d’aryliodonium.236 

 Ces limites se sont illustrées lors de l’utilisation d’un de ces systèmes (SPAAC entre un 

azoture et un DBCO) pour la préparation du peptide [Tyr3, Lys5] octréotate acétate (analogue de 

la somatostatine) radiomarqué à l’iode-125, entraînant un impact sur les rendements de 

marquage ou sur l’activité molaire. De plus, les modifications structurales engendrées par l’ajout 

de ce système ont conduit à une modification des caractéristiques générales du peptide 

radiomarqué et notamment à une augmentation de sa lipophilie. 

 Pour tenter de pallier ces problèmes, une modification de la structure du précurseur a été 

envisagée avec l’introduction d’un acide boronique comme fonction de radiomarquage (au lieu 

des sels d’iodoniums) pour limiter la formation de sous-produit, et l’ajout d’une chaîne 

polyéthylène glycol (n = 3) pour contrebalancer la lipophilie du DBCO mais également pour limiter 

la volatilité du produit radiomarqué (Schéma 64). 

 
Schéma 64. Structure de l’azoture bifonctionnel envisagé. 

 Dans un premier temps, le précurseur a été synthétisé puis radiomarqué à l’iode-125. La 

réaction de cycloaddition avec le peptide [Tyr3, Lys5] octréotate acétate a ensuite été réalisée et la 

lipophilie du produit formé a été mesurée pour comparaison avec le précédent motif étudié. 

L’impact de la modification de la structure sur la réactivité du précurseur a également été étudié 

via une étude cinétique sans radioactivité et à l’iode-125 sur des peptides modèles. Enfin, afin 

d’élargir le champ d’application de ce type de système, ce motif a également pu être radiomarqué 

au fluor-18. 
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I- L’intérêt des sydnones pour le radiomarquage à l’iode-125 

I-1. Préparation des précurseurs  

I-1.1. Préparation de l’azoture bifonctionnel 

 Afin de pouvoir évaluer les différents systèmes bio-orthogonaux impliquant les sydnones 

par rapport à ceux déjà étudiés, un système de référence a été sélectionné pour pouvoir établir 

cette comparaison. Les azotures étant également impliqués dans des réactions de cycloaddition 

sous contrainte stérique (SPAAC) et catalysées au cuivre (CuAAC), ce choix s’est donc orienté vers 

les systèmes DBCO-N3 et Alk-N3. 

 Pour l’obtention du précurseur azoture 1, l’idée a été de reprendre une structure 

équivalente à celle de la précédente étude mais en introduisant une fonction acide boronique pour 

le radiomarquage. Cela afin d’éviter la présence d’analogue iodée non-radioactif obtenu par la 

méthode des sels d’aryliodoniums et faciliter la comparaison avec les sydnones qui seront 

également fonctionnalisées par des acides boroniques. Le précurseur 1 a été obtenu par 

substitution nucléophile entre l’acide 3-(bromométhyl)phénylboronique et l’azoture de sodium, 

selon le protocole décrit par Healy et al.,241 avec un rendement moyen de 42 %. La référence iodée 

non-radioactive 2 a quant à elle été préparée à partir du bromure de 3-iodobenzyle, selon le 

protocole précédemment décrit par notre équipe, avec un rendement de 63 % (Schéma 65).236 

 
Schéma 65. Préparation du précurseur 1 et de la référence iodée 2. 

I-1.2. Préparation de la sydnone bifonctionnelle 

I-1.2.a) Introduction de la fonction acide boronique par attaque 
électrophile 

 Pour l’obtention du motif sydnone, l’idée de départ a été de développer un précurseur de 

type N-arylsydnone simple et d’y introduire la fonction acide boronique en position para (Schéma 

66). Cette position a été choisie car il est rapporté dans la littérature que l’ajout d’un groupement 

électroattracteur (effet -I de l’iode) en position para améliore la réactivité des N-arylsydnones.224 
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 De plus, cette position est très largement utilisée pour l’ajout de substituants et un 

exemple de radiomarquage au fluor-18 a même été décrit.233 

 
Schéma 66. Structure du précurseur bifonctionnel envisagé. 

 Pour générer ce précurseur, le dérivé iodé 4 a été utilisé. Celui-ci a été synthétisé selon le 

protocole en deux étapes décrit par Taran et coll.224 (Schéma 67). Le dérivé aminoacide 3 est 

obtenu par amination réductrice de la p-iodoaniline puis une nitrosylation suivi d’une 

cyclodéshydratation « one-pot » permet l’obtention de la sydnone iodée 4 avec un rendement 

global de 65 %. 

 
Schéma 67. Synthèse en deux étapes du dérivé iodé 4. 

Dans un premier temps, l’insertion de la fonction acide boronique a été envisagée par 

métallation via un échange halogène/lithium avec le n-buthyllithium (n-BuLi), suivi d’une attaque 

électrophile du borate de triméthyle (B(OMe)3). Lors d’une étude de A. Schmidt visant  à évaluer 

la déprotonation de diverses N-phénylsydnones substituées en position para, les auteurs ont 

remarqué qu’en présence de 1,4 équivalents de n-BuLi, la liaison carbone-lithium prioritairement 

formée se situait au niveau du carbone en position C4 de la sydnone et non sur le groupement 

phényle.242 Malgré une augmentation de la quantité de n-BuLi (2 à 6 équivalents), afin de favoriser 

la formation de la liaison carbone-lithium souhaitée, aucun des tests réalisés n’a permis de 

synthétiser le précurseur bifonctionnel 5, ni même la sydnone fonctionnalisée en position C4 

(Schéma 68). Suite à ces résultats, deux hypothèses ont alors été émises : i) l’intermédiaire 

organolithien 4a s’hydrolyse avant l’ajout de B(OMe)3 ; ii) l’électrophile utilisé n’est pas 

suffisamment réactif. Des analyses par HPLC et spectrométrie de masse du milieu réactionnel, 

après l’ajout de l’électrophile, ont permis de montrer que la réaction conduisait à un mélange de 

sydnone de départ 4 et d’un produit hydrolysé correspondant à la N-phénylsydnone, ce qui laisse 

supposer que la formation de la liaison carbone-lithium souhaitée a bien eu lieu (Schéma 68).  
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Schéma 68. Voie d’accès au précurseur bifonctionnel 5 envisagée. 

Etant donné les précautions prises pour maintenir une atmosphère inerte et un milieu 

anhydre, cela laisse plutôt supposer un problème de réactivité avec le B(OMe)3. Afin de synthétiser 

ce précurseur, il serait intéressant d’utiliser d’autres électrophiles tel que le borate de triéthyle243 

ou de triisopropyle,244 qui sont également employés pour l’introduction d’une fonction acide 

boronique. 

L’utilisation d’un intermédiaire organolithien pour la formation de la sydnone 

bifonctionnelle 5 n’ayant pas fonctionné, une autre voie de synthèse a été explorée en introduisant 

une fonction ester boronique (Schéma 69). Cependant, malgré une consommation de la sydnone 

iodée 4, aucun des produits formés ne correspondaient au précurseur souhaité et les analyses par 

spectrométrie de masse et RMN n’ont pas permis de les identifier. 

 
Schéma 69. Voie d’accès alternative testée pour la préparation d’un précurseur sydnone bifonctionnel fonctionnalisé par 

un ester boronique. 

 En raison des difficultés de synthèse du précurseur bifonctionnel, une nouvelle structure 

a été envisagée pour le précurseur sydnone. Toutefois, l’accès à la molécule 6 pourra être réévalué 

en employant une méthode rapportée au cours de ce projet par le groupe de F. Taran, consistant 

à former l’ester boronique 6 à partir de l’iodoaryle 4.245 En plus de conduire à un mélange avec 

l’acide boronique 5 envisagé, cette stratégie a également été utilisée pour une fonctionnalisation 

en méta de la sydnone, démontrant l’efficacité de ce procédé. Alors que de l’acétate de palladium 
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(II) avait été utilisé lors des tests, les auteurs rapportent l’utilisation d’un autre catalyseur, le 

bis(acétonitrile)dichloropalladium (II). De plus, cette réaction a été effectuée à l’abri de la lumière, 

ce qui n’était pas le cas lors des tests précédents. Les composés iodoaryles pouvant être sensibles 

à la lumière, cela peut expliquer pourquoi la synthèse de la sydnone 6 n’a pas fonctionné. 

 Basé sur les travaux de Lyssenko et coll.246 montrant la possibilité de fonctionnaliser 

spécifiquement la position ortho du groupement phényle, une approche alternative a été choisie 

en replaçant la fonction acide boronique sur cette position sans avoir besoin de passer par un 

dérivé iodé. Les mêmes étapes de synthèse précédemment utilisées ont été reconduites à partir 

de l’aniline avec un rendement global pour les deux premières étapes de 46 %. Contrairement à 

la première stratégie, l’insertion de la fonction acide boronique a cette fois été possible et la N-

arylsydnone 9 a pu être obtenue malgré un faible rendement de 23 % (Schéma 70). Les risques 

d’hydrolyse lors de la formation de l’intermédiaire organolithien ainsi que la fonctionnalisation 

potentielle du carbone en position C4 de la sydnone peuvent expliquer ce rendement. En parallèle, 

la référence iodée non-radioactive a également été préparée via l’intermédiaire lithié selon le 

protocole décrit par l’équipe de K. Turnbull,247 utilisant du diiode comme électrophile, avec 

également un faible rendement de 14 % (Schéma 70). 

 
Schéma 70. Préparation du précurseur 9 et de la référence iodée 10. 

 Un test préliminaire de radiomarquage à l’iode-125 sur le précurseur 9 a ensuite été 

réalisé selon les conditions développées par Berdal et coll.115 La réaction a été effectuée dans un 

mélange MeOH/H2O (9:1) en utilisant une solution aqueuse de [125I]NaI (1 MBq) en présence de 

Cu(OTf)2(pyr)4 (Figure 35 A). Après 30 minutes à 25 °C, la sydnone radiomarquée a été obtenue 

avec un RRC brut de seulement 29%. Ce faible rendement s’explique par la présence de plusieurs 

sous-produits radiomarqués, dont un majoritaire à 39 %, probablement liés à des réactions 

parasites (Figure 35 B).  
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Figure 35. Radiomarquage du précurseur 9 à l’iode-125. (A) Conditions de marquage ; (B) Analyses HPLC de la référence 

iodée 10 et du brut réactionnel. 

 Etant donné que lors de la synthèse du précurseur 9, une déprotonation au niveau du 

carbone en position C4 du motif sydnone se produit (intermédiaire lithié), la première hypothèse 

pour expliquer le sous-produit majoritaire s’est orientée vers l’introduction de la fonction acide 

boronique et un radiomarquage à l’iode-125 à cette position. En effet, malgré une pureté HPLC 

supérieure à 99 % et même si les analyses 1H et 13C indiquaient la formation du précurseur 9 

souhaité, la présence d’un sous-produit, même en faible proportion, serait suffisante pour poser 

problème lors de l’étape de radiomarquage. Cependant, après avoir synthétisé la 3-phényl-4-

iodosydnone 11 selon le protocole décrit par Taran et al.224 avec un rendement de 48 % (Schéma 

71), une analyse HPLC (tR = 8,29 min) a permis de conclure que ce produit ne correspondait pas 

au sous-produit majoritaire (tR = 6,73 min).  

 
Schéma 71. Synthèse de la 3-phényl-4-iodosydnone 11. 

 Certains travaux rapportent l’utilisation du motif sydnone comme groupement partant 

lors des marquages au fluor-18.233 L’iode-125 étant également un radiohalogène, l’hypothèse a été 

émise que le radionucléide ait été introduit à la place de la sydnone. Cependant, les conditions de 

températures nécessaires pour cette réaction (130-150 °C) rendent cette hypothèse peu plausible. 

À l’heure actuelle, le sous-produit formé n’a toujours pas été formellement identifié, mais il semble 

que celui-ci possède une fonction acide boronique puisqu’il est radiomarquable. 
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I-1.2.b) Introduction de la fonction acide boronique par couplage d’un 
dérivé arylboronique 

 Afin de contourner les problèmes rencontrés lors du radiomarquage de la sydnone 9 

initialement envisagée, une nouvelle stratégie de synthèse a été étudiée. Celle-ci a consisté à 

introduire la fonction acide boronique via un composé commercial déjà fonctionnalisé tout en 

conservant le motif N-arylsydnone. La synthèse du précurseur 15 repose sur l’utilisation de la 

sydnone intermédiaire 14, possédant une fonction acide carboxylique en position para. 

Contrairement aux premières stratégies, la synthèse de cet intermédiaire est effectuée en trois 

étapes selon la méthode décrite par Zhang et al.,248 avec un rendement global de 30 % (Schéma 

72 A). Cette différence du nombre d’étape s’explique par le fait que la nitrosylation et la 

cyclodéshydration aient été réalisées séparément. 

 
Schéma 72. (A) Synthèse en trois étapes de l’intermédiaire 14 ; (B) Synthèse du précurseur 15 et de la référence iodée 

16. 

 L’étape suivante consiste à introduire la fonction acide boronique via un couplage entre 

l’acide carboxylique de la sydnone 14 et l’amine primaire de l’aniline fonctionnalisée, en présence 

de N-méthylmorpholine (NMM), de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide 

chlorhydrate (EDC.HCl) et de 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) comme activateurs du carboxyle. La 

N-arylsydnone 15 a pu être obtenue par précipitation dans du méthanol, avec un rendement de 

68 %. L’analogue iodé non-radioactif 16 a quant à lui été obtenu selon le même protocole, à partir 

de la p-iodoaniline et sans NMM, avec un rendement de 54 % (Schéma 72 B). 

 Un test préliminaire de radiomarquage à l’iode-125 a ensuite été réalisé sur le précurseur 

15, selon le même protocole que pour la sydnone 9. L’objectif de ce test préliminaire était de voir 

si l’utilisation de cette sydnone, obtenue grâce à la nouvelle stratégie de synthèse, permettait 

d’améliorer le RRC brut obtenu avec le motif précédent (Figure 36 A). Pour éviter une 

précipitation du précurseur lors du radiomarquage, celui-ci est dissous au préalable dans un 

mélange MeOH/DMSO (9:1) avant d’être impliqué dans la réaction de marquage. Alors qu’avec le 

premier motif évalué, un RRC brut de seulement 29 % avait été obtenu, ce test a permis de valider 



- 102 - 
 

l’obtention de la sydnone radiomarquée 16a avec un excellent RRC brut supérieur à 99 % (Figure 

36 B). 

 
Figure 36. Radiomarquage du précurseur 15 à l’iode-125. (A) conditions de marquage ; (B) analyses HPLC de la 

référence iodée 16 et du brut réactionnel. 

 Après avoir amélioré la stratégie de synthèse et validé le radiomarquage à l’iode-125 de la 

sydnone grâce à un test préliminaire, l’impact de la structure de la sydnone sur la cinétique de 

réaction avec les peptides modèles a été évaluée. En effet, des travaux menés par le groupe de F. 

Taran ont montré que la substitution d’un groupement aryle par un groupement alkyle en position 

N3 était préjudiciable à la réaction. Il est également décrit que la présence d’un halogène, en 

particulier le chlore, en position C4 de la sydnone permettait d’accélérer considérablement la 

réactivité de celle-ci avec un BCN (30 fois plus rapide que la version hydrogénée).224 Si de 

meilleures cinétiques ont été rapportées quelques années plus tard grâce à la 4-fluorosydnone,220 

cette dernière souffre néanmoins de problèmes de stabilité et le meilleur compromis en termes 

de stabilité et de réactivité reste son analogue chloré. Afin de voir si les tendances étaient 

similaires avec les peptides modèles, deux nouveaux précurseurs ont donc été sélectionnés en vue 

d’être intégrés aux études cinétiques (Figure 37). 

 
Figure 37. Structure des deux nouveaux précurseurs intégrés dans l’étude. 

 Les N-alkylsydnones 17 et 18 ont été obtenues en seulement une étape via un couplage 

entre la 3-carboxyméthylsydnone et l’aniline correspondante avec des rendements de 54 et 81 %, 
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respectivement (Schéma 73 A). Les N-arylchlorosydnones 20 et 21 ont quant à elles été 

synthétisées selon le même protocole mais en utilisant l’intermédiaire 19, obtenu par chloration 

de la sydnone acide carboxylique 14 selon la procédure décrite par Taran et al.224 (Schéma 73 B). 

Si des rendements moyens à bons (49 et 65 %) ont été obtenus lors des réactions de couplage, les 

difficultés de purification rencontrées pour la préparation de l’intermédiaire 19 ont conduit à un 

rendement de seulement 20 %. 

 

Schéma 73. Synthèse des sydnones d’intérêts. (A) N-alkylsydnones 17 et 18 ; (B) N-arylchlorosydnones 20 et 21 à partir 

de l’intermédiaire 19. 

I-1.3. Génération des peptides modèles cliquables – références iodées 

 Après avoir synthétisé les précurseurs sydnones nécessaires à l’étude cinétique, l’étape 

suivante a consisté à synthétiser les peptides modèles cliquables. La SPAAC et la CuAAC servant 

de systèmes de référence, le choix des peptides s’est orienté vers ceux qui impliquaient les 

azotures lors de la précédente étude. Les tripeptides Gly-Lys-Gly modifiés par un DBCO (22), un 

BCN (23) ou un alcyne terminal (24) ont alors été préparés selon les protocoles décrit par Navarro 

et coll.236 (Figure 38). 
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Figure 38. Structures des peptides modèles cliquables DBCO (22), BCN (23) et alcyne (24). 

 Alors qu’aucune complication n’avait été rapportée quant à la synthèse du peptide 22, des 

problèmes de stabilité avec ce peptide ont été rencontrés. En effet, si après purification par 

chromatographie en phase normale un produit propre était obtenu, il a été observé que le peptide 

pouvait se dégrader lors de l’évaporation des solvants. La protection du peptide contre la lumière 

et la réduction de la température du bain-marie (40 °C à 25 °C) lors de la phase d’évaporation ne 

permettant pas toujours d’éviter cette dégradation, l’hypothèse a été émise que le contact 

prolongé du peptide avec un solvant chloré pouvait entrainer cette dégradation. Cette supposition 

a été vérifiée lors d’une analyse 1H du produit qui, couplé à une analyse HPLC, a montré une 

dégradation à hauteur de 50 % du produit après 1 nuit dans du chloroforme deutéré. C’est pour 

cette raison que par la suite, toutes les analyses RMN des peptides modèles ont été réalisées en 

DMSO ou en méthanol. Etant détecté en UV, il est fort probable que le sous-produit de dégradation 

contienne le motif DBCO. 

 Afin d’obtenir une référence des différents peptides cliqués, les peptides DBCO (22) et 

BCN (23) ont été couplés aux sydnones iodées non-radioactives (16, 18 et 21) (Schéma 74). 

Concernant le peptide alcyne (24), des problèmes ont été rencontrés tel que décrit en détail dans 

la section I-3. Ces sydnones présentant une solubilité limitée dans de nombreux solvants 

organiques, les réactions ont été réalisées exclusivement en DMF. Après purification des solutions 

de couplage par chromatographie en phase normale, les références des peptides modèles 

cliquables 25 à 30 ont été obtenues avec des rendements moyens (51 %) à bons (76 %). 
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Schéma 74. Réactions de couplages bio-orthogonaux entre les peptides cliquables et les références iodées non-

radioactives. (A) Avec le peptide-DBCO ; (B) Avec le peptide-BCN. 

I-2. Etude comparative du système SPSAC avec le système SPAAC 

I-2.1. Etude cinétique en conditions non-radioactives 

I-2.1.a) Mise au point de la méthode analytique 

 Afin d’évaluer l’impact des substituants sur la réactivité des sydnones avec les 

cyclooctynes, une étude cinétique préliminaire avec les sydnones iodées non-radioactives (16, 18 

et 21) a été réalisée pour déterminer la constante de vitesse k de la réaction de cycloaddition avec 
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les peptides modèles cliquables modifiés par un motif DBCO (22) ou BCN (23). En raison de 

l’implication de deux réactifs, la réaction est supposée d’ordre 2 (Figure 39). 

 
Figure 39. Loi de cinétique d’une réaction de cycloaddition entre une sydnone et un cyclooctyne. 

 Après intégration entre l’instant initial de la réaction et un temps t, on obtient une 

observable ln([A]/(B])/([A]0-[B]0) linéaire en fonction du temps. Le tracé des droites 

ln([A]/(B])/([A]0-[B]0) en fonction du temps, analysé par régression linéaire, permet ainsi de 

déterminer la constante de cinétique de la réaction qui correspond à la valeur de la pente de la 

régression. 

 

 L’étude des deux systèmes SPSAC a été réalisée en adaptant le protocole décrit par Taran 

et al.224 Après préparation des différentes solutions mères, les réactions de cycloaddition ont été 

effectuées à 25 °C dans un milieu organo-aqueux composé de PBS (pH 7,4) et de DMSO. Afin 

d’éviter une précipitation des sydnones, la concentration du PBS a été diminuée de 100 à 10 mM 

et le pourcentage de DMSO a été augmenté à 50 %. Bien qu’elles puissent être obtenues par un 

suivi de fluorescence232 ou par RMN,249 les constantes de vitesses ont été déterminées par HPLC 

en suivant l’évolution de la concentration des réactifs toutes les 30 minutes pendant 2 heures. En 

effet, la conversion de sydnone en pyrazole peut être suivie en mesurant l’aire du pic d’absorbance 

de la sydnone normalisée par rapport à l’aire du pic d’absorbance d’un standard interne (SI) qui 

dans notre cas est la benzamide. Cette méthode, choisie car elle se rapproche le plus de ce qui sera 

fait lorsque l’étude sera transposée à l’iode-125, permet d’accéder à la concentration en sydnone 

[A] et d’en déduire celle en peptide cliquable [B] pour chaque injection (Figure 40). 

   
  

  
    

k en M-1.s-1 (1)
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Figure 40. Représentation simplifiée du protocole utilisé pour la détermination des constantes de cinétique de réaction. 

I-2.1.b) Etude cinétique des sydnones avec le peptide-DBCO 

 Les réactions de cycloadditions entre les sydnones et les cyclooctynes étant décrites 

comme plus rapides avec un motif DBCO qu’avec un motif BCN,223 nous avons tout d’abord étudié 

la réactivité des différentes sydnones sur le peptide 22 (Figure 41 A). 

 

Figure 41. Etude cinétique sans radioactivité des sydnones 16 (⬤), 18 (★) et 21 (■) avec le peptide modifié par un DBCO 

22 (n = 3). (A) Réaction de cycloaddition ; (B) Détermination de la constante k. 

 Comme attendu, la N-alkylsydnone 18 présente une cinétique de réaction très lente 

comparée aux autres motifs (k = 0,104 ± 0,010 M-1.s-1). En revanche, contrairement à ce qui est 

décrit dans la littérature avec le BCN,224 la substitution d’un atome d’hydrogène par un atome de 

chlore en position C4 n’a aucun impact sur la réactivité avec le peptide-DBCO (22) puisque des 

constantes k de 5,675 ± 0,424 et 5,693 ± 0,419 M-1.s-1 ont respectivement été obtenues (Figure 41 

B). 
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 Des tests complémentaires ont été réalisés afin de comprendre pourquoi la N-

arylchlorosydnone 21 n’avait pas montré une amélioration sur la cinétique de réaction, 

contrairement à ce qui peut être décrit dans la littérature.224,227 Dans un premier temps, nous 

avons tenté de reproduire les résultats issus de la littérature (Figure 42 A). Pour cela, le protocole 

développé par F. Taran a été utilisé pour mesurer les cinétiques de réaction des sydnones 14 et 

19 avec un motif BCN-OH (Figure 42 B).224 Comme attendu, la sydnone s’est montrée beaucoup 

moins réactive avec un hydrogène en position C4 qu’avec un atome de chlore (k = 0,086 ± 0,004 

M-1.s-1 vs 1,477 ± 0,175 M-1.s-1) et des valeurs similaires à la littérature ont pu être obtenues (k = 

0,059 ± 0,001 M-1.s-1 et 1,593 ± 0,034 M-1.s-1). La proportion de solvant organique ayant un impact 

sur la vitesse des réactions bio-orthogonales,250 nous avons ensuite vérifié que l’augmentation de 

la proportion de DMSO de 10 à 50 %, quantités utilisées lors de l’étude cinétique avec le peptide-

DBCO (22), n’était pas préjudiciable à l’effet bénéfique du chlore. Lors de ce test, non seulement 

l’ordre relatif de réactivité était respecté mais une légère amélioration de la réactivité a été 

observée avec des constantes k de 0,094 ± 0,013 M-1.s-1 pour la sydnone 14 et 2,022 ± 0,589 M-1.s-

1 pour la sydnone 19 (Figure 42 C). 

 

Figure 42. Etude cinétique des sydnones 14 (⬣) et 19 (▼) avec le BCN-OH (n = 3). (A) Réaction de cycloaddition ; (B)  

Détermination de la constante k avec le protocole de référence224 ; (C) Détermination de la constante k avec la méthode 

analytique développée.  

 Après avoir démontré que la méthode analytique développée n’était pas responsable de la 

perte de réactivité, la cycloaddition entre les sydnones d’intérêts (16 et 21) et le BCN-OH a été 

réalisée (Figure 43). Alors qu’une constante cinétique de 0,213 ± 0,019 M-1.s-1 est obtenue pour la 

sydnone 16, cette valeur est multipliée par 16 lorsque l’hydrogène est substitué par un chlore (k 
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= 3,407 ± 0,689 M-1.s-1), démontrant que le motif sydnone n’est pas responsable de la perte de 

l’effet de l’atome de chlore. 

 
Figure 43. Etude cinétique des sydnones 16 (⬤) et 21 (■) avec le BCN-OH (n = 3). (A) Réaction de cycloaddition ; (B) 

Détermination de la constante k. 

 Mis en commun, tous ces résultats tendent plutôt à montrer que le passage d’un BCN au 

DBCO, plus encombré, contrebalance l’amélioration de la réactivité apportée par le chlore, et ce 

d’autant plus si l’on se réfère aux travaux de H-A. Wagenknecht en 2021.249 En effet, lors de cette 

étude, les auteurs ont observé que le passage d’un BCN à un analogue du DBCO permettait 

d’améliorer considérablement la cinétique de réaction avec une sydnone hydrogénée, mais que 

l’effet bénéfique du chlore était beaucoup moins important (Figure 44). 
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Figure 44. Constantes de vitesses du second ordre des réactions SPSAC entre des sydnones hydrogénées (▮) ou chlorées 

(▮) avec trois types de cyclooctynes.249 

I-2.1.c) Etude cinétique des sydnones avec le peptide-BCN 

 Dans le but de compléter notre travail de comparaison des différents motifs sydnones et 

de voir si les tendances observées sur des motifs simples étaient similaires à nos composés 

modèles, une étude cinétique avec le peptide modifié par un BCN (23) a ensuite été réalisée 

(Figure 45). 

 

Figure 45. Etude cinétique sans radioactivité des sydnones 16 (⬤), 18 (★) et 21 (■) avec le peptide modifié par un BCN 

23 (n = 3). (A) Réaction de cycloaddition ; (B) Détermination de la constante k. 
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 Comme observé précédemment, la N-alkylsydnone 18 s’est révélée être la plus lente avec 

une constante k de seulement 0,042 ± 0,007 M-1.s-1. Cependant, contrairement au peptide-DBCO 

(22) et comme attendu, la présence du chlore a permis d’accélérer grandement la vitesse de la 

réaction de la sydnone 21 avec une constante de 6,017 ± 0,299 M-1.s-1 (contre 0,320 ± 0,022 M-1.s-

1 pour la sydnone 16). 

I-2.1.d) Comparaison avec le système SPAAC 

 Après avoir étudié l’impact de la structure de la sydnone sur la constante de vitesse avec 

les peptides modèles cliquables 22 et 23, l’étape suivante a consisté à resituer ces systèmes par 

rapport au système SPAAC précédemment décrit. Pour y parvenir, la constante de vitesse de 

l’azoture 2 avec le peptide-DBCO 22 a dans un premier temps été mesurée (Figure 46). Bien que 

la réaction de cycloaddition se soit montrée 34 fois plus rapide avec l’azoture 2 qu’avec la N-

alkylsydnone 18 (k = 3,506 ± 0,328 M-1.s-1 vs 0,104 ± 0,010 M-1.s-1), les résultats les plus 

intéressants ont été observés avec les N-arylsydnones 16 et 21. En effet, lorsque ces sydnones 

sont utilisées, le système SPSAC est quasiment deux fois plus rapide que le système SPAAC. 

 
Figure 46. (A) Réaction de cycloaddition (B) Comparaison des vitesses du second ordre des réactions SPSAC et SPAAC 

avec le peptide cliquable 22. Sydnones 16 (⬤) ; 18 (★) ; 21 (■) ; azoture 2 (▲) (n = 3). 

 La même comparaison a ensuite été effectuée sur le peptide-BCN 23 et des tendances 

totalement différentes ont été obtenues (Figure 47).  
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Figure 47. (A) Réaction de cycloaddition (B) Comparaison des vitesses du second ordre des réactions SPSAC et SPAAC 

avec le peptide cliquable 23. Sydnones 16 (⬤) ; 18 (★) ; 21 (■) ; azoture 2 (▲) (n = 3). 

 Alors que la réactivité de l’azoture 2 est toujours bien plus importante que la N-

alkylsydnone 18, cette différence se réduit avec la sydnone hydrogénée 16 (k = 0,549 ± 0,053 M-

1.s-1 vs 0,320 ± 0,022 M-1.s-1). En revanche, lorsque la sydnone substituée par un chlore en position 

C4 est utilisée, le système SPSAC devient 11 fois plus rapide que le système SPAAC. 

I-2.2. Etude cinétique à l’iode-125 

I-2.2.a) Mise au point du radiomarquage des précurseurs sydnones 

 Le marquage à l’iode-125 (0,5-12 MBq) des trois précurseurs sydnones (15, 17 et 20) a 

été réalisé dans un mélange MeOH/H2O (9:1). Pour éviter une précipitation du précurseur lors du 

radiomarquage, celui-ci est solubilisé au préalable dans un mélange MeOH/DMSO (1:1) avant 

d’être impliqué dans la réaction de marquage. Ces réactions, réalisées en 30 minutes à 25 °C, ont 

toutes conduit à d’excellents RRC bruts (>95 %) (Figure 48). 

0 2000 4000 6000 8000

0

20000

40000

60000

Temps (sec)

ln
([

A
]/

[B
])

/
([

A
] 0
 –
 [
B
] 0

) 
(M

-1
)



- 113 - 
 

 
Figure 48. Marquage à l’iode-125 des sydnones 15, 17 et 20 ; (A) Conditions de marquage ; (B) analyses HPLC de la 

référence iodée 16 et du brut réactionnel 16a (RRC >99 % (n = 9)) ; (C) analyses HPLC de la référence iodée 18 et du brut 

réactionnel 18a (RRC >99 % (n = 7)) ; analyses HPLC de la référence iodée 21 et du brut réactionnel 21a (RRC = 97 ± 1% 

(n = 9)). RRC basés sur les analyses HPLC du produit brut. 

 Les sydnones radiomarquées ont ensuite été purifiées sur cartouche Sep-Pak® C18 

(Waters) par élution d’un mélange H2O/MeCN afin d’éliminer le précurseur acide boronique ainsi 

que le catalyseur au cuivre. En plus de conduire à des PRC supérieures à 99 %, ce protocole permet 

d’obtenir d’excellents RRC isolés pour les sydnones 16a (RRC = 91 ± 3 %) et 18a (RRC = 90 ± 8 

%) et légèrement plus faible pour la sydnone 21a (RRC = 76 ± 8 %). Toutes les sydnones 

radioiodées obtenues se sont montrées stables dans MeCN pendant 7 jours à 4 °C et même jusqu’à 

4 semaines, lors du dernier contrôle, pour les sydnones 16a et 21a. 

I-2.2.b) Etude cinétique des sydnones radiomarquées avec le peptide-
DBCO 

Après l’obtention des sydnones radioiodées 16a, 18a et 21a, l’étape suivante a consisté à 

réaliser l’étude cinétique avec le peptide-DBCO (22) (Figure 49). Afin d’obtenir des résultats au 

plus proche de ce qui devrait être obtenu lors du marquage de biomolécules d’intérêt, tels que les 

anticorps, la concentration en peptide cliquable a été fixée à 200 µM. Cette concentration équivaut 

à 6 fonctions bio-orthogonales couplées par anticorps pour un anticorps lui-même concentré à 5 

mg/mL, plage de concentration habituellement utilisée pour des couplages en bioconjugaison 

classique. Etant donné l’importance du ratio PBS/DMSO sur la cinétique de réaction et pour 

faciliter la comparaison avec les études cinétiques sans radioactivité, les réactions de 

cycloaddition ont été réalisées dans une solution de PBS 10 mM (pH = 7,4) contenant 50 % de 

DMSO. Lors de ces études, chaque point cinétique a été réalisé avec 0,5 MBq de sydnones 

radioiodées et les rendements de couplage ont été déterminés par HPLC. 
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Figure 49. Etude cinétique à l’iode-125 des sydnones 16a (⬤), 18a (★) et 21a (■) avec le peptide modifié par un DBCO 

22 (n = 3). (A) Réaction de cycloaddition ; (B) Cinétiques des couplages bio-orthogonaux. 

Alors que pour la N-alkylsydnone 18a la réaction de couplage avec le peptide-DBCO (22) 

n’a présenté aucun problème, nous avons été surpris de voir que malgré des PRC supérieures à 99 

% après purification, un même sous-produit était formé lors des réactions clics sur les deux autres 

motifs. Bien que celui-ci pouvait varier entre 3 et 15 %, en fonction des tests réalisés, il est 

néanmoins important de noter que celui-ci n’évoluait pas dans le temps et qu’aucun changement 

sur les cinétiques de réactions ou la proportion des deux régiosiomères n’a été constaté (Figure 

50).  

 
Figure 50. Analyses chromatographiques montrant l’évolution du sous-produit lors du marquage à l’iode-125 du peptide 

22 avec la sydnone 16a ; t = 1 min (  ̶), 30 min (  )̶, 60 min (  ̶) et 90 min (  ̶). 
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I-2.2.c) Etude cinétique des sydnones radiomarquées avec le peptide-
BCN 

 L’étude cinétique à l’iode-125 avec le peptide-BCN (23) a ensuite été réalisée, selon les 

conditions décrites précédemment (Figure 51). 

 

Figure 51. Etude cinétique à l’iode-125 des sydnones 16a (⬤), 18a (★) et 21a (■) avec le peptide modifié par un BCN 23 

(n = 3). (A) Réaction de cycloaddition ; (B) Cinétiques des couplages bio-orthogonaux. 

 Les mêmes tendances que pour l’étude cinétique sans radioactivité ont été observées. En 

effet, alors que la N-alkylsydnone 18a s’est avérée extrêmement lente par rapport aux autres 

motifs (RRC = 11 ± 1 % après 24 heures), la N-arylsydnone s’est montrée beaucoup plus réactive 

lorsque l’hydrogène était substitué par un atome de chlore en position C4. Il est également 

intéressant de noter que lors de cette étude, le même sous-produit observé précédemment sur les 

deux N-arylsydnones (16a et 21a) a été formé. Cela confirme que le problème n’est pas lié à une 

réaction secondaire avec le peptide-DBCO mais plutôt à une dégradation de la sydnone ou la 

présence d’un sous-produit radiomarqué. 

I-2.2.d) Comparaison avec le système SPAAC 

 Le travail s’est poursuivi en comparant les résultats précédents avec ceux obtenus avec le 

système SPAAC. Le marquage à l'iode-125 (5,7 MBq) du précurseur azoture 1, réalisé selon les 

mêmes conditions que pour les précurseurs sydnones mais sans la présence de DMSO, a conduit 

lui aussi à une réaction quantitative (Figure 52). 
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Figure 52. Radiomarquage du précurseur 1 à l’iode-125. (A) conditions de marquage ; (B) analyses HPLC de la référence 

iodée 2 et du brut réactionnel. 

 Les réactions de cycloadditions avec les peptides modifiés par un DBCO (22) ou BCN (23) 

ont ensuite été réalisées (Figure 53 A). 

 
Figure 53. Comparaison des vitesses du second ordre des réactions SPSAC et SPAAC à l’iode-125 ; (A) Réactions de 

cycloaddition entre l’azoture 2a et les peptides-DBCO (22) et BCN (23) ; (B) Cinétiques des couplages bio-orthogonaux 

avec le peptide cliquable 22 ; (C) Cinétique des couplages bio-orthogonaux avec le peptide cliquable 23. Sydnones 16a 

(⬤) ; 18a (★) ; 21a (■) ; azoture 2a (▲) (n = 3). 

 Comme observé lors des études cinétiques sans radioactivité, la N-alkylsydnone (18a) a 

montré une cinétique de réaction beaucoup plus lente que l’azoture avec des RRC de 8 % avec le 

peptide-DBCO (22) et 0 % avec le peptide-BCN (23) après 60 minutes contre 92 ± 2 % et 18 ± 2%, 

respectivement. La version N-aryle (16a) avec un hydrogène en position C4 a démontré une 
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réactivité similaire à l’azoture avec des RRC de 97 ± 1% pour le peptide-DBCO (22) et 17 ± 1 % 

pour le peptide-BCN (23). Cependant, les résultats les plus intéressants ont été obtenus avec la N-

chlorosydnone (21a). Bien qu’une réactivité similaire à l’azoture ait également été observée avec 

le peptide-DBCO (RRC = 98 ± 1 % après 60 minutes), cette sydnone s’est avérée beaucoup plus 

réactive que l’azoture avec le peptide-BCN. En effet, alors que la réaction est quasi-terminée après 

60 minutes (RRC = 94 ± 2 %) avec le système SPSAC, seul un RRC de 18 ± 2% est mesuré avec le 

système SPAAC (Figure 53 B et C). 

I-2.3. Bilan 

 L'objectif de cette étude était d'explorer davantage le potentiel de la chimie clic pour la 

radiohalogénation en évaluant le couple sydnone/cyclooctyne en tant que substrats potentiels. 

Plusieurs sydnones iodées de références (substituées par un groupe aryle ou alkyle en position N3 

et/ou chlorés en position C4) ont été préparées afin d'évaluer l'impact de ces modifications sur la 

cinétique de réaction avec des peptides cliquables modifiés avec des groupes DBCO ou BCN. Une 

étude cinétique préliminaire avec les sydnones non-radioactives (16, 18, 21) a été réalisée pour 

déterminer la constante de vitesse de la réaction sur les peptides modifiés par un cyclooctyne (22, 

23). Les cinétiques de réaction des mêmes systèmes bio-orthogonaux ont également été étudiées 

avec des sydnones radioiodées (16a, 18a, 21a) obtenus à partir des précurseurs arylboroniques 

correspondants. Toutes les réactions de marquage des sydnones à l’125I se sont montrées quasi-

quantitatives (>95 %) et tous les composés ont été obtenus avec une pureté radiochimique 

supérieure à 99 %. Enfin, après avoir mené le même travail avec un azoture modèle, les résultats 

de ces études ont été comparés (Figure 54). 
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Figure 54. Cinétiques des couplages bio-orthogonaux. (A) Sans radioactivité avec le peptide-DBCO ; (B) Sans 

radioactivité avec le peptide-BCN ; (C) A l’iode-125 avec le peptide-DBCO ; (D) A l’iode-125 avec le peptide-BCN. Sydnones 

16a (⬤) ; 18a (★) ; 21a (■) ; azoture 2a (▲) (n = 3). 

 Les réactions non-radioactives ont montré des profils similaires aux études cinétiques 

radioactives pour tous les systèmes. Comme prévu, les N-alkylsydnones (18, 18a) ont montré une 

cinétique de réaction lente avec des rendements radiochimiques de 0% (29a) et 8 % (26a) après 

60 minutes, comme anticipé par les expériences non-radioactives avec une constante de vitesse 

de 0,04 (29) et 0,10 M-1.s-1 (26).  

 La version N-aryle (16, 16a) avec un hydrogène en position C4 a démontré une efficacité 

de couplage prometteuse avec le peptide-DBCO (RCY >95 % après 60 minutes) alors que les 

résultats étaient plus modérés avec le peptide-BCN (17 ± 1 %). Une fois de plus, la même tendance 

a été obtenue dans les mesures non-radioactives avec des valeurs de 5,675 ± 0,424 et 0,320 ± 

0,022 M-1.s-1 avec le peptide-DBCO et le peptide-BCN, respectivement. Enfin, les N-

arylchlorosydnones (21, 21a) semblaient être plus réactives que tous les autres systèmes avec un 

RRC >95 % après 60 minutes pour les systèmes DBCO et BCN, confirmant des cinétiques de 

réactions élevées (k = 5,693 ± 0,419 - 6,017 ± 0,299 M-1.s-1). 

 Les vitesses de réaction de cycloaddition entre les sydnones (16/16a, 18/18a et 21/21a) 

et les peptides modèles (22 et 23) ont ensuite été comparées avec celles obtenues avec un azoture 

(2/2a) utilisé lors d’une précédente étude. Une nouvelle fois, des profils similaires entre les 
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études cinétiques avec et sans radioactivité ont été obtenus. Alors que la N-alkylsydnone 

(18/18a) s’est avérée moins réactive que l’azoture avec les deux peptides, la N-arylsydnone 

(16/16a) avec un hydrogène en position C4 a présenté une réactivité du même ordre de grandeur 

que pour l’azoture. Néanmoins, les résultats les plus prometteurs ont été obtenus lorsque 

l’hydrogène en position C4 est substitué par un atome de chlore. En effet, si la réactivité avec le 

peptide-DBCO (22) est similaire à celle obtenue avec le système SPAAC, la réaction de 

cycloaddition avec le peptide-BCN (23) se produit 11 fois plus rapidement lorsque la sydnone 

chlorée (20/20a) est utilisée. 

I-3. Evaluation du système CuSAC 

 Après avoir démontré que le système SPSAC pouvait présenter de meilleures cinétiques 

de réactions par rapport au système SPAAC, l’objectif a été de mener la même étude comparative 

sur le système CuSAC. 

 Dans un premier temps, la réactivité de la sydnone 16 avec le phénylacétylène a été 

investiguée comme modèle simple permettant de mettre au point les conditions de réaction. Le 

choix du catalyseur au cuivre s’est orienté vers le CuSO4.5H2O, déjà utilisé avec succès pour les 

réactions de CuSAC entre plusieurs sydnones et le phénylacétylène, ainsi que sur un conjugué 

BSA-sydnone.251 De plus, contrairement à d’autres sels de cuivre comme le Cu(OTf)2 ou du 

Cu(OAc)2 qui peuvent également être utilisés dans ce type de cycloadddtion, le CuSO4.5H2O est 

compatible avec de nombreux solvants, ce qui peut être bénéfique lorsque des problèmes de 

solubilité sont rencontrés, comme ce fut le cas avec nos dérivés sydnone.251 Pour la préparation 

du pyrazole 33, le protocole décrit par Taran et al.251 a été utilisé en remplaçant le mélange 

tBuOH/H2O par un mélange DMF/H2O pour des  raisons de solubilité de la sydnone. La réaction a 

donc été évaluée dans le DMF avec 20 % d’eau pour solubiliser le catalyseur, la base et le ligand 

(Schéma 75). Cependant, après 20 h à 60 °C, l’analyse HPLC réalisée sur le brut réactionnel n’a 

montré la formation d’aucun produit mais seulement la présence des réactifs de départ, résultat 

qui n’évolue pas même avec 5 jours supplémentaires. 

 
Schéma 75. Voie d’accès au pyrazole 33 étudiée. 

 Suite à l’échec de la préparation du pyrazole 33, l’objectif a été de reproduire à l’identique 

une réaction de CuSAC déjà décrite entre le phénylacétylène et la N-phénylsydnone 8, synthétisée 
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précédemment (section I-1.2.a)). La réaction de cycloaddition entre ces deux composés a donc été 

réalisée selon les conditions développées par le groupe de F. Taran (Schéma 76).251 En raison de 

l’importance de minimiser l’exposition à l’oxygène durant une réaction CuAAC252 et des similarités 

de ce système avec la CuSAC, la réaction a été réalisée avec et sans atmosphère inerte puis les 

résultats ont été comparés. Même si la réaction fonctionne en présence d’oxygène, de meilleurs 

rendements sont obtenus lorsque la réaction est faite sous atmosphère inerte (R = 60 % vs 88 %). 

 
Schéma 76. Synthèse du pyrazole 34. 

 Bien que la réaction CuSAC se soit montrée compatible à la présence d’un mélange 

DMF/H2O,208 l’hypothèse a été émise que l’utilisation de DMF était préjudiciable à la préparation 

du pyrazole 33. Par conséquent, pour vérifier cette hypothèse, la synthèse du pyrazole 34 a été 

reconduite en DMF/H2O (8:2). Le rendement obtenu dans ces conditions était strictement 

identique à celui obtenu lorsque la réaction se fait dans un mélange tBuOH/H2O (1:1), soit autour 

de 88 %. 

 Comme décrit dans la littérature et confirmé lors des études cinétiques sur le système 

SPSAC, la structure de la sydnone a un impact sur la réactivité, ce qui peut expliquer la non 

réactivité de la sydnone 16. Par conséquent, les réactions de cycloaddition entre les sydnones 

18/21 et le phénylacétylène ont également été testées, selon les mêmes conditions que pour la 

sydnone 16 (Schéma 77), mais aucune réaction n’a toutefois été observée. 

 
Schéma 77. Voie d’accès aux pyrazoles 35 et 36 envisagée.  
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 Alors que l’échec de la réaction avec la N-alkylsydnone 18 était prévisible au vu des 

cinétiques très lentes et des résultats rapportés dans la littérature dans ces conditions, l’analyse 

HPLC réalisée sur le milieu réactionnel 24 heures après le lancement de la réaction de CuSAC avec 

la N-arylchlorosydnone 21, n’a pas non plus montré la formation d’un nouveau produit. 

 Les conditions de réaction testées ne permettant pas d’obtenir les pyrazoles souhaités, des 

optimisations sur la réaction de cycloaddition entre la sydnone 16 et le phénylacétylène ont été 

réalisées. Dans un premier temps, le nombre d’équivalent de phénylacétylène a été augmenté, 

passant de 1 à 1,5 équivalents, mais aucun changement n’a été observé. Malgré l’augmentation 

des quantités de la solution [cuivre-ligand-réducteur] d’un facteur 5, les mêmes résultats ont été 

constatés. La température de la réaction a ensuite été augmentée jusqu’à 120 °C. Alors que des 

analyses HPLC réalisées sur le brut réactionnel montrent une consommation de la sydnone en 

faveur d’un nouveau produit en fonction de la température de chauffage (Figure 55 A), il s’est 

toutefois avéré que les produits formés correspondent à la dégradation de la sydnone de départ, 

comme le montre le suivi de sa stabilité en l’absence des autres réactifs (Figure 55 B).  Le 

remplacement du BPDS par d’autres ligands tel que la 1,10-phénantroline ou le THPTA, comme 

précédemment rapporté par Taran et al.,218 n’a pas non plus amélioré le résultat. Enfin, l’utilisation 

d’un sel de cuivre (I) directement, comme décrit par Taran et al.,251 n’a pas permis de synthétiser 

le pyrazole souhaité. 

 
Figure 55. (A) Impact de la température sur la réaction de cycloaddition entre la sydnone 16 et le phénylacétylène ; (B) 

Dégradation de la sydnone en fonction de la température. T = 60 °C (  ̶), 80 °C (  ̶), 100 °C (  )̶ et 120 °C (  ̶). 

 Alors que la réaction CuSAC entre la N-phénylsydnone 8 et le phénylacétylène permet 

d’obtenir des résultats similaires à la littérature, la transposition de ce système à nos sydnones 

d’intérêt est plus compliquée. Afin d’approfondir l’évaluation de ce système, la réactivité du 

phénylacétylène avec une sydnone fonctionnalisée par un groupement moins complexe que pour 

les sydnones d’intérêt a été investiguée (Schéma 78). Pour ce test, notre choix s’est porté sur la 

sydnone 14 fonctionnalisée par un acide carboxylique en position para et utilisée comme 
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intermédiaire pour la préparation des sydnones 16 et 21. Alors que la réaction entre la sydnone 

14 et le 4-phényl-1-butyne, un alcyne ayant une structure similaire, a été décrite par Taran et 

coll.,251 aucun nouveau produit n’a été observé lorsque nous avons utilisé le phénylacétylène.  

 
Schéma 78. Voie d’accès envisagée pour la préparation du pyrazole 37. 

 Après avoir modifié la structure de la sydnone et les conditions de réaction, un paramètre 

qui n’avait pas encore été étudié était la structure de l’alcyne. Tout d’abord, notre choix s’est porté 

sur l’acide 5-hexynoïque, un alcyne disponible au laboratoire et déjà utilisé pour des réactions 

CuSAC avec plusieurs coumarine-sydnones.208 La réaction avec la N-arylsydnone 16 a alors été 

mise en place (Schéma 79 A) mais l’analyse HPLC réalisée sur le milieu réactionnel n’a montré la 

formation d’aucun nouveau produit. Enfin, même si les tests précédents n’ont pas permis de 

synthétiser les composés souhaités, un dernier test avec le peptide modèle 24 a été réalisé 

(Schéma 79 B). Sans surprise, la réaction n’a pas permis d’obtenir la référence iodée non-

radioactive du peptide modèle. 

 
Schéma 79. Réaction CuSAC envisagée entre la sydnone 16 et différents alcynes. (A) Avec l’acide 5-hexynoïque ; (B) Avec 

le peptide modèle 24. 

 Si le BPDS représente aujourd’hui le ligand le plus décrit pour des réactions CuSAC, une 

étude récente de l’équipe de F. Taran, visant à réduire les quantités de cuivre dans ce type de 

système, a mis en évidence certaines limites concernant l’utilisation de ce ligand.209 En effet, alors 

qu’il était attendu que ce ligand facilite la préparation de pyrazole, il a été surprenant de voir qu’en 

présence de BPDS, aucune réaction de cycloaddition n’avait lieu. Lors de ces travaux, les auteurs 

ont remarqué que l’utilisation de plusieurs lots de BPDS entrainait des variations significatives de 

rendements en fonction du fournisseur. Alors que certains permettaient d’obtenir d’excellents 
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rendements (92 %), cette valeur pouvait chuter à 21 % voire même empêcher que la réaction se 

produise, lorsque le fournisseur était différent. De plus, même en utilisant un produit provenant 

du même fournisseur, les rendements pouvaient fortement varier (92 à 14 %). Au vu de ces 

informations, il serait intéressant de tester la réaction avec un autre lot de ligand provenant du 

même fournisseur voire même d’un autre fournisseur, car dans le cadre de notre étude un seul lot 

de BPDS a été utilisé. 

 Lors de cette même étude et pour pallier ces problèmes de reproductibilité, un nouveau 

ligand de type biimidazole a été développé. L’avantage non-négligeable de ce ligand est la 

possibilité de diminuer la quantité de cuivre engagée dans la catalyse de cette cycloaddition, 

passant de 20 % avec le BPDS à 5 %. De plus, il s’est avéré que l’ajout de TPGS-750-M, un 

tensioactif, à des substrats hydrophobes permettait d’améliorer la réaction en milieu aqueux. 

Etant donné les problèmes de solubilité des sydnones d’intérêt (16, 18, 21), ces nouvelles 

conditions permettraient peut-être de favoriser la formation des références iodées des peptides 

modèles. 

 Enfin, si les tests préliminaires ont été réalisés avec du CuSO4.5H2O, d’autres sels de cuivre 

tels que le Cu(OAc)2 ou Cu(OTf)2 seront également à tester. Cependant, même si des efforts ont été 

réalisés pour réduire la température de réaction (35 °C vs 140 °C),213 permettant d’entrevoir plus 

facilement une transposition à des biomolécules, il sera toutefois important de prendre en compte 

les problèmes potentiels de solubilité des sydnones d’intérêts dans les solvants requis pour ces 

catalyseurs. 

I-4. Radiomarquage d’un vecteur immunologique d’intérêt  

 Après avoir validé l’utilisation de la SPSAC pour le radiomarquage de peptides modèles 

cliquables, les systèmes bio-orthogonaux les plus prometteurs à savoir N-arylsydnone/DBCO, N-

arylchlorosydnone/DBCO et N-arylchlorosydnone/BCN, ont été sélectionnés pour être appliqués 

au radiomarquage d’une biomolécule d’intérêt. Cette étude applicative a été réalisée avec 

l’anticorps monoclonal 9E7.4 dirigé contre le CD138 murin, développé spécifiquement par notre 

équipe de recherche afin de cibler les cellules de myélome multiple. Cette immunoglobuline, 

utilisée notamment lors de la précédente étude, a aussi fait l’objet de nombreux travaux visant à 

développer la radio-immunothérapie α.253,254 

I-4.1. Modification chimique par des groupements DBCO ou BCN 

 Comme pour les peptides modèles, l’utilisation de ces systèmes bio-orthogonaux a 

nécessité au préalable une modification de l’anticorps par des fonctions DBCO ou BCN. 

L’introduction de ces fonctions s’est effectuée au niveau des résidus lysines de l’anticorps à l’aide 
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des motifs DBCO-NHS 40 et BCN-PNP 41, utilisés pour la préparation des peptides 22 et 23 

(Figure 56). 

 
Figure 56. Structures des motifs DBCO-NHS (40) et BCN-PNP (41). 

 Afin de rendre les amines des fonctions lysines à la surface de l’anticorps réactives vis-à-

vis de ces groupements, une étape d’ultracentrifugation permettant de modifier le tampon de 

stockage de l’anticorps (PBS, pH = 7,2) par un tampon borate 0,1M (pH = 8,6) a été réalisée. Cette 

nouvelle solution a ensuite été concentrée à 4,5 mg/mL qui est la gamme de concentration 

habituellement utilisée pour le couplage. Une fois solubilisés dans du DMSO, les motifs cliquables 

40 et 41 (15 équivalents) ont été ajoutés à la solution d’anticorps pour l’étape de couplage. Après 

60 minutes, l’excès de motif (40 et 41) est éliminé par purification sur une colonne à exclusion 

stérique et les solutions d’anticorps modifiés sont conditionnées en tampon PBS (pH = 7,2) à une 

concentration de 2 mg/mL.  

I-4.2. Radiomarquage de l’anticorps 9E7.4 par les systèmes  P A  

 Les anticorps 9E7.4-DBCO et 9E7.4-BCN ont ensuite été radiomarqués par l’intermédiaire 

des sydnones radioiodées 16a et/ou 21a obtenues par la méthode décrite en section I-2.2.a). Le 

milieu réactionnel a été maintenu sous agitation à 25 °C et le suivi de la réaction a été effectué à 

des temps de 5, 10, 15, 20, 25 et 30 min. Les rendements de chaque système ont été évalués par 

analyse iTLC-SG du brut réactionnel à l’aide d’un scanner Cyclone phosphorimageur (Figure 57). 

 
Figure 57. Cinétiques des couplages bio-orthogonaux entre les sydnones radiomarquées 16a (⬤), 21a (■) et l’anticorps 

9E7.4-DBCO (  )̶ ou 9E7.4-BCN (--). RRC basés sur l’analyse iTLC-SG du produit brut (n = 3). 
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 Contrairement à ce qui avait pu être observé lors des études cinétiques avec les peptides 

modèles, les systèmes N-arylsydnone/DBCO et N-arylchlorosydnone/BCN se sont avérés plus 

lents que le couple N-arylchlorosydnone/DBCO après 30 minutes à 25 °C. Après radiomarquage, 

chaque solution d’anticorps a été purifiée grâce à une colonne d’exclusion stérique conduisant à 

des PRC supérieures à 99 % pour tous les systèmes étudiés. Afin de vérifier que l’affinité de 

l’anticorps pour son antigène n’était pas altérée, des tests d’immunoréactivité ont été réalisés sur 

chaque lot d’anticorps marqué à l’iode-125. Des valeurs de 27 % pour le système N-

arylchlorosydnone/DBCO, 45 % pour N-arylsydnone/DBCO et 59 % pour N-

arylchlorosydnone/BCN, ont ainsi été mesurées. Malheureusement, le système à priori le plus 

rapide est celui qui montre l’immunoréactivité la plus faible, alors que la meilleure valeur a été 

obtenue avec le système ayant montré la plus faible cinétique. De plus, les valeurs obtenues 

restent bien en dessous de celles attendues par comparatif avec l’anticorps natif radiomarqué sur 

les résidus tyrosines (entre 80-85 %), signe que la modification des anticorps avec les différents 

motifs a une influence sur les propriétés de reconnaissance de l’anticorps. La gamme de valeurs 

obtenues ne permet pas une transposition du système SPSAC pour des expérimentations 

biologiques, et une des possibilités pour minimiser l’impact de la modification de l’anticorps serait 

de diminuer le nombre d’équivalent de motif utilisé lors de l’étape de fonctionnalisation. 

I-4.3. Modification du nombre d’équivalents de motifs 

 Suite à ces résultats, le meilleur système (N-arylchlorosydnone/DBCO) a été choisi en vue 

d’être optimisé et surtout d’améliorer l’immunoréactivité de l’anticorps 9E7.4 radiomarqué. Pour 

ce faire, les anticorps ont donc été modifiés selon le protocole précédemment décrit, mais en 

réduisant progressivement le nombre d’équivalents de DBCO-NHS utilisé lors du couplage à 10 

eq., 5 eq., 3 eq. et 1 eq.. A partir de la sydnone radiomarquée 21a, l’étude cinétique a été reproduite 

avec chaque nouveau lot d’anticorps (Figure 58). 
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Figure 58. Impact du nombre d’équivalent de DBCO-NHS sur la cinétique de couplage entre la N-arylchlorosydnone 21a 

et l’anticorps 9E7.4-DBCO. 10 éq. (★) ; 5 éq. (⬣) ; 3 éq. (⬤) ; 1 éq. (◆). 

 D’un point de vue cinétique de réaction, aucun impact significatif n’est constaté entre le 

lot modifié avec 15 équivalents de motif DBCO et les lots d’anticorps modifiés avec 10 et 5 

équivalents. En revanche, l’utilisation de 1 ou 3 équivalents entraînent une diminution du 

rendement de marquage avec des valeurs autour de 32 % et 42 %, respectivement. En ce qui 

concerne l’immunoréactivité de ces nouveaux lots, on obtient des valeurs de 34 %, 43 %, 50 % et 

54 % pour les lots de 10 eq., 5 eq., 3 eq. et 1 eq.. Les résultats obtenus indiquent qu’une diminution 

du nombre d’équivalent de motif utilisé pour le greffage permet d’avoir un effet positif sur 

l’immunoréactivité, signe que les zones de reconnaissance (paratope) semblent moins impactées. 

Néanmoins, il est clair qu’une diminution du nombre d’équivalent conduit également à une 

diminution de la cinétique de réaction. 

I-4.4. Détermination du nombre de motifs par anticorps par analyses de 
spectrométrie de masse 

 Le nombre de motifs (DBCO ou BCN) greffés par anticorps a ensuite été déterminé par 

analyse de spectrométrie de masse et ce pour tous les lots d’anticorps préparés. La méthode 

d’analyse a consisté à réduire les anticorps entiers, c’est-à-dire dissocier les chaines lourdes, des 

chaines légères. Cette stratégie a pour avantage de simplifier les signaux générés par 

l’électrospray (multiples états de charges), notamment pour les protéines de haut poids 

moléculaire (>80 kDa). En revanche, cette méthode rend les interprétations plus complexes étant 

donné qu’il est impossible de différencier spécifiquement les 2 chaines légères et les 2 chaines 

lourdes libérées par la réduction. Les chaines lourdes et légères sont ensuite séparées par 

chromatographie liquide puis détectées par spectrométrie de masse. Les spectres de masse 

mesurés restent complexes dus aux multiples états de charge inhérents à l’ionisation des 

macromolécules. Une analyse par déconvolution des spectres a alors été réalisée afin d’estimer le 

poids moléculaire de chaque chaine et de ses isoformes potentielles. Une première analyse a été 
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effectuée sur l’anticorps natif (non couplé) conduisant à une masse pour la chaîne légère de 24 

182 g.mol-1 et de 49 436 g.mol-1 pour la chaîne lourde (Figure 59 A). Les mêmes analyses ont 

ensuite été effectuées sur les anticorps 9E7.4 modifiés par 15 éq.,10 eq., 5 eq., 3 eq. ou 1 eq. de 

DBCO-NHS (40) et 15 éq. de BCN-PNP (41). La comparaison des spectres déconvolués avant et 

après modification permet de déterminer le rendement de greffage (Figure 59 B). 

 
Figure 59. Exemples d’analyses de spectrométrie de masse des chaînes légères et lourdes des anticorps. (A) Anticorps 

natif ; (B) Anticorps modifié par 15 équivalents de DBCO. 

 Ces analyses de spectrométrie de masse ont permis de montrer que toutes les 

modifications par les motifs DBCO (≈ 290 g.mol-1) ou BCN (≈ 178 g.mol-1) ont été réalisées sur les 

chaînes lourdes des anticorps. Le nombre de greffage moyen par anticorps est calculé en 

additionnant les proportions de chaque signal déterminé par les analyses de masses (Tableau 3). 

Cyclooctyne 
Nombre 

d’équivalent 

Nombre de greffage 

moyen par anticorps 

BCN 15 0,66 

DBCO 15 3,12 

DBCO 10 3 

DBCO 5 1,62 

DBCO 3 0,94 

DBCO 1 0,58 

Tableau 3. Tableau récapitulatif du nombre de greffage moyen par anticorps, déterminé par spectrométrie de masse. 

 De manière générale, une bonne corrélation entre le nombre de greffage moyen et la 

vitesse de la réaction de cycloaddition est observée. En effet, plus le nombre de greffage est 
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important, plus la réaction est rapide. Toutefois, ces résultats restent cohérents avec la perte 

d’immunoréactivité observée sur les anticorps modifiés par 10 ou 15 équivalents. Enfin, bien 

qu’attendu comme le plus rapide, le système N-arylchlorosydnone/BCN n’a pas répondu aux 

attentes, mais cela n’est probablement pas lié au système en lui-même mais plutôt à un nombre 

de motif BCN insuffisant. 

I-5. Conclusion 

 Pour conclure, cette étude préliminaire a permis de montrer qu’il était possible de 

transposer le système SPSAC pour le marquage à l’iode-125 d’un anticorps anti-CD138. Ce travail 

met également en avant le côté prédictif des études menées sur peptides modèles, puisque la 

tendance cinétique révélée semble être conservée lors de l’application à un anticorps. Toutefois, 

les systèmes transférés ne sont pas utilisables dans les conditions testées, du fait d’une 

immunoréactivité de l’anticorps marqué assez moyenne. Un travail d’optimisation serait 

nécessaire, que ce soit au niveau des conditions de modifications, mais aussi au niveau des motifs 

utilisés et notamment du type d’ester activé utilisé comme semblent l’indiquer les résultats des 

analyses de spectrométrie de masse. 
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II-  onception d’un précurseur azoture pour le radiomarquage 
avec les halogènes 

 Bien que la chimie clic soit aujourd’hui très utilisée pour la production des 

radiopharmaceutiques, il est néanmoins important de garder à l’esprit l’impact potentiel de cette 

chimie sur le produit obtenu. Si l’on se concentre sur le système SPAAC, l’un des systèmes de 

chimie clic les plus étudiés, la formation de deux régioisomères ayant des propriétés biochimiques 

et biophysiques potentiellement différentes peut s’avérer problématique. D’autre part, le 

caractère hydrophobe des cyclooctynes utilisés peut entrainer une modification de la 

biodistribution naturelle des biomolécules, en particulier si le vecteur utilisé est de petite taille. 

 Cette contrainte s’est illustrée lors de l’utilisation de ce système pour la préparation du 

peptide [Tyr3, Lys5] octréotate acétate radiomarqué à l’iode-125, entraînant une augmentation de 

sa lipophilie (logP = 1,81 et logD = 1,57) comparé à ce qui est décrit dans la littérature pour le 

radiomarquage du même analogue peptidique au gallium-68 (logP = -2,9).255 De plus, l’utilisation 

de sels d’aryliodoniums comme précurseurs pour la préparation d’un radioiodoaryle 

fonctionnalisé par un azoture a également montré certaines limites : la formation d’un sous-

produit radiomarqué, la présence d’analogue iodé non-radioactif et une perte d’activité non-

négligeable pendant les phases d’évaporation due à la volatilité du produit radiomarqué. 

 Pour tenter de pallier ces problèmes, une modification de la structure du précurseur a été 

envisagée avec l’introduction d’une fonction acide boronique pour le radiomarquage, permettant 

ainsi de limiter la formation de sous-produits et d’éviter la présence d’analogue iodé non-

radioactif. De plus, une chaîne PEG (n = 3) a également été introduite à ce nouveau précurseur. En 

plus de limiter la volatilité du produit radiomarqué, cette fonction connue pour son hydrophilie 

devrait permettre de contrebalancer la lipophilie du motif DBCO (Figure 60). 

 
Figure 60. Structures des azotures de 1ère et 2nde génération. 
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II-1. Préparation du précurseur 

 Le précurseur 42 a été obtenu par une réaction de couplage entre l’acide 3-

carboxyphénylboronique et l’azoture-PEG3-amine, en présence d’EDC. HCl et d’HOBt, avec un 

rendement de 45 %. Ce rendement moyen s’explique par les difficultés de purification rencontrées 

pour isoler le précurseur 42 de l’acide boronique de départ. La référence iodée non-radioactive 

43 a quant à elle été préparée selon le même protocole, à partir de l’acide 3-iodobenzoïque, avec 

un rendement de 69 % (Schéma 80). 

 
Schéma 80. Préparation du précurseur 42 et de la référence iodée 43. 

II-2. Radiomarquage du précurseur azoture à l’iode-125 

 Le marquage à l’iode-125 (0,2–10,8 MBq) de l’azoture 42, réalisé selon les conditions 

décrites en section I-2.2.d) a conduit à un RRC >99 % (n = 9) (Figure 61). 

 
Figure 61. Radiomarquage du précurseur 42 à l’iode-125. (A) conditions de marquage ; (B) analyses HPLC de la 

référence iodée 43 et du brut réactionnel. 

 L’azoture radiomarqué 43a a ensuite été purifié sur cartouche Sep-Pak® C18 (Waters) par 

élution d’un mélange H2O/MeCN afin d’éliminer le précurseur acide boronique ainsi que le 

catalyseur au cuivre. En plus de conduire à une PRC supérieure à 99 %, ce protocole permet 

d’obtenir un excellent RRC isolé de 91 ± 5 % (n = 9) qui, comparé à la première génération 

d’azoture (RRC = 65 %), démontre les effets bénéfiques de l’ajout de la chaine PEG et du 

changement de fonction de radiomarquage. De plus, ce composé s’est avéré très stable puisque 

même après 7 jours à 4 °C en MeCN, aucune dégradation n’a été observée. 
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II-3. Application pour le radiomarquage d’un peptide analogue 

de la somatostatine 

II-3.1. Mise au point de la réaction de couplage 

 L’un des objectifs de cet axe de travail consistait à utiliser cet azoture pour améliorer 

l’hydrophilie d’un peptide [Tyr3, Lys5] octréotate acétate modifié par un DBCO. L’octréotate, un 

peptide analogue de la somatostatine, permet le ciblage des récepteurs de la somatostatine qui 

sont surexprimés dans certains types de cancers et notamment dans le cas des tumeurs 

neuroendocrines. Ce peptide a permis le développement d’une imagerie spécifique utilisant les 

analogues de la somatostatine radiomarqués au gallium-68 pour le suivi de la maladie. Ces 

analogues ont également été étudiés pour une application en radiothérapie interne vectorisée, en 

utilisant des émetteurs β- comme le lutetium-177, dont l’efficacité a pu être démontrée dans l’essai 

clinique de phase 3 NETTER-1.256 Ce traitement, connu sous le nom Lutathera®, est aujourd’hui 

couramment utilisé en clinique en seconde ligne de traitement pour les tumeurs neuroendocrines 

digestives. Une des pistes d’amélioration de ce traitement est de remplacer l’émetteur β- par un 

émetteur α tel que l’astate-211. En raison de la faible disponibilité de ce radionucléide, comme 

pour l’étude sur les sydnones, les tests de radiomarquage ont été réalisés avec l’iode-125. L’étape 

suivante a donc consisté à réaliser la réaction de cycloaddition entre l’azoture radioiodé 43a et le 

peptide 44 obtenu commercialement (Figure 62). 

 
Figure 62. Radiomarquage du peptide 44 à l’iode-125. (A) conditions de marquage ; (B) analyses HPLC de la référence 

du peptide 45 et du brut réactionnel. 

 Alors qu’avec l’azoture de première génération (2a), la réaction SPAAC était réalisée avec 

36 µg de peptide en raison de la présence d’analogue iodé non-radioactif, les optimisations 

réalisées avec l’azoture 43a ont permis de diviser par 6 les quantités de peptides requises. Après 

17 heures à 25 °C, le peptide radioiodé 45a a pu être obtenu avec une PRC supérieure à 95 % et 
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une activité molaire de 0,6 MBq/µg. Contrairement à ce qui est attendu pour une réaction de 

chimie clic, la réaction SPAAC a été volontairement laissée sur un temps suffisamment long pour 

s’assurer qu’il ne restait plus d’azoture 43a. Etant donné la demi-vie de l’iode-125 (59,4 jours), 

cela n’a pas eu d’impact sur l’activité molaire de la solution finale. De plus, le peptide 45a s’est 

avéré très stable à 4 °C puisque même après 65 heures en H2O/DMSO (9:1), aucune dégradation 

n’a été observée. 

 Le coefficient de partage du peptide 45a a ensuite été déterminé afin de comparer le 

caractère lipophile de cette molécule à son analogue précédemment étudié. Visiblement, l’ajout 

d’une chaine PEG (n = 3) n’a pas permis de contrebalancer la lipophilie liée à l’ajout d’un 

groupement DBCO. En effet, alors qu’un logP de 1,81 ± 0,07 et un logD (7,4) de 1,57 ± 0,13 avaient 

été mesurés pour le peptide sans chaîne PEG, des valeurs de 1,80 ± 0,05 et 1,56 ± 0,03 ont été 

respectivement obtenues pour le peptide 45a. 

II-3.2. Etude cellulaire des peptides radiomarqués 

 Même si les modifications apportées n’ont pas montré d’effet significatif sur la lipophilie 

du peptide radiomarqué (45a), des tests in vitro réalisés en collaboration avec les biologistes de 

l’équipe ont permis de comparer le comportement de ce peptide avec celui obtenu en utilisant 

l’azoture de première génération (125I-DBCO-TATE), ainsi qu’à un peptide radiomarqué au 

lutécium-177 (177Lu-DOTATATE), utilisé en clinique et servant de référence. Dans un premier 

temps, le pourcentage d’activité internalisée par rapport à l’activité cellulaire totale a été étudié 

(Figure 63). 

 
Figure 63. Comparaison du pourcentage d’activité internalisée de peptide 45a (◆) par rapport à l’activité cellulaire 

totale. (A) Comparaison avec le 125I-DBCO-TATE (▲) ; (B) Profil obtenu pour le peptide de référence 177Lu-DOTATATE. 

 Alors que la courbe d’internalisation de l’125I-DBCO-TATE montrait une internalisation 

immédiate du peptide (>60 % à 5 min) non saturable, puisque cette valeur augmentait jusqu’au 

point à 4 heures, le peptide 45a a montré une internalisation saturable semblable à celle du 177Lu-

DOTATATE et représentatif d’une internalisation via un récepteur.  
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 De plus, l’internalisation du peptide 45a n’était pas totalement bloquée après saturation 

par de l’octréotide comme observé avec le 177Lu-DOTATATE (0,2% d’internalisation). Ceci est 

synonyme d’une internalisation non spécifique, néanmoins, une légère amélioration a été 

constatée avec 3,85 ± 0,15 % d’activité internalisée par rapport à l’activité totale contre 5,58 ± 

0,38 % lorsque l’azoture de première génération a été utilisé (Figure 64). 

 
Figure 64. Comparaison du pourcentage d’activité internalisée de peptide 45a (◆) par rapport à l’activité totale, en 

présence (--) et absence (  ̶ ) d’un excès de peptide octréotide. (A) Comparaison avec le 125I-DBCO-TATE (▲) ; (B) Profil 

obtenu pour le peptide de référence 177Lu-DOTATATE. 

II-3.3. Allongement de la chaine PEG  

 Suite aux résultats encourageants montrant une amélioration du profil d’internalisation 

du peptide [Tyr3, Lys5] octréotate acétate avec une chaine PEG3, une troisième génération 

d’azoture a été introduite. L’idée a été d’allonger la longueur de la chaîne PEG (n= 6 et 10) afin 

d’évaluer l’impact de ces modifications sur la lipophilie de la molécule finale et le comportement 

cellulaire. Les précurseurs 46 et 47 et les références iodées 48 et 49 ont été préparés en utilisant 

les mêmes procédures que présentées précédemment avec des rendements de 58 à 79 % (Schéma 

81).  

 
Schéma 81. Préparation des précurseurs 45 et 46 et des références iodées 47 et 48. 

 Le marquage à l’iode-125 (0,3–5,7 MBq) des précurseurs azotures (46 et 47) a été réalisé 

selon les conditions utilisées pour l’azoture-PEG3 42. Après 30 minutes à 25 °C, ces marquages ont 

tous conduits à d’excellents RRC bruts (>95 %) (Figure 65). 
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Figure 65. Marquage à l’iode-125 des azotures 46 et 47. (A) conditions de marquage ; (B) analyses HPLC de la référence 

iodée 48 et du brut réactionnel (RRC = 98 ± 2 % (n = 4)) ; (C) analyses HPLC de la référence iodée 49 et du brut 

réactionnel (RRC = 98 ± 1 % (n = 2)). RRC basés sur les analyses HPLC du produit brut. 

 La purification des bruts réactionnels sur SepPak® C18, réalisée selon le même protocole 

que celui décrit précédemment, a conduit à des PRC supérieures à 99 % et des RRC isolés 

légèrement plus faibles que pour l’azoture 43a, avec des valeurs de 72 ± 1 % (48a) et 83 % (49a). 

Ensuite, le peptide 44 a été ajouté aux azotures radioiodés pour l’étape de cycloaddition, 

cependant, alors qu’aucun problème n’avait été constaté avec l’azoture-PEG3 (43a), des difficultés 

ont été rencontrées sur cette étape. En effet, dans les deux cas et malgré 30 heures à 25 °C, aucune 

réaction n’a été observée, seulement la présence de l’azoture de départ. 

 Des tests complémentaires ont été réalisés afin de comprendre pourquoi la réaction 

SPAAC n’avait pas eu lieu avec ces deux azotures. Etant donné que l’allongement de la chaine PEG 

semble avoir un impact sur la réaction, les optimisations sur les conditions de réactions ont été 

effectuées sur l’azoture 49a possédant la chaîne la plus longue (Figure 66 A). Le premier test a 

consisté à augmenter les quantités de peptide et à chauffer à 60 °C afin de favoriser la réaction. 

Pour cela, la réaction SPAAC a donc été effectuée avec 36 µg de peptide 44, masse utilisée pour 

l’azoture de première génération. Après seulement 30 minutes, l’analyse HPLC effectuée sur le 

brut réactionnel a permis de montrer que la réaction était totale et que le peptide 50a était bien 

obtenu (Figure 66 B). Suite à cela, l’objectif a ensuite été de réduire la quantité de peptide à 6 µg, 

afin d’augmenter l’activité molaire du produit final et de se placer dans la même gamme que le 

peptide 45a et faciliter la comparaison de l’impact de l’allongement de la chaine PEG. L’analyse 

HPLC du brut réactionnel réalisée après 80 minutes a montré que dans ces conditions, 81 % de 

l’azoture radioiodé 49a était couplé au peptide (Figure 66 C).  
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Figure 66. Radiomarquage du peptide 44 à l’iode-125. (A) conditions de marquage ; (B) Analyse HPLC du brut 

réactionnel après 30 min avec 36 µg de peptide ; (C) Analyse HPLC du brut réactionnel après 80 min avec 6 µg de peptide  

 Malheureusement, ces résultats n’ont pas pu être reproduits lors d’un radiomarquage 

visant à préparer le peptide 50a pour des tests cellulaires. Après contrôle, il s’avère que le peptide 

[Tyr3, Lys5] octréotate acétate de départ s’était dégradé depuis les précédents tests réalisés, 

pouvant expliquer les problèmes de reproductibilité rencontrés. Étant donné que le peptide 44 

n’est pas facilement disponible et doit être préparé sur commande par la société Eurogentec, de 

nouveaux tests n’ont pas encore pu être réalisés. En revanche, il serait intéressant de tester le 

couplage avec les azotures sur un nouveau lot de peptide afin de pouvoir déterminer le logP et 

logD (7,4) des produits correspondants puis de poursuivre les études cellulaires. 

 Même si des difficultés ont été rencontrées pour la préparation de ces peptides, cette étude 

a permis de montrer qu’avec les nouvelles générations d’azotures, les réactions de marquages 

étaient quasi-totales et qu’en raison de leur volatilité moins importante, il était plus facile de les 

manipuler et donc d’obtenir de meilleurs RRC. De plus, l’absence de génération d’analogue iodé 

non-radioactif pendant la réaction a permis de réduire les quantités de peptides nécessaires pour 

la réaction clic, conduisant à une amélioration de l’activité molaire du produit final. 

II-4. Etude de l’impact des modifications structurales sur la 

réactivité de l’azoture 

 Si l’amélioration de l’azoture a permis de résoudre la majorité des problèmes mis en 

évidence quant à l’utilisation de la première génération de précurseur, l’idée a ensuite été de voir 

si les optimisations effectuées avaient un impact sur la réactivité de l’azoture. Par conséquent, 

similairement aux sydnones, des études cinétiques avec et sans radioactivité ont été réalisées sur 

l’azoture 43 avec les peptides modèles cliquables modifiés par un DBCO (22) ou un BCN (23). 
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 Avant de commencer ces études, comme pour les sydnones, un travail de synthèse a été 

réalisé afin d’obtenir la référence iodée des différents peptides cliqués. Les peptides DBCO (22) 

et BCN (23) ont donc été couplés à l’azoture iodé non-radioactif 43. Après purification des 

solutions de couplage par chromatographie en phase normale, les références des peptides 

modèles cliquables 51 et 52 ont été obtenues avec de bons rendements de 73 et 65 %, 

respectivement (Schéma 82). 

 
Schéma 82. Réactions de couplages bio-orthogonaux entre les peptides cliquables (22, 23) et l’azoture iodé non-

radioactif 43. 

 Une fois les références obtenues, les constantes de vitesse k des réactions de cycloaddition 

entre l’azoture iodé non-radioactif (43) et les peptides modèles cliquables modifiés par un DBCO 

(22) ou un BCN (23) ont été mesurées suivant le protocole décrit en section I-2.1.a). Les résultats 

ont ensuite été comparés aux valeurs obtenues pour l’azoture de référence (Figure 67). Comme 

attendu, l’azoture 43 s’est montré beaucoup plus réactif lorsque le peptide était modifié par un 

DBCO que par un BCN, avec des constantes k de 2,772 ± 0,145 M-1.s-1 et 0,419 ± 0,046 M-1.s-1, 

respectivement. Cependant, peu importe le motif, l’ajout de la chaîne PEG entraine une légère 

diminution de la réactivité comparée à l’azoture de référence (k = 3,506 ± 0,328 M-1.s-1 et 0,549 ± 

0,053 M-1.s-1). 
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Figure 67. Comparaison des vitesses du second ordre des réactions SPAAC entre les azotures 2 (▲) et 43 (◆) avec le 

peptide modifié par un DBCO 22 (  )̶ ou BCN 23 (--) (n = 3). 

 Ce travail comparatif s’est poursuivi par la réalisation de la même étude à l’iode-125 

(Figure 68). Après l’obtention des azotures radioiodés 2a et 43a, en utilisant les conditions 

décrites en section I-2.2.d) et II-2, les réactions de cycloaddition avec les peptides modifiés par un 

DBCO (22) ou un BCN (23) ont été réalisées. Comme observé lors de l’étude cinétique sans 

radioactivité, les azotures (2a, 43a) ont montré une meilleure réactivité lorsque le peptide était 

modifié par un DBCO plutôt qu’un BCN. En effet, alors que la réaction était quasi-quantitative 

après 90 minutes avec le peptide 22 (RRC(2a) = 98 ± 1 % ; RRC(43a) = 97 ± 2 %), la réaction était 

respectivement à 25 ± 4 % et 20 ± 1 % au même temps pour le peptide 23. 
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Figure 68. Cinétiques des couplages bio-orthogonaux entre les azotures radiomarqués 2a (▲) et 43a (◆) avec le peptide 

modifié par un DBCO 22 (  )̶ ou BCN 23 (--) (n = 3). 

II-5. Application au radiomarquage au fluor-18 

 Une collaboration entre notre équipe et le laboratoire de recherche radiopharmaceutique 

de Louvain en Belgique (équipe du Pr. Guy Bormans) a permis d’approfondir l’étude de ce 

groupement prosthétique azoture-PEG3 avec des tests de radiomarquages au fluor-18 pour 

comparaison avec son analogue non-pégylé. C’est un travail qui a d’ailleurs fait l’objet d’une 

mobilité et dont les résultats préliminaires sont présentés ici. 

 Comme pour l’iode, avant de s’intéresser à l’étape de radiomarquage, un travail de 

synthèse a été nécessaire pour la préparation des références fluorées non-radioactives 53 et 54. 

L’azoture 53 a été obtenu par substitution nucléophile entre le bromure de 3-fluorobenzyle et 

l’azoture de sodium, selon le protocole utilisé pour l’azoture 2, avec un rendement de 44 % 

(Schéma 83 A). Similairement à l’azoture iodé 2, ce rendement moyen s’explique par les pertes de 

produit lors de l’évaporation du solvant, lié à la volatilité du composé. L’azoture-PEG 54 a quant à 

lui été préparé par couplage entre l’azoture-PEG3-amine et l’acide 3-fluorobenzoïque, selon le 

même protocole que son analogue iodé, avec un rendement de 24 % (Schéma 83 B). 
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Schéma 83. Préparation des références fluorées. (A) Azoture 53 ; (B) Azoture-PEG3 54. 

 Un test préliminaire de radiomarquage au fluor-18 sur le précurseur 42 a ensuite été 

réalisé, à l’aide d’un semi-automate (Figure 69), en s’inspirant des conditions développées par 

Scott et al.257 

 
Figure 69. Représentation simplifiée du semi-automate utilisé pour les radiomarquages au fluor-18. 

 La solution aqueuse de [18F]fluorure (12 GBq) provenant du cyclotron a été transférée sur 

une cartouche échangeuse d’ion (PS-HCO3
-) pour piéger les ions fluorures F-. Après élution avec 

une solution de K2C2O4/Kryptofix 2.2.2 dans un mélange H2O/MeCN (89:11), les [18F]fluorures ont 

été récupérés dans le réacteur. Après évaporation du solvant présent dans le réacteur, en 

chauffant à 90 °C, un séchage azéotropique avec de l’acétonitrile a été réalisé pour éliminer les 

traces d’eau. Une fois le séchage terminé, le réacteur a été refroidi à 30 °C et une solution de DMF 

contenant le précurseur 41, la pyridine et le Cu(OTf)2 a été ajoutée. Après 20 minutes à 110 °C, le 

réacteur a été refroidi à 50 °C avant que de l’eau y soit ajoutée. En raison de la viscosité du DMF 

et du fait que le réacteur soit dans une cellule blindée qu’il n’est pas possible d’ouvrir tant que le 

seuil de radioactivité est dépassé, l’ajout d’eau a permis de faciliter le transfert de la solution 
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provenant du réacteur vers une boite à gants permettant de récupérer le milieu réactionnel et de 

l’analyser. Des problèmes lors de ce transfert ont été rencontrés, ne permettant de récupérer que 

100 µL (11 MBq) au lieu des 1,1 mL attendus. Néanmoins, ce volume était suffisant pour analyser 

le milieu réactionnel en HPLC. Alors qu’à l’iode-125, des RRC quantitatifs sont obtenus, la 

transposition de cet azoture au marquage au fluor-18 est plus compliquée puisque les analyses 

HPLC ont permis de déterminer un RRC brut de seulement 1 % (Figure 70). 

 

Figure 70. Radiomarquage du précurseur 42 au fluor-18. (A) Conditions de marquage ; (B) Analyses HPLC du brut 

réactionnel en présence de la référence fluorée 54. 

 La température nécessaire pour le radiomarquage étant plus élevée qu’à l’iode-125, 

l’hypothèse a été émise que le précurseur 42 se dégradait, pouvant impacter le rendement de 

marquage. Cette hypothèse a pu être vérifiée lors d’un test consistant à chauffer le précurseur en 

solution dans le DMF sans la pyridine ni Cu(OTf)2. Après 20 minutes à 110 °C, les analyses HPLC 

ont révélé que jusqu’à 40 % de précurseur se dégradait en faveur d’un sous-produit (Figure 71). 

Des analyses par spectrométrie de masse ont permis de déterminer que ce sous-produit 

correspondait à un motif phénol. 

 
Figure 71. Analyse HPLC de la solution de DMF contenant le précurseur 42 après chauffage à 110 °C pendant 20 minutes. 
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 Ces résultats sont similaires à ce qui est rapporté dans la littérature. En effet, lors d’une 

étude visant à optimiser l’automatisation de la radiofluoration des acides boroniques, l’équipe de 

P. J. H. Scott a montré une forte diminution du RRC (de 73 à 1 %) lorsque le précurseur était 

consommé avant la dissolution du [18F]KF.258 Pour pallier ce problème, les auteurs rapportent que 

la pré-dissolution des [18F]fluorures dans du DMF permet d’améliorer considérablement les 

rendements de la réaction de radiofluoration (43 vs 10 %). Par conséquent, il a été envisagé de 

transposer cette méthode pour le radiomarquage de l’azoture 42. 

 Contrairement au premier test, la solution aqueuse de [18F]fluorure provenant du 

cyclotron à cette fois-ci été transférée sur une cartouche Sep-Pak Plus Light QMA Cl- (Waters) et 

l’élution a été réalisée avec une solution de KOTf/K2CO3 dans l’eau. Une fois les étapes de séchages 

effectuées, les [18F]fluorures ont été activés avec du DMF pendant 5 min à 110 °C. Après avoir 

refroidi le réacteur à environ 30 °C, la solution de DMF contenant l’azoture 42, la pyridine et le 

Cu(OTf)2 a été ajoutée, puis la réaction a été laissée à 110 °C pendant 20 minutes. Une fois le milieu 

réactionnel refroidi à 50 °C, comme pour le test précédent, de l’eau a été ajoutée dans le réacteur 

pour faciliter le transfert du mélange réactionnel en dehors de la cellule blindée. En plus de n’avoir 

rencontré aucun problème lors du transfert, avec la quasi-totalité du volume récupéré (environ 1 

mL, 145,7 MBq), cette méthode a conduit à un RRC brut de 12 % (Figure 72).  

 
Figure 72. Radiomarquage du précurseur 42 au fluor-18. (A) Conditions de marquage ; (B) Analyses HPLC du brut 

réactionnel en présence de la référence fluorée 54. 

 Etant donné ces bons résultats, le précurseur aryliodonium 55 utilisé lors de la précédente 

étude a lui aussi été radiomarqué en activant les [18F]fluorures à l’aide de DMF. L’objectif de ce 

test était, comme pour l’iode, de comparer l’azoture de seconde génération à celui de première 
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génération. Comme démontrées par les analyses HPLC du brut réactionnel, bien que le marquage 

ait également fonctionné, celui-ci était cependant moins bon que pour l’azoture amélioré avec un 

RRC brut de 6 % (Figure 73). 

 
Figure 73. Radiomarquage du précurseur 55 au fluor-18. (A) Conditions de marquage ; (B) Analyses HPLC du brut 

réactionnel en présence de la référence fluorée 53. 

 Alors que les deux premiers tests effectués nécessitaient un séchage azéotropique pour 

éliminer les traces d’eau présentes dans le réacteur, l’idée a ensuite été de tester une méthode 

permettant d’éluer les [18F]fluorures de la cartouche sans utiliser de milieu aqueux, évitant ainsi 

cette étape. En 2017, Zlatopolskiy et al.259 rapportent une approche permettant d’éluer les 

[18F]fluorures à l’aide d’une solution de bicarbonate de tétraéthylammonium (Et4NHCO3) dilué 

dans le n-BuOH. En plus de récupérer jusqu’à 95 % des [18F]fluorures de la cartouche, l’utilisation 

de ce protocole a permis aux auteurs de marquer au fluor-18 plusieurs précurseurs acides 

boroniques. De plus, la présence de diméthylacétamide (DMA) à la place du DMF comme co-

solvant a également permis d’améliorer les RRC (87 % vs 50 %). C’est pourquoi, ces conditions 

ont été transposées pour le radiomarquage du précurseur 42. Contrairement à ce qui avait pu être 

décrit, l’élution des [18F]fluorures de la cartouche Sep-Pak Plus Light QMA Cl- n’a pas fonctionné 

ne permettant pas le radiomarquage du précurseur. Si l’hypothèse a été émise que le contre ion 

utilisé était problématique, comparé à l’ion carbonate (CO32-) utilisé par l’équipe de B. D. 

Zlatopolskiy, des résultats similaires ont été rapportés quelques années plus tard par l’équipe de 

O. Meilhac.260 En effet, lors de l’utilisation de Et4NHCO3 dilué en n-BuOH, les auteurs ont rapporté 

l’élution de moins de 20 % des [18F]fluorures alors que dans leurs conditions habituelles plus de 
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95 % de l’activité est récupérée. Ces résultats démontrent la sensibilité de cette méthode et 

justifient le fait qu’elle ne soit pas plus présente pour le marquage au fluor-18. 

 N’ayant pas pu évaluer l’impact de la présence de n-BuOH comme co-solvant pour le 

radiomarquage du précurseur 42, un dernier test a consisté à utiliser les meilleures conditions 

développées (activation des [18F]fluorures) en remplaçant le DMF par un mélange DMF/n-BuOH 

(2:1). Cependant, le problème rencontré lors de ce test s’est situé lors de l’étape d’élution des ions 

F-. En effet, alors que l’élution avec une solution de KOTf/K2CO3 dans l’eau avait permis de 

récupérer la quasi-totalité de l’activité (>90 %) présente sur la colonne lors du test précédent, 

cette fois-ci aucune élution n’a été constatée. L’hypothèse a alors été émise que la solution de 

KOTf/K2CO3, préparée quelques heures avant le radiomarquage, s’était dégradée. Pour vérifier 

cette hypothèse, une solution fraîchement préparée de KOTf/K2CO3 a été passée dans la colonne 

permettant cette fois-ci de récupérer les [18F]fluorures. Néanmoins, ce test ayant été réalisé le 

lendemain de la production de fluor-18, en raison de l’activité empêchant l’ouverture de la cellule 

blindée, le radiomarquage du précurseur 42 n’a pas été réalisé. 

II-6. Conclusion 

 L’objectif de cette partie était de développer un nouveau précurseur azoture permettant 

de répondre aux limites mises en évidences lors de l’application de la chimie clic (SPAAC) pour la 

préparation d’un peptide analogue de la somatostatine (sous-produit, présence d’analogue iodée 

non-radioactif, volatilité, lipophilie). Pour pallier ces problèmes, notre choix s’est porté sur 

l’utilisation des acides boroniques comme fonction de radiomarquage et d’une chaine PEG (n = 3) 

pour rendre la molécule plus hydrophile et moins volatile. Après une étape de synthèse, les tests 

de radiomarquage ont permis de montrer qu’avec cette nouvelle génération d’azoture, les 

réactions étaient totales et qu’en raison de la volatilité moins importante, il était plus facile de 

manipuler ce nouveau précurseur et d’obtenir de très bons RRC isolés. De plus, en raison de 

l’absence d’analogue iodé non-radioactif pendant la réaction, la quantité de peptide nécessaire 

pour la réaction clic a pu être réduite, conduisant à une amélioration de l’activité molaire du 

produit final. Malgré ces résultats prometteurs, l’ajout d’un PEG3 n’a pas permis de contrebalancer 

la lipophilie induite par le DBCO. Si l’allongement de la chaine PEG a également pu être exploré, 

des difficultés lors de la préparation du peptide correspondant ont été rencontrées, nécessitant 

des tests complémentaires. 

 Lors de cette étude, la réactivité de ce nouveau motif azoture a également été étudié sur 

des peptides modèles cliquables modifiés par un DBCO ou un BCN. Une étude cinétique avec les 

azotures non-radioactifs (2, 43) a été réalisée pour déterminer la constante de vitesse de la 

réaction sur les peptides modifiés par un cyclooctyne (22, 23). Les cinétiques de réaction des 
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mêmes systèmes bio-orthogonaux ont également été étudiées avec les azotures radioiodées (2a, 

43a) obtenus à partir des précurseurs arylboroniques correspondants. 

 Comme pour les sydnones, les réactions non-radioactives avec les azotures ont montré 

des profils similaires aux études cinétiques radioactives. Comme attendu, l’azoture-PEG3 (43, 

43a) a montré une cinétique de réaction plus lente avec le peptide modifié par un BCN (23) 

comparé au DBCO (22). Néanmoins, aucun impact sur la réactivité n’a été observé suite à la 

modification de la structure de l’azoture puisque les constantes de vitesses et les RRC obtenus 

n’ont pas montré de changements significatifs. 

 Enfin, dans un dernier temps, des tests de radiomarquages au fluor-18 ont permis 

d’approfondir l’étude de ce groupement prosthétique azoture-PEG. Malgré un faible RRC brut de 

seulement 1 % lors du premier test, des optimisations sur les conditions de marquage ont permis 

d’améliorer considérablement ce rendement atteignant 12 %, soit 2 fois plus que le RRC obtenu 

avec le précurseur azoture de 1ère génération. 
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 Introduit en 2001 par K. Barry Sharpless, le concept de chimie clic s’est rapidement révélé 

intéressant pour faciliter l’accès à une plus large gamme de composés que la chimie 

conventionnelle. La possibilité d’utiliser cette chimie dans un milieu biologique avec des réactions 

bio-orthogonales, et ce, sans interférer avec les processus biochimiques naturels, a eu un impact 

significatif dans de nombreux domaines de la chimie et notamment en médecine nucléaire pour 

la production des radiopharmaceutiques. 

 Alors que les méthodes de bioconjugaison conventionnelles, permettant d’associer un 

radionucléide à une protéine vectrice, ont montré certaines limites, la chimie bio-orthogonale est 

apparue comme une méthode alternative prometteuse. En effet, des travaux réalisés 

précédemment au sein du laboratoire ont permis de montrer que l’utilisation de systèmes bio-

orthogonaux basés sur des réactions telles que la SPAAC (DBCO/N3) ou la IEDDA (TCO/Tz) 

pouvait améliorer le radiomarquage d’un anticorps anti-CD138 à l’iode-125 et à l’astate-211. En 

plus de conduire à de meilleurs rendements de couplage et d’avoir une cinétique de réaction 

rapide, aucun impact négatif sur les propriétés biologiques de l’anticorps (immunoréactivité, 

stabilité sérique) n’a été observé.236 Toutefois, ces systèmes restent encore perfectibles en raison 

de la possible isomérisation progressive du TCO ou encore du possible effet du motif DBCO, en 

particulier sa lipophilie, sur les propriétés pharmacocinétiques du vecteur radiomarqué. De plus, 

les précurseurs utilisés pour le radiomarquage (sels d’iodoniums) peuvent également engendrer 

quelques complications, notamment la génération de sous-produits ou d’analogue iodé non-

radioactif, qui peuvent entrer en compétition dans la réaction de cycloaddition.  

 Dans ce contexte, l’objectif de cette thèse a été d’explorer davantage le potentiel de la 

chimie bio-orthogonale pour le marquage de protéines avec des radiohalogènes lourds, ceci afin 

d’étendre le catalogue de systèmes cliquables à disposition pour la production des 

radiopharmaceutiques. La disponibilité de l’astate-211 étant limitée, ces travaux ont été réalisés 

avec l’iode-125, l’iode étant l’élément le plus proche dans le tableau périodique et ayant démontré 

des propriétés physico-chimiques similaires à l’astate. 

 La première partie de ce projet a donc consisté à identifier le ou les systèmes les plus 

intéressants en termes d’efficacité de radiomarquage et de cinétique de réaction. Ce sont deux 

systèmes impliquant des sydnones, la CuSAC et la SPSAC, qui se sont révélés les plus intéressants, 

notamment en raison de leur facilité de synthèse, leur très bonne stabilité chimique et surtout des 

cinétiques de réactions clic parmi les plus rapides décrites dans la littérature. De plus, les 

sydnones étant impliquées dans des réactions équivalentes aux azotures, ce choix est d’autant 

plus pertinent pour faciliter la comparaison avec les études menées précédemment. 
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 Avant de s’intéresser au radiomarquage d’un vecteur d’intérêt, il a été nécessaire d’évaluer 

l’efficacité de ces nouveaux systèmes sur un modèle plus simple. Pour cela, une série de sydnones 

iodées avec différents substituants au niveau du motif sydnone (alkyle et aryle en position N3, et 

chloré en position C4) ainsi que des peptides modèles cliquables (DBCO, BCN, alcyne vrai) ont été 

préparés afin d’étudier l’effet de ces modifications de structures sur les cinétiques de réactions.  

 A l’issue de ce travail de synthèse, une étude cinétique préliminaire avec les sydnones 

iodées non-radioactives a été réalisée pour déterminer les constantes de vitesses des réactions 

avec des peptides modèles. Alors que des difficultés ont été rencontrées pour les synthèses entre 

le peptide alcyne vrai et les sydnones d’intérêt, empêchant l’étude du système CuSAC, les études 

menées avec les deux autres peptides modifiés par des cyclooctynes ont conduit à des résultats 

très intéressants. En effet, alors que la N-alkylsydnone s’est révélée être la moins réactive, la N-

arylsydnone avec un hydrogène en position C4 a montré une réactivité plus importante avec le 

peptide-DBCO qu’avec le peptide-BCN. Cependant, les résultats les plus prometteurs ont été 

obtenus lorsque l’hydrogène a été substitué par un atome de chlore. Alors que la réaction de la N-

arylchlorosydnone avec le peptide-DBCO a montré une réactivité du même ordre de grandeur que 

la N-arylsydnone, la réactivité avec un BCN s’est trouvée être d’améliorée par un facteur 19. 

 Cette étude a été poursuivie avec les mêmes dérivés sydnones radiomarquées à l’iode-125. 

Pour se faire, un site de radiomarquage a dû être introduit et malgré l’utilisation des sels 

d’iodoniums dans l’étude initiale de Laurent Navarro, le groupement partant acide boronique, 

récemment rapporté comme efficace pour le radiomarquage avec l’iode-125 et l’astate-211, a été 

ici préféré pour un meilleur contrôle du radiomarquage. Les précurseurs sydnones 

correspondants ont donc été synthétisés et marqués à l’iode-125 avec une excellente pureté 

radiochimique et de très bons rendements radiochimiques. 

 Concernant l’étude cinétique à l’iode-125 avec les peptides modèles, comme anticipé par 

l’étude préliminaire, la N-alkylsydnone s’est avérée la plus lente pour le peptide-DBCO et le 

peptide-BCN. La N-arylsydnone avec un hydrogène en position C4 a démontré une efficacité de 

couplage prometteuse avec le peptide-DBCO (RRC >95 % après 60 minutes) quand les résultats 

étaient plus modérés avec le peptide-BCN (seulement 17 %). Enfin, la N-arylchlorosydnone s’est 

avérée être la plus réactive avec des RRC supérieurs à 95 % après 60 minutes avec les deux 

peptides, confirmant les résultats obtenus lors de l’étude préliminaire. 

 Les mêmes études cinétiques ont ensuite été réalisées avec un azoture pour la SPAAC 

étudiées antérieurement pour comparaison. Une nouvelle fois, des profils similaires entre les 

études cinétiques avec et sans radioactivité ont été obtenus. Alors que la N-alkylsydnone s’est 

avérée moins réactive que l’azoture avec les deux peptides, la N-arylsydnone a présenté une 
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réactivité du même ordre de grandeur que pour l’azoture. Toutefois, les résultats les plus 

prometteurs ont été obtenus avec la N-arylchlorosydnone. En effet, si la réactivité avec le peptide-

DBCO s’est montrée similaire à celle obtenue avec le système SPAAC, la réaction de cycloaddition 

avec le peptide-BCN s’est produite 11 fois plus rapidement. 

 Suite à ces études cinétiques, les trois systèmes les plus prometteurs ont été sélectionnés 

pour le transfert vers le radiomarquage d’un anticorps monoclonal anti-CD138 d’intérêt (9E7.4) : 

N-arylsydnone/DBCO, N-arylchlorosydnone/DBCO et N-arylchlorosydnone/BCN. Après 

modification, les différents lots d’anticorps 9E7.4-DBCO et 9E7.4-BCN ont été radiomarqués à 

partir des sydnones radioiodées correspondantes, conduisant à des rendements de couplages 

après 30 minutes de 75 % pour les systèmes N-arylsydnone/DBCO et N-

arylchlorosydnone/DBCO, et de seulement 13 % pour le couple N-arylchlorosydnone/BCN. 

Toutefois, les tests d’immunoréactivités ont montré une perte d’affinité du vecteur pour sa cible 

puisque des valeurs de 27 à 59 % ont été obtenus au lieu d’une valeur supérieure à 80 % pour 

l’anticorps natif. Malgré des optimisations réalisées sur le système le plus rapide (N-

arylchlorosydnone/DBCO) et permettant d’améliorer l’immunoréactivité de l’anticorps 

radiomarqué en réduisant le nombre d’équivalents de motif DBCO lors du couplage, cela n’est pas 

sans conséquence sur la réactivité qui elle diminue. 

 Dans la première partie de ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés au 

développement d’un nouveau système de chimie bio-orthogonale pour le marquage à l’iode-125 

d’un anticorps anti-CD138. Les premiers résultats ont permis de montrer que l’utilisation de la 

SPSAC pouvait être une alternative intéressante pour y parvenir. En effet, en fonction de la 

structure de la sydnone, certaines se sont avérées plus rapides que l’azoture de référence testé, 

en particulier le dérivé N-arylchlorosydnone. Néanmoins, des problèmes ont été rencontrés lors 

de la transposition de certaines des réactions SPSAC pour le radiomarquage d’anticorps. Bien que 

certains systèmes montraient des cinétiques de réaction prometteuses, des problèmes 

d’immunoréactivité ont été observés. Des tests supplémentaires ont montré une corrélation entre 

ces deux paramètres, à savoir plus la réaction est rapide et moins l’immunoréactivité est 

conservée. Des optimisations sur les conditions de réactions sont à envisager afin de trouver le 

meilleur compromis. Pour cela, des efforts sur la concentration en anticorps utilisé, les conditions 

de modification des anticorps ou encore de nouveaux types d’ester activé sont envisagés. En effet, 

il semble que ce dernier point impacte fortement le nombre de motif par anticorps, comme cela a 

pu être observé entre le nombre de DBCO et de BCN greffé par l’anticorps pour le même nombre 

d’équivalent. Pour éviter que les sites de reconnaissance de la protéine ne soient modifiés, il serait 

également intéressant d’utiliser des méthodes de couplage « site-spécifique ».  L’objectif étant de 

créer un site de couplage unique sur la biomolécule permettant de maîtriser précisément le lieu 
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de fixation ainsi que le nombre de motifs fixés. Parmi ces méthodes on peut notamment citer la 

réduction des ponts disulfures ou encore l’insertion d’aminoacides non naturels. 

 Si ce travail peut être appliqué à d’autres isotopes de l’iode tel que l’iode-123 ou l’iode-

131, une transposition de cette étude à l’astate-211 est à envisager. En effet, l’astate-211 est l'un 

des émetteurs alpha les plus prometteurs et une application de ces systèmes bio-orthogonaux 

pour la radiothérapie ciblée des cancers pourrait être considérée. Toutefois, la demi-vie de ce 

radionucléide étant plus courte (7,2 heures), la vitesse de réaction est un paramètre extrêmement 

important. Afin de gagner du temps sur la production du radiopharmaceutique, du temps pourrait 

être gagné sur le radiomarquage des sydnones. Si pendant l’étude, les marquages étaient réalisés 

à 25 °C pendant 30 minutes, il serait intéressant d’optimiser ces conditions en réduisant le temps 

ou en chauffant légèrement pour accélérer la réaction. 

 Il serait également intéressant de tester la N-phénylsydnone fonctionnalisée en position 

para envisagée au début de l’étude. En effet, mise de côté pour des problèmes de synthèse du 

précurseur, son développement a récemment été rapporté par l’équipe de F. Taran245 et permet 

d’envisager à nouveau ce composé. Etant donné que l’ajout d’un groupement électroattracteur en 

position para permet d’accélérer la réaction de cycloaddition, l’effet -I de l’iode pourrait permettre 

d’atteindre des cinétiques de réaction tout aussi rapides, voire peut-être plus intéressantes que 

les systèmes étudiés. Enfin, en plus d’avoir déjà été radiomarqué en position para du phényle, il 

se peut que cette molécule plus simple puisse permettre d’étudier le système CuSAC et de le 

comparer à la CuAAC. 

 La deuxième partie de ce projet s’est portée sur la transposition d’un système de chimie 

clic à d’autres biomolécules et/ou radionucléides. Lors des travaux antérieurs, l’utilisation de 

précurseurs de sels d’aryliodoniums fonctionnalisés par un azoture a pu montrer certaines 

limites comme la formation d’un sous-produit radiomarqué, la formation d’un analogue iodé non-

radioactif ou encore la formation d’un produit radiomarqué volatil. Ces limites se sont illustrées 

lors de l’utilisation du système SPAAC pour le marquage à l’iode-125 du peptide [Tyr3, Lys5] 

octréotate acétate couplé au groupe DBCO. De plus, l’utilisation de ce système a engendré des 

modifications au niveau des caractéristiques du peptide final et en particulier une augmentation 

de sa lipophilie. 

 Afin de résoudre ces limites, un nouveau précurseur a alors été développé avec une 

nouvelle fonction de radiomarquage et l’ajout d’une chaine hydrophile pour contrebalancer la 

lipophilie du DBCO. Dans ce but, un précurseur azoture fonctionnalisé par une fonction acide 

boronique et incluant une chaine PEG (n = 3) a été développé afin de modérer les difficultés 

rencontrées. 
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 Ce nouveau motif azoture-PEG3 a pu être synthétisé et radiomarqué à l’iode-125 avec de 

très bons RRC (>90%), ce qui permet de valider d’ores et déjà l’amélioration du procédé avec ce 

type de précurseur (aucun sous-produit radiomarqué, pas d’analogue iodé non-radioactif et 

produit non volatil). L’étape de couplage de cet azoture radioiodé avec le peptide octréotate 

modifié par un DBCO a ensuite été réalisée. En plus de tous les avantages mentionnés 

précédemment, il apparait que l’absence d’analogue iodé non-radioactif a permis de diviser la 

quantité de peptide utilisé par 6 comparé à l’azoture de première génération, et donc d’augmenter 

l’activité molaire du produit final. Néanmoins, les calculs de logP et logD (7,4) de ce peptide 

radiomarqué à l’iode-125 n’ont montré aucune amélioration quant à la lipophilie globale après 

réaction clic avec ce nouvel azoture. Cependant, des tests in vitro ont montré une amélioration du 

profil d’internalisation de ce nouveau peptide, laissant penser que l’ajout de la chaine PEG a quand 

même eu un effet bénéfique sur ses propriétés. C’est pour cette raison qu’il a été envisagé 

d’allonger la chaine PEG (n = 6, 10), mais la dégradation du peptide de départ n’a permis de 

finaliser cette étude. 

 Les modifications de structures ayant un impact sur les cinétiques de réactions pour les 

sydnones, une étude cinétique avec et sans radioactivité a donc été réalisée sur l’azoture PEG3 

avec les peptides modifiés par des cyclooctynes avant d’être comparée à l’azoture de référence 

également utilisé dans la première partie de ce projet. Si le choix du cyclooctyne a montré un 

impact sur la vitesse de cycloaddition, aucune différence significative entre les deux générations 

d’azotures n’a été constatée. 

 Enfin, l’étude de ce groupement prosthétique a également pu être approfondi par des tests 

de marquage au fluor-18. Si des difficultés lors de cette étape ont pu être rencontrées, liées à une 

dégradation du précurseur acide boronique, les optimisations réalisées, notamment l’activation 

des [18F]fluorures, ont permis d’améliorer le RRC brut passant de 1 à 12 %.  

 Dans la deuxième partie de ce travail de thèse, l’objectif était d’optimiser la structure d’un 

azoture pour radiomarquer un peptide analogue de la somatostatine à l’iode-125 via la SPAAC, et 

d’utiliser ce nouveau motif pour des radiomarquages à l’astate-211 et au fluor-18 de nouveaux 

vecteurs d’intérêt pour une approche théranostique. 

 Concernant le radiomarquage du peptide, bien que l’amélioration de la structure de 

l’azoture ait conduit à une nette amélioration des résultats de marquages, cela n’a pas été suffisant 

pour contrebalancer la lipophilie liée à l’utilisation d’un motif DBCO. Alors que de nouveaux tests 

sont nécessaires pour évaluer l’impact de l’allongement de la chaine PEG, d’autres motifs 

pourraient être envisagés comme par exemple les dérivés guanidiniums ou mêmes des composés 

ioniques (sulfonate, phosphonate). Le cyclooctyne pourrait également être modifié par un BCN 
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étant donné les problèmes connus concernant le motif DBCO. En plus d’être moins lipophile, les 

résultats rapportés lors de la première partie de cette étude montrent que l’utilisation d’une 

sydnone chlorée à la place d’un azoture avec un BCN permettrait d’avoir une cinétique de réaction 

équivalente voir même plus importante que le système DBCO/N3. 

 Alors que les premiers tests de marquage au fluor-18 ont permis de montrer que le 

précurseur de seconde génération pouvait être utilisé, un travail d’optimisation est encore 

nécessaire. En effet, il serait intéressant d’aller plus loin que l’étape de radiomarquage, en ajoutant 

une étape de purification du composé radiofluoré et également de le conjuguer à d’autres vecteurs 

d’intérêt. Ces travaux, toujours en cours dans le cadre de la collaboration avec l’équipe du Pr. Guy 

Bormans, permettraient d’appliquer la chimie clic à de nouveaux vecteurs élargissant ainsi le 

champ d’application de la chimie bio-orthogonale. 

 L’utilisation de la chimie clic pourrait également permettre le développement d’approche 

théranostique, basé sur le couple fluor-18/astate-211. Des kits, basés sur ces deux radionucléides, 

permettraient alors de faire le suivi de la thérapie tout en gardant le même vecteur qu’utilisé en 

imagerie. Enfin, de manière plus générale, les kits employant la chimie clic permettraient aux 

cliniciens de pouvoir adapter le vecteur à la pathologie du patient et la molécule radioactive 

pourrait être préparée sur un site distinct de la préparation du vecteur radiomarqué. Le clinicien 

n’aurait besoin que d’équipements simples pour réaliser le marquage, ce qui permettrait d’éviter 

les risques de radiolyse altérants les vecteurs, souvent fragiles, pendant le transport. 
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Experimental part 
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I- General informations 
All commercial Reagents, solvents and chromatography reagents were purchased from Sigma-

Aldrich, Fisher Scientific, TCI, VWR, Fluorochem, Click Chemistry Tools or BroadPharm. Reactions 

were monitored by analytical thin-layer chromatography (TLC) using 60 F254 silica gel plates on 

aluminium support (Merck) and revealed either by UV lamp (254 nm), ninhydrin (10 mg/mL in 

EtOH) or with Dragendorff reagent. Purifications were carried out using a Puriflash 600 

(Interchim) with 15 or 30 μm silica pre-packed columns.  

1H and 13C NMR spectra were recorded with a Bruker AC spectrometer at 400 (1H) and 100 (13C) 

MHz. Chemical shifts (δ) are reported in part per million (ppm) relative to deuterated solvents 

(CDCl3: 7.26 ppm, MeOD: 3.31 ppm, DMSO-d6: 2.50 ppm) and coupling constant (J) are given in 

Hertz (Hz). Multiplicities are described by symbols s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), 

quint. (quintuplet), dt (doublet of triplet) and m (multiplet). 

High-resolution mass spectrometry (HRMS) analyses were performed on a Synapt G2 HRMS Q-

TOF mass spectrometer (Waters) equipped with an electrospray ionization (ESI) interface 

operating in the positive mode.  

HPLC analyses were carried out on a Waters Alliance e2695 system using several 

chromatographic methods and UV-Vis detection was achieved with a Waters 2489 UV/Vis PDA 

detector set at 254 nm. 

Method A: C18 column (Symmetry ShieldTM RP18 5 µm, 4,6 mm x 15 cm, Waters) with the flow 

rate set at 1.50 mL/min with the following gradient: t = 0: 95% A, 5% B; t = 15 min: 100% B. A = 

H2O with 0.05% TFA and B = CH3CN with 0.05% TFA. 

Method B: C18 column (Spherisorb ODS2 5 µm, 4.6 mm x 25 cm, Waters) with the flow rate set at 

1.50 mL/min with the following gradient: t = 0: 60% A, 40% B; t = 15 min: 100% B; 17 min 100% 

B. A = H2O with 0.05% TFA and B = CH3CN with 0.05% TFA. 

Method C: C18 column (Symmetry ShieldTM RP18 5 µm, 4,6 mm x 15 cm, Waters) with the flow 

rate set at 1.50 mL/min with the following gradient: t = 0-7 min 20-70% B; 7-11 min 70-100% B; 

11-15 min 100% B. A = H2O with 0.05% TFA and B = CH3CN with 0.05% TFA. 

Method D: C18 column (XBridge 3.5 µm, 3.0 mm x 10 cm, Waters) with the flow rate set at 0.8 

mL/min with the following gradient: t = 0-12 min 10-95% B; 12-15 min 95% B. A = 50 mM Acetate 

buffer pH 5 and B = CH3CN with 0.05% TFA. 
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Method E: C18 column (Spherisorb ODS2 5 µm, 4.6 mm x 25 cm, Waters) with the flow rate set at 

1.50 mL/min with the following gradient: t = 0-11 min 5-60% B; 11-18 min 60-100% B; 18-21 

min 100% B. A = H2O with 0.05% TFA and B = CH3CN with 0.05% TFA. 

CAUTION: Note that azido compounds are potentially explosive intermediates, and reactions 

should be performed behind a plastic shield. Nevertheless, in our hands, we never observed 

hazardous reactions with our experimental procedures 

II- Synthesis of compounds 

II-1. Synthesis of sydnones building blocks 

II-1.1. Precursors 

(4-Iodophenyl)glycine (3),231 3-(4-iodophenyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (4),231 N-

phenylglycine (7),261 5-oxo-3-phenyl-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (8),261 3-(2-iodophenyl)-5-

oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (10),247 4-iodo-5-oxo-3-phenyl-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-

ide (11),224 4-((carboxymethyl)amino)benzoic acid (12),248 4-

((carboxymethyl)(nitroso)amino)benzoic acid (13),248 3-(4-carboxyphenyl)-5-oxo-5H-1,2,3-

oxadiazol-3-ium-2-ide (14),248 were synthesized according to literature protocols. 

3-(2-boronophenyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (9) 

 
 
To a stirred solution of 8 (278.0 mg, 1,71 mmol, 1 eq) in dry THF (30 mL), under an atmosphere 

of argon at -78 °C, n-butyl lithium (1.6 M hexane, 3.21 mL, 5.14 mmol, 3 eq) was added. After 30 

min, trimethyl borate (0,19 mL, 1,71 mmol, 1 eq) was added and, after 1 h more, the reaction was 

slowly brought back to 23 °C and left under stirring. After 16 h, a 2M solution of HCl (10 mL) was 

added and the reaction is left stirring for 6 hours before the reaction mixture was dried under 

vacuum. The crude product was purified by flash chromatography (gradient CH2Cl2/MeOH). After 

evaporation, sydnone 9 was obtained as an orange solid (80.1 mg, 23%). 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.32. 

1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 7.83 – 7.62 (m, 4H, HAr), 7.33 (s, 1H, Hsydnone). 

HRMS (ESI): calculated for C8H8BN2O4 [M+H]+ 207.0577; found 207.0559 (-8.7 ppm). 

Analytical HPLC (Method A): tR = 4.54 min (purity = 99%). 

C8H7BN2O4 
MW: 205.96 g.mol-1 

Yield: 23% 
Orange solid 
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3-(4-((4-boronophenyl)carbamoyl)phenyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (15) 

 
 

 
 

 
 
 
 
To a solution of p-carboxyphenyl-sydnone 14 (194.7 mg, 0.94 mmol, 1 eq) in anhydrous DMF 

(12.3 mL) was added in the following order: 4-aminophenylboronic acid hydrochloride (254.7 mg, 

1.42 mmol, 1.5 eq), EDC. HCl (271.6 mg, 1.42 mmol, 1.5 eq), HOBt (191.4 mg, 1.42 mmol, 1.5 eq) 

and NMM (260 µL, 2.36 mmol, 2.5 eq). The solution was stirred under argon for 5 days at 23 °C. 

The reaction mixture was dried under vacuum and the residue was washed with methanol. The 

precipitate was collected by filtration, washed with small amount of methanol and dried under 

vacuum to give sydnone 15 as beige solid (209.6 mg, 68%). 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.45. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 10.50 (s, 1H, NH), 8.24 (d, J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 8.12 (d, J = 8.3 Hz, 

2H, HAr), 7.99 (s, 2H, OH), 7.89 (s, 1H, Hsydnone), 7.80 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.75 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 

HAr). 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 168.4 (CO), 164.0 (CONH), 140.4 (CAr), 138.3 (CAr), 136.4 (CAr), 

134.7 (3C, CB, CAr), 129.5 (2C, CAr), 121.6 (2C, CAr), 119.1 (2C, CAr), 95.1 (Csydnone). 

HRMS (ESI): calculated for C15H13BN3O5 [M+H]+ 326.0948; found 326.0951 (0.9 ppm). 

Analytical HPLC (Method A): tR = 6.68 min (purity >99 %). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 2.81 min (purity >99 %). 

3-(2-((4-boronophenyl)amino)-2-oxoethyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (17) 

 
 

 
 

 
 
To a solution of 3-(carboxymethyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (83.3 mg, 0.58 mmol, 1 

eq) in anhydrous DMF (5 mL) was added in the following order: 4-aminophenylboronic acid 

hydrochloride (150.4 mg, 0.87 mmol, 1.5 eq), EDC. HCl (166.2 mg, 0.87 mmol, 1.5 eq) and HOBt 

(117.2 mg, 0.87 mmol, 1.5 eq). The solution was stirred under argon for 18 hours at 23 °C and the 

C10H10BN3O5 
MW: 263.02 g.mol-1 

Yield: 54% 
Yellow solid 

C15H12BN3O5 
MW: 325.09 g.mol-1 

Yield: 68% 
Beige Solid 
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reaction mixture was dried under vacuum. The crude product was purified by flash 

chromatography (gradient CH2Cl2/MeOH) to give sydnone 17 as yellow solid (82.3 mg, 54%). 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.32. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 10.63 (s, 1H, NH), 7.98 (s, 2H, OH), 7.76 (d, J = 8.1 Hz, 2H, HAr), 

7.53 (d, J = 8.1 Hz, 2H, HAr), 7.13 (s, 1H, Hsydnone), 5.40 (s, 2H, CH2). 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 168.6 (CO), 161.5 (CONH), 139.6 (CAr), 135.0 (3C, CB, CAr), 118.1 

(2C, CAr), 97.3 (Csydnone), 55.1 (CH2). 

HRMS (ESI): calculated for C10H11BN3O5 [M+H]+ 264.0792; found 264.0792 (0 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 2.14 min (purity > 99%). 

3-(4-carboxyphenyl)-4-chloro-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (19) 

 
 
 

 
 
 
The procedure was adapted from previous reports.224 To a stirred solution of sydnone 14 (512.3 

mg, 2.47 mmol) in a mixture dioxane/HCl 1M 2/1 (30 mL) was added dropwise over a period of 

30 min a solution of sodium hypochlorite 10% (5.84 mL). The mixture was stirred at 23 °C for 3 

h. The mixture was poured in 40 mL of a solution of Na2S203 20%. EtOAc (50 mL) was added and 

the aqueous layer was extracted 3 times with EtOAc (3 x 80 mL). The crude product was purified 

by flash chromatography (gradient CH2Cl2/MeOH with 1% of AcOH) to afford the chlorinated 

compound 19 as an orange solid (120.0 mg, 20 %). 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 95:5) = 0.16.  

1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 8.31 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H). 

HRMS (ESI+): calculated for C10H6ClIN2O4 [M+H]+ 241.0016 ; found 241.0007 (-3.7 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 3.43 min (purity 99 %). 

 

 

 

C9H5ClN2O4 
MW: 240.60 g.mol-1 

Yield: 20% 
Orange solid 
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3-(4-((4-boronophenyl)carbamoyl)phenyl)-4-chloro-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-

ide (20) 

 
  

 
 

 
 
 
 
To a solution of sydnone 19 (50.9 mg, 0.21 mmol, 1 eq) in anhydrous DMF (3.2 mL) was added in 

the following order: 4-aminophenylboronic acid hydrochloride (55.0 mg, 0.32 mmol, 1.5 eq), EDC. 

HCl (60.8 mg, 0.32 mmol, 1.5 eq), HOBt (42.9 mg, 0.32 mmol, 1.5 eq) and NMM (58 µL, 0.53 mmol, 

2.5 eq). The solution was stirred under argon for 40 hours at 23 °C and the reaction mixture was 

dried under vacuum. The crude product was purified by flash chromatography (gradient 

CH2Cl2/MeOH) and washed with water to afford sydnone 20 as dark yellow solid (36.9 mg, 49%). 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.78. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 10.54 (s, 1H, NH), 8.24 (d, J = 8.2 Hz, 2H, HAr), 8.01 (d, J = 8.2 Hz, 

2H, HAr), 7.95 (s, 2H, OH), 7.80 (d, J = 8.0 Hz, 2H, HAr), 7.75 (d, J = 8.1 Hz, 2H, HAr). 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 164.2 (CONH), 163.4 (CO), 140.4 (CAr), 139.0 (CAr), 134.8 (2C, 

CAr), 134.6 (2C, CB, CAr), 129.4 (2C, CAr), 125.5 (2C, CAr), 119.1 (2C, CAr), 99.4 (CCl). 

HRMS (ESI): calculated for C15H12BN3O5Cl [M+H]+ 360.0559; found 360.0560 (0.3 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 3.43 min (purity >99 %). 

II-1.2. Iodinated references 

3-(4-((4-iodophenyl)carbamoyl)phenyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (16) 

  
 

 
 
 
 
 
To a solution of p-carboxyphenyl-sydnone 14 (191.3 mg, 0.93 mmol, 1 eq) in anhydrous DMF 

(12.75 mL) was added in the following order: p-iodoaniline (406.5 mg, 1.86 mmol, 2 eq), EDC. HCl 

(266.8 mg, 1.39 mmol, 1.5 eq) and HOBt (188.1 mg, 1.39 mmol, 1.5 eq). The solution was stirred 

for 22 hours under argon at 23 °C. The reaction mixture was dried under vacuum and the residue 

C15H11BClN3O5 
MW: 359.53 g.mol-1 

Yield: 49% 
Dark yellow solid 

C15H10IN3O3 
MW: 407.17 g.mol-1 

Yield: 54% 
Beige solid 
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was washed with methanol. The precipitate was collected by filtration, washed with small amount 

of methanol and dried under vacuum to give compound 16 as beige solid (202.1 mg, 54%). 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 95:5) = 0.58. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 10.61 (s, 1H, NH), 8.23 (d, J = 8.4 Hz, 2H, HAr), 8.12 (d, J = 8.4 Hz, 

2H, HAr), 7.91 (s, 1H, Hsydnone), 7.73 (d, J = 8.4 Hz, 2H, HAr), 7.64 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr). 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 168.4 (CO), 164.0 (CONH), 138.6 (2C, CAr), 138.0 (CAr), 137.3 (CAr), 

136.4 (CAr), 129.5 (2C, CAr), 122.5 (2C, CAr), 121.6 (2C, CAr), 95.1 (Csydnone), 87.8 (CI). 

HRMS (ESI+): calculated for C15H11IN3O3 [M+H]+ 407.9845; found 407.9847 (0.5 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 6.91 min (purity >99 %). 

3-(2-((4-iodophenyl)amino)-2-oxoethyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (18) 

 
 
 

 
 
To a solution of 3-(carboxymethyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (77.5 mg, 0.54 mmol, 1 

eq) in anhydrous DMF (3 mL) was added in the following order: p-iodoaniline (235.6 mg, 1.08 

mmol, 2 eq), EDC. HCl (123.7 mg, 0.65 mmol, 1.2 eq) and HOBt (87.2 mg, 0.65 mmol, 1.2 eq). The 

solution was stirred for 17 hours under argon at 23 °C. The reaction mixture was dried under 

vacuum and the residue was washed with methanol. The precipitate was collected by filtration, 

washed with a small amount of methanol and dried under vacuum to give reference 18 as beige 

solid (150.0 mg, 81%). 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 95:5) = 0.21. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 10.72 (s, 1H, NH), 7.69 (d, J = 8.8 Hz, 2H, HAr), 7.41 (d, J = 8.8 Hz, 

2H, HAr), 7.13 (s, 1H, Hsydnone), 5.40 (s, 2H, CH2). 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 168.6 (CO), 161.6 (CONH), 137.9 (CAr), 137.6 (2C, CAr), 121.5 (2C, 

CAr), 97.3 (Csydnone), 87.8 (CI), 55.0 (CH2). 

HRMS (ESI): calculated for C10H9IN3O3 [M+H]+ 345.9689; found 345.9695 (1.7 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 4.68 min (purity >99 %). 

 

C10H8IN3O3 
MW: 345.10 g.mol-1 

Yield: 81% 
Beige solid 
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4-chloro-3-(4-((4-iodophenyl)carbamoyl)phenyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide 

(21) 

 
 

 
 

 
 
 
To a solution of sydnone 19 (48.2 mg, 0.20 mmol, 1 eq) in anhydrous DMF (3 mL) was added in 

the following order: p-iodoaniline (87.8 mg, 0.40 mmol, 2 eq), EDC. HCl (46.1 mg, 0.24 mmol, 1.2 

eq) and HOBt (32.5 mg, 0.24 mmol, 1.2 eq). The solution was stirred for 16 hours under argon at 

23 °C. The reaction mixture was dried under vacuum and the residue was washed with methanol. 

The precipitate was collected by filtration, washed with a small amount of methanol and dried 

under vacuum to give compound 21 as light brown solid (57.8 mg, 65%).  

Rf (silica, dichloromethane/methanol 95:5) = 0.68. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 10.66 (s, 1H, NH), 8.23 (d, J = 8.1 Hz, 2H, HAr), 8.01 (d, J = 8.1 Hz, 

2H, HAr), 7.73 (d, J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 7.63 (d, J = 8.4 Hz, 2H, HAr). 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 164.3 (CONH), 163.4 (CO), 138.7 (CAr), 138.7 (CAr), 137.4 (2C, 

CAr), 134.7 (CAr), 129.4 (2C, CAr), 125.5 (2C, CAr), 122.5 (2C, CAr), 99.4 (CCl), 87.8 (CI). 

HRMS (ESI+): calculated for C15H10ClIN3O3 [M+H]+ 441.9455; found 441.9456 (0.2 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 7.75 min (purity >99 %). 

II-2. Synthesis of azides building blocks 

(3-(Azidomethyl)phenyl)boronic acid (1),241 1-(azidomethyl)-3-iodobenzene (2),236 were 

synthesized according to literature protocols. 

II-2.1. Precursors 

General procedure for synthesis of arylboronic precursors:  

To a solution of starting azide (1 eq) in anhydrous DMF was added in the following order: 3-

boronobenzoic acid (1 eq), EDC. HCl (1.2 eq) and HOBt (1.2 eq). The reaction mixture was stirred 

under argon at 23 °C until completion by TLC monitoring (16-48 h). Then 5 mL of CH2Cl2 and 5 

mL of H2O were added and the resulting solution was extracted with CH2Cl2 (3 x 10 mL). The 

organics layers were combined, dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure 

before being purified by flash chromatography (gradient CH2Cl2/MeOH). 

C15H9ClIN3O3 
MW: 441.61 g.mol-1 

Yield: 65% 
Light brown solid 
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(3-((2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)phenyl)boronic acid (42) 

 
 

 
 

 
The title compound 42 was obtained in 49% yield from 2-(2-(2-(2-

azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-amine (97,1 mg, 0.45 mmol), 3-boronobenzoic acid (73.8 

mg,  0.45 mmol), EDC. HCl (102.3 mg, 0.53 mmol) and HOBt (72.1 mg, 0.53 mmol) in 3 mL of DMF 

according to general procedure. 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.69. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): 8.26 (s, 1H, HAr), 7.95 (d, J = 7.5 Hz, 1H, HAr), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 

HAr), 7.39 (t, J = 7.6 Hz, 1H, HAr), 7.34 (s, 1H, NH), 5.39 (s, 2H, OH), 3.70 – 3.53 (m, 14H), 3.29 (t, J = 

5.0 Hz, 2H, CH2-N3). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 168.6 (CO), 137.7 (CAr), 133.2 (CAr), 132.4 (CAr), 129.9 (CAr), 128.2 

(2C, CAr), 70.7 (CPEG), 70.6 (CPEG), 70.3 (CPEG), 70.1 (CPEG), 70.0 (2C, CPEG), 50.7 (CH2-N3), 40.2 (CH2-

NH). 

HRMS (ESI): calculated for C15H24BN4O6 [M+H]+ 367.1789; found 367.1787 (-0.5 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 2.91 min (purity >99 %). 

Analytical HPLC (Method C): tR = 3.53 min (purity >99 %). 

(3-((20-azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxaicosyl)carbamoyl)phenyl)boronic acid (46) 

 
 

 
 

  
 
The title compound 46 was obtained in 63% yield from 20-azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxaicosan-

1-amine (64.8 mg, 0.19 mmol), 3-boronobenzoic acid (30.7 mg, 0.19 mmol), EDC. HCl (42.6 mg, 

0.22 mmol) and HOBt (30.0 mg, 0.22 mmol) in 3 mL of DMF according to general procedure. 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.50. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): Non-exploitable 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): Non-exploitable 

HRMS (ESI): calculated for C21H36BN4O9 [M+H]+ 499.2575; found 499.2575 (0 ppm). 

C15H23BN4O6 
MW: 366.18 g.mol-1 

Yield: 49% 
Pale yellow oil 

 

C21H35BN4O9 
MW: 498.34 g.mol-1 

Yield: 63% 
Yellow oil 
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Analytical HPLC (Method C): tR = 3.80 min (purity >99 %). 

(3-((32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-

decaoxadotriacontyl)carbamoyl)phenyl)boronic acid (47) 

 
 
 

  
 
The title compound 47 was obtained in 58% yield from 32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-

decaoxadotriacontan-1-amine (77.2 mg, 0.15 mmol), 3-boronobenzoic acid (24.3 mg, 0.15 mmol), 

EDC. HCl (33.7 mg, 0.18 mmol) and HOBt (23.8 mg, 0.18 mmol) in 3 mL of DMF according to 

general procedure. 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.42. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.28 (s, 1H, HAr), 7.97 (t, J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 7.42 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 

HAr), 7.33 (s, 1H, NH), 3.69 – 3.53 (m, 42H, CH2-PEG), 3.36 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CH2-N3). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 168.1 (CO), 137.5 (CAr), 133.6 (CAr), 132.1 (CAr), 130.2 (2C, CAr), 

128.1 (CAr), 70.7 – 70.0 (20C, CPEG), 50.8 (CH2-N3), 40.0 (CH2-NH). 

HRMS (ESI): calculated for C29H52BN4O13 [M+H]+ 675.3624; found 675.3638 (2.1 ppm). 

Analytical HPLC (Method C): tR = 3.98 min (purity >99 %). 

II-2.2. Iodinated references 

General procedure for synthesis of iodinated references:  

To a solution of starting azide (1 eq) in anhydrous DMF was added in the following order: 3-

iodobenzoic acid (1 eq), EDC. HCl (1.2 eq) and HOBt (1.2 eq). The reaction mixture was stirred 

under argon at 23 °C until completion by TLC monitoring (18-26 h). Then 5 mL of CH2Cl2 and 5 

mL of H2O were added and the resulting solution was extracted with CH2Cl2 (3 x 10 mL). The 

organics layers were combined, dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure 

before being purified by flash chromatography (gradient CH2Cl2/MeOH). 

 

 

C29H51BN4O13 
MW: 674.55 g.mol-1 

Yield: 58% 
Yellow oil 
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N-(2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-3-iodobenzamide (43) 

 
 
 

 
 
The title compound 43 was obtained in 69% yield from 2-(2-(2-(2-

azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-amine (97.8 mg, 0.45 mmol), 3-iodobenzoic acid (111.1 mg, 

0,45 mmol), EDC. HCl (103.1 mg, 0.54 mmol) and HOBt (72.7 mg, 0.54 mmol) in 3 mL of DMF 

according to general procedure.  

Rf (silica, dichloromethane/methanol 95:5) = 0.60. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.14 (t, J = 1.7 Hz, 1H, HAr), 7.82 (dt, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H, HAr), 7.77 (dt, 

J = 7.8, 1.4 Hz, 1H, HAr), 7.17 (t, J = 7.8 Hz, 1H, HAr), 6.86 (s, 1H, NH), 3.71 – 3.58 (m, 14H, CH2-PEG), 

3.34 (t, J = 5.1 Hz, 2H, CH2-N3). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 166.1 (CO), 140.4 (CAr), 136.8 (CAr), 136.3 (CAr), 130.3 (CAr), 126.5 

(CAr), 94.3 (CI), 70.9 (CPEG), 70.8 (CPEG), 70.7 (CPEG), 70.4 (CPEG), 70.2 (CPEG), 69.8 (CPEG), 50.8 (CH2-

N3), 40.1 (CH2-NH). 

HRMS (ESI): calculated for C15H22IN4O4 [M+H]+ 449.0686; found 449.0688 (0.4 ppm); 

Analytical HPLC (Method B): tR = 6.63 min (purity >99 %). 

Analytical HPLC (Method C): tR = 6.48 min (purity >99 %). 

N-(20-azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxaicosyl)-3-iodobenzamide (48) 

 
 
 

 
  
The title compound 48 was obtained in 79% yield from 20-azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxaicosan-

1-amine (53.3 mg, 0.15 mmol), 3-iodobenzoic acid (37.7 mg, 0,15 mmol), EDC. HCl (35.0 mg, 0.18 

mmol) and HOBt (24.7 mg, 0.18 mmol) in 3 mL of DMF according to general procedure. 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.66. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.16 (d, J = 1.7 Hz, 1H, HAr), 7.83 – 7.74 (m, 2H, HAr), 7.15 (t, J = 7.8 

Hz, 1H, HAr), 7.10 (s, 1H, NH), 3.72 – 3.52 (m, 26H, CH2-PEG), 3.36 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CH2-N3). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 166.1 (CO), 140.3 (CAr), 136.8 (CAr), 136.3 (CAr), 130.3 (CAr), 126.5 

(CAr), 94.2 (CI), 70.8 – 69.8 (12C, CPEG), 50.8 (CH2-N3), 40.1 (CH2-NH). 

C15H21IN4O4 
MW: 448.26 g.mol-1 

Yield: 69% 
Pale yellow oil 

 

C21H33IN4O7 
MW: 580.42 g.mol-1 

Yield: 79% 
Yellow oil 
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HRMS (ESI): calculated for C21H34IN4O7 [M+H]+ 581.1472; found 581.1476 (0.7 ppm); 

Analytical HPLC (Method C): tR = 6.29 min (purity >99 %). 

N-(32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-decaoxadotriacontyl)-3-iodobenzamide (49) 

 
 
 

 
 
The title compound 49 was obtained in 62% yield from 32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-

decaoxadotriacontan-1-amine (79.2 mg, 0.15 mmol), 3-iodobenzoic acid (37.3 mg, 0,15 mmol), 

EDC. HCl (34.6 mg, 0.18 mmol) and HOBt (24.4 mg, 0.18 mmol) in 3 mL of DMF according to 

general procedure. 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.54. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.15 (s, 1H, HAr), 7.82 – 7.73 (m, 2H, HAr), 7.14 (t, J = 7.7 Hz, 1H, HAr), 

7.07 (s, 1H, NH), 3.62 (m, 42H, CH2-PEG), 3.36 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CH2-N3). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 166.0 (CO), 140.2 (CAr), 136.8 (CAr), 136.3 (CAr), 130.2 (CAr), 126.5 

(CAr), 94.2 (CI), 70.8 – 69.8 (20C, CPEG), 50.8 (CH2-N3), 40.1 (CH2-NH). 

HRMS (ESI): calculated for C29H50IN4O11 [M+H]+ 757.2521; found 757.2543 (2.9 ppm); 

Analytical HPLC (Method C): tR = 5.98 min (purity >99 %). 

II-2.3. Fluorinated references 

1-(azidomethyl)-3-fluorobenzene (53) 

 
 

 
 
The procedure was adapted from previous reports.236 To a solution of 3-fluorobenzyl bromide 

(302.0 mg, 1.60 mmol, 1 eq) in anhydrous DMSO was added sodium azide (415.5 mg, 6.39 mmol, 

4 eq). The reaction mixture was stirred under argon at 70 °C for 25 h. Then 5 mL of CH2Cl2 and 5 

mL of H2O were added and the resulting solution was extracted with CH2Cl2 (2 x 10 mL). The 

organics layers were combined, dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure 

before being purified by flash chromatography (gradient n-heptane/ethyl acetate) to afford azide 

53 as pale yellow oil (106.1 mg, 44%). Identity confirmed by comparison with published 

characterization data.262 

Analytical HPLC (Method D): tR = 8.52 min (purity >99 %). 

C29H49IN4O11 
MW: 756.63 g.mol-1 

Yield: 62% 
Yellow oil 

 

C7H6FN3 
MW: 151.14 g.mol-1 

Yield: 44% 
Pale yellow oil 
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N-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-3-fluorobenzamide (54) 

 
 
 

 
 
To a solution of 2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-amine (98.5 mg, 0.45 mmol, 1 eq) 

in anhydrous DMF (3 mL) was added in the following order: 3-fluorobenzoic acid (63.2 mg, 0,45 

mmol, 1 eq), EDC. HCl (103.8 mg, 0.54 mmol, 1.2 eq) and HOBt (73.2 mg, 0.54 mmol, 1.2 eq). The 

reaction stirred for 28 hours under argon at 23 °C. Then 5 mL of CH2Cl2 and 5 mL of H2O were 

added and the resulting solution was extracted with CH2Cl2 (3 x 10 mL). The organics layers were 

combined, dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure before being purified by 

flash chromatography (gradient CH2Cl2/MeOH) to afford azide 54 as pale yellow oil (36.1 mg, 

24%). 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 95:5) = 0.50.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.61 – 7.48 (m, 2H, HAr), 7.40 (td, J = 7.9, 5.5 Hz, 1H, HAr), 7.19 (td, J 

= 8.3, 2.6 Hz, 1H, HAr), 6.88 (s, 1H, NH), 3.75 – 3.59 (m, 14H, CH2-PEG), 3.42 – 3.31 (m, 2H, CH2-N3). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 166.7 (CO), 163.2 (CF), 137.4 (CAr), 130.6 (CAr), 123.1 (CAr), 118.8 

(CAr), 114.9 (CAr), 71.2 (CH2-PEG), 71.1 (CH2-PEG), 71.1 (CH2-PEG), 70.8 (CH2-PEG), 70.5 (CH2-

PEG), 70.2 (CH2-PEG), 51.1 (CH2-N3), 40.4 (CH2-NH). 

HRMS (ESI): calculated for C15H22FN4O4 [M+H]+ 341.1625; found 341.1615 (-2.9 ppm). 

Analytical HPLC (Method C): tR = 5.44 min (purity >99 %). 

Analytical HPLC (Method D): tR = 6.68 min (purity >99 %). 

II-3. Synthesis of peptides building blocks 

Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-((((1R,8S,9s)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yl)methoxy)carbonyl)-L-

lysylglycinate (23),236 ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-(hex-5-ynoyl)-L-lysylglycinate (24),236 were 

synthesized according to literature protocols. 

 

 

 

 

 

C15H21FN4O4 
MW: 340.36 g.mol-1 

Yield: 24% 
Pale yellow oil 
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Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-(“dibenzocyclooctyne (DIBA )”)-L-lysylglycinate (22) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

The procedure was adapted from previous reports.236 To a solution of (S)-5-(2-

acetamidoacetamido)-6-((2-ethoxy-2-oxoethyl)amino)-6-oxohexan-1-aminium (194.8 mg, 0.44 

mmol, 1.2 eq) in anhydrous DMF (52.5 mL), was added Et3N (183 µL, 1.32 mmol. 3.6 eq) and 

DBCO-NHS-ester (147.0 mg, 0.37 mmol, 1 eq). The solution was stirred for 16 hours under argon 

at 23 °C before being concentrated under reduced pressure. The crude product was purified on 

silica gel (gradient CH2Cl2/MeOH) to give the desired peptide 22 as a white solid (170.2 mg, 75%). 

Identity confirmed by comparison with published characterization data.236 

II-3.1. Synthesis of iodinated reference peptides 

Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-(4-(1-(3-iodobenzyl)-1,9-dihydro-8H-dibenzo[b,f][1,2,3]triazolo[4,5-

d]azocin-8-yl)-4-oxobutanoyl)-L-lysylglycinate (31),236 ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-

((((5aR,6S,6aS)-1-(3-iodobenzyl)-1,4,5,5a,6,6a,7,8-octahydrocyclopropa[5,6]cycloocta[1,2-

d][1,2,3]triazol-6-yl)methoxy)carbonyl)-L-lysylglycinate (32),236 were synthesized according to 

literature protocols. 

General procedure for synthesis iodinated reference peptides: 

The procedure was adapted from previous reports.236 To a stirred solution of peptide (1 eq) in 

DMF or MeOH (depends on the product) was added sydnone (or azide) (1.2 eq). The reaction 

mixture was stirred at 23 °C until completion with HPLC monitoring (4-48 h) before being 

concentrated under reduced pressure and purified by flash chromatography (gradient 

CH2Cl2/MeOH). 

 

 

 

 

C33H39N5O7 

MW: 617.70 g.mol-1 
Yield: 75% 
White solid 
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Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-(4-(2-(4-((4-iodophenyl)carbamoyl)phenyl)-2,9-dihydro-8H-

dibenzo[b,f]pyrazolo[4,3-d]azocin-8-yl)-4-oxobutanoyl)-L-lysylglycinate (25) 

 

 

The title compound 25 was obtained in 76% yield from peptide 22 (40.9 mg, 66.2 µmol) and N-

arylsydnone 16 (32.3 mg, 79.5 µmol) in 5 mL of DMF according to general procedure. 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.40. 

HRMS (ESI): calculated for C47H50IN8O8 [M+H]+ 981.2796 ; found 981.2827 (3.2 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 9.31 – 9.77 min (purity >99 %). 

Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-(4-(2-(2-((4-iodophenyl)amino)-2-oxoethyl)-2,9-dihydro-8H-

dibenzo[b,f]pyrazolo[4,3-d]azocin-8-yl)-4-oxobutanoyl)-L-lysylglycinate (26) 

 
 
 
 
 
 

 

 

The title compound 26 was obtained in 65% yield from peptide 22 (36.8 mg, 59.6 µmol) and N-

alkylsydnone 18 (24.7 mg, 71.5 µmol) in 4.5 mL of DMF according to general procedure. 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.34. 

HRMS (ESI): calculated for C42H48IN8O8 [M+H]+ 919.2640 ; found 919.2684 (4.8 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 6.48 min (purity >99 %). 

 

 

C47H49IN8O8 

MW: 980.86 g.mol-1 
Yield: 76% 
White solid 

 

C42H47IN8O8 

MW: 918.79 g.mol-1 
Yield: 65% 
White solid 
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Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-(4-(3-chloro-2-(4-((4-iodophenyl)carbamoyl)phenyl)-2,9-

dihydro-8H-dibenzo[b,f]pyrazolo[4,3-d]azocin-8-yl)-4-oxobutanoyl)-L-lysylglycinate (27) 

 

 

The title compound 27 was obtained in 62% yield from peptide 22 (14.0 mg, 22.7 µmol) and N-

arylchlorosydnone 21 (12.0 mg, 27.2 µmol) in 1.7 mL of DMF according to general procedure. 

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.42. 

HRMS (ESI): calculated for C47H49ClIN8O8 [M+H]+ 1015.2407 ; found 1015.2430 (2.3 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 9.70 – 10.04 min (purity = 91 %). 

Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-((((5aS,6S,6aR)-2-(4-((4-iodophenyl)carbamoyl)phenyl)-

2,4,5,5a,6,6a,7,8-octahydrocyclopropa[5,6]cycloocta[1,2-c]pyrazol-6-

yl)methoxy)carbonyl)-L-lysylglycinate (28) 

 

 
 
 
 
 

 

 

The title compound 28 was obtained in 57% yield from peptide 23 (10.4 mg, 20.6 µmol) and N-

arylsydnone 16 (10.1 mg, 24.7 µmol) in 1.3 mL of DMF according to general procedure.  

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.67. 

HRMS (ESI): calculated for C39H49IN7O8 [M+H]+ 870.2687 ; found 870.2722 (4.0 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 8.88 min (purity >99 %). 

 

C47H48ClIN8O8 

MW: 1015.30 g.mol-1 
Yield: 62% 

Light orange solid 
 

C39H48IN7O8 

MW: 869.76 g.mol-1 
Yield: 57% 

Light yellow solid 
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Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-((((5aS,6S,6aR)-2-(2-((4-iodophenyl)amino)-2-oxoethyl)-

2,4,5,5a,6,6a,7,8-octahydrocyclopropa[5,6]cycloocta[1,2-c]pyrazol-6-

yl)methoxy)carbonyl)-L-lysylglycinate (29) 

 

 

 

 

 

 

 

The title compound 29 was obtained in 51% yield from peptide 23 (11.4 mg, 22.5 µmol) and N-

alkylsydnone 18 (9.3 mg, 27.1 µmol) in 1.4 mL of DMF according to general procedure.  

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.63. 

HRMS (ESI): calculated for C34H47IN7O8 [M+H]+ 808.2531 ; found 808.2538 (0.9 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 9.01 min (purity >99 %). 

Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-((((5aS,6S,6aR)-3-chloro-2-(4-((4-

iodophenyl)carbamoyl)phenyl)-2,4,5,5a,6,6a,7,8-octahydrocyclopropa[5,6]cycloocta[1,2-

c]pyrazol-6-yl)methoxy)carbonyl)-L-lysylglycinate (30) 

 

 

 

 

 

 

 

The title compound 30 was obtained in 64% yield from peptide 23 (5.5 mg, 10.9 µmol) and N-

arylchlorosydnone 21 (5.8 mg, 13.1 µmol) in 0.7 mL of DMF according to general procedure.  

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.71. 

HRMS (ESI): calculated for C39H48ClIN7O8 [M+H]+ 904.2298 ; found 904.2319 (2.3 ppm). 

C34H46IN7O8 

MW: 807.69 g.mol-1 
Yield: 51% 
White solid 

 

C39H47ClIN7O8 

MW: 904.20 g.mol-1 
Yield: 64% 

Light orange solid 
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Analytical HPLC (Method B): tR = 9.76 min (purity = 80 %). 

Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-(4-(1-(1-(3-iodophenyl)-1-oxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-

yl)-1,9-dihydro-8H-dibenzo[b,f][1,2,3]triazolo[4,5-d]azocin-8-yl)-4-oxobutanoyl)-L-

lysylglycinate (51) 

 
 

 

 

The title compound 51 was obtained in 73% yield from peptide 22 (25.0 mg, 40.5 µmol) and azide 

43 (21.8 mg, 48.6 µmol) in 3.0 mL of MeOH according to general procedure.  

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.28. 

HRMS (ESI): calculated for C48H61IN9O11 [M+H]+ 1066.3535 ; found 1066.3541 (0.6 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 6.18 min (purity >99 %). 

Ethyl N2-(acetylglycyl)-N6-((((5aR,6S,6aS)-1-(1-(3-iodophenyl)-1-oxo-5,8,11-trioxa-2-

azatridecan-13-yl)-1,4,5,5a,6,6a,7,8-octahydrocyclopropa[5,6]cycloocta[1,2-

d][1,2,3]triazol-6-yl)methoxy)carbonyl)-L-lysylglycinate (52) 

 

 

 

 

 

 

The title compound 52 was obtained in 63% yield from peptide 23 (11.8 mg, 23.2 µmol) and azide 

43 (12.5 mg, 27.9 µmol) in 1.2 mL of MeOH according to general procedure.  

Rf (silica, dichloromethane/methanol 9:1) = 0.62. 

HRMS (ESI): calculated for C40H60IN8O11 [M+H]+ 955.3426; found 955.3459 (3.5 ppm). 

Analytical HPLC (Method B): tR = 9.59 min (purity = 98 %). 

C48H60IN9O11 

MW: 1065.35 g.mol-1 
Yield: 73% 
White solid 

 

C40H59IN8O11 

MW: 954.86 g.mol-1 
Yield: 63% 
White solid 
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III- Kinetic studies with 127I-compounds (non-radioactive) 

III-1. Stability of compounds 

General procedure for measuring the stability of azides (2, 43) or sydnones (16, 18, 21): 

To 240 µL of DMSO was added 5 µL of a solution of benzamide (internal standard, 100 mM in 

DMSO) and 5 µL of azide or sydnone (10 mM in DMSO). After 10 seconds of stirring, 250 µL of 

phosphate buffered saline (PBS, 10 mM) was added. After 1 minute of stirring at 25 °C, a 50 µL 

aliquot of the resulting mixture was injected in HPLC and the ratio of azide or sydnone versus 

benzamide peak areas was calculated. The next injections were carried out every 30 min until 2 

hours. Stability level was evaluated by comparing the initial compound/benzamide peak area 

ratio with the peak area ratio after incubation. (Analytical HPLC Method B). In the kinetic study 

conditions, all compounds showed no observable degradation. 

III-2. Kinetics of the click reaction with model peptides 

Reactions of azides (2, 43) and sydnones (16, 18, 21) with peptide 22 and 23 were carried out in 

PBS/DMSO (1:1) mixtures at 100 µM concentration of sydnones/azides and 150 µM concentration 

of peptide using the following procedure: To 232.5 µL of DMSO was added 5 µL of the solution of 

benzamide (internal standard, 100 mM in DMSO) and 5 µL of azide or sydnone (10 mM in DMSO). 

After 10 seconds of stirring, 250 µL of phosphate buffered saline (PBS, 10 mM) and 7.5 µL of the 

solution of peptide (10 mM in DMSO) were added. After 1 minute of stirring at 25 °C, a 50 µL 

aliquot of the resulting mixture was injected in HPLC and the next injections were carried out 

every 30 min until 2 hours (Analytical HPLC Method B). The conversion was followed by 

measuring the normalized azide/sydnone peak area. 

Second order reaction rate was determined by plotting ln([A]/[B])/([A]0 – [B]0) versus time and 

analyzing by linear regression (Equation S1) on GraphPad Prism software (version 8.0.0 for 

Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA). Second order rate constant 

corresponds to the slope of this linear regression.  

ln (
[ ]
[ ]
)

[ ]0  [ ]0
   + 𝑐𝑜𝑛𝑠  

Equation S1. [A] – concentration of azide or sydnone (M); [B] – concentration of peptide (M); t – 

reaction time (sec); k – reaction rate (M-1 ·sec-1). 

Linear regression curves for the reactive azides/sydnones (n = 3) are illustrated in Table S1. 
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Table S1. Linear regression curves showing ln([A]/[B])/([A]0 – [B]0) plotted versus time. 
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III-3. Kinetics of the click reaction between sydnones and BCN-OH 

Reactions of sydnones (14, 19) with BCN-OH were carried out in PBS/DMSO (9:1) mixtures at 

100 µM concentration of sydnones and 150 µM concentration of BCN-OH using the following 

procedure: To 32.5 µL of DMSO was added 5 µL of the solution of benzamide (internal standard, 

100 mM in DMSO) and 5 µL of sydnone (10 mM in DMSO). After 10 seconds of stirring, 450 µL of 

phosphate buffered saline (PBS, 100 mM) and 7.5 µL of the solution of peptide (10 mM in DMSO) 

were added. After 1 minute of stirring at 25 °C, a 50 µL aliquot of the resulting mixture was injected 

in HPLC and the next injections were carried out every 30 min until 2 hours (Analytical HPLC 

Method E). The conversion was followed by measuring the normalized sydnone peak area. 

Reactions of sydnones (14, 16, 19, 21) with BCN-OH were carried out in PBS/DMSO (1:1) 

mixtures at 100 µM concentration of sydnones and 150 µM concentration of BCN-OH using the 

following procedure: To 232.5 µL of DMSO was added 5 µL of the solution of benzamide (internal 

standard, 100 mM in DMSO) and 5 µL of sydnone or azide (10 mM in DMSO). After 10 seconds of 

stirring, 250 µL of phosphate buffered saline (PBS, 10 mM) and 7.5 µL of the solution of peptide 

(10 mM in DMSO) were added. After 1 minute of stirring at 25 °C, a 50 µL aliquot of the resulting 
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mixture was injected in HPLC and the next injections were carried out every 30 min until 2 hours 

(Analytical HPLC Method E). The conversion was followed by measuring the normalized sydnone 

peak area. 

Second order reaction rate was determined according to Equation S1. Linear regression curves 

for the reactive sydnones (n = 3) with BCN-OH are illustrated in Table S2. 

Table S2. Linear regression curves showing ln([A]/[B])/([A]0 – [B]0) plotted versus time. 
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IV- Radiochemistry 

IV-1. General informations 

[125I]NaI was obtained commercially from Revvity in 10−5 M NaOH solution with a volumic activity 

of 100 μCi/μL (3.7 MBq/μL). Radio-HPLC analyses were performed on the same system as the 

non-radioactive iodinated references. After UV detection cell, the eluent is redirected to a Flow 

Star LB 513 radioactivity detector (BERTHOLD Technologies). 

Fluorine-18 was produced on site using a cyclotron (IBA Cyclone 18/9, IBA, Louvain-la-Neuve, 

Belgium) by irradiation of [18O]H2O with 18-MeV protons. Radioactivity was measured using an 

ionization chamber-based activity meter (Capintec Radioisotope Calibrator CRC-721, Ramsey, NJ, 

USA). 

IV-2. General procedures for 125I-radiolabelling 

IV-2.1. Preparation of the 125I-azides: 

General labelling method:  

A stock solution of [125I]NaI was prepared by diluting the commercial solution in deionized water. 

To 70 µL of MeOH was added 10 µL of a solution of azide (2.5 mM or 1 mM in MeOH) and 10 µL of 

a solution of Cu(OTf)2(pyr)4 (100 mM in MeOH). Then, 10 µL of a stock solution of [125I]NaI (0.3-

10.8 MBq) was added and the reaction mixture was stirred at 25 °C for 30 min before analysis. 

After 30 min reaction, samples for reverse-phase HPLC analyses were prepared by diluting an 

aliquot of the reaction solution in a 6:4 H2O/MeCN solution before analysis using the appropriate 

HPLC system. All reactions led to crude RCY >95 %. The reaction mixture was diluted in 1 mL of 

H2O, dropped off on a pre-washed Sep-Pak C18 Plus Long cartridge (Waters), washed with 45 mL 

of H2O/MeCN (8:2) solution and 2 mL of MeCN. The solution was diluted in 10 mL of H2O, dropped 

off on a pre-washed Sep-Pak C18 Plus Light cartridge (Waters) and washed with 600 µL of MeCN 

to recover the expected product. Samples for reverse-phase HPLC analyses were prepared by 
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diluting an aliquot of the solution in a 6:4 H2O/MeCN solution before analysis using the 

appropriate HPLC system. All compounds were obtained with RCP >99 %. 

[125I]1-(azidomethyl)-3-iodobenzene (2a): Analytical HPLC (Method B):  8.80 min; RCY = 82 %. 

[125I]N-(2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-3-iodobenzamide (43a): Analytical HPLC 

(Method B): 6.71 min; Analytical HPLC (Method C): 6.73 min; RCY = 91 ± 5 %. 

[125I]N-(20-azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxaicosyl)-3-iodobenzamide (47a): Analytical HPLC 

(Method C):  6.28 min; RCY = 72 ± 1 %. 

[125I]N-(32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-decaoxadotriacontyl)-3-iodobenzamide (48a): 

Analytical HPLC (Method C): 6.05 min; RCY = 83 %. 

IV-2.2. Preparation of the 125I-sydnones: 

General labelling method:  

A stock solution of [125I]NaI was prepared by diluting the commercial solution in deionized water. 

To 70 µL of MeOH was added 10 µL of a solution of sydnone (1 mM in MeOH/DMSO 1:1) and 10 

µL of a solution of Cu(OTf)2(pyr)4 (100 mM in MeOH). Then, 10 µL of a stock solution of Na[125I]I 

(0.5-12 MBq) was added and the reaction mixture was stirred at 25 °C for 30 min before analysis. 

After 30 min reaction, samples for reverse-phase HPLC analyses were prepared by diluting an 

aliquot of the reaction solution in a 6:4 H2O/MeCN solution before analysis using the appropriate 

HPLC system. All reactions led to crude RCY >97 %. The reaction mixture was diluted in 1 mL of 

H2O, dropped off on a pre-washed Sep-Pak C18 Plus Long cartridge (Waters), washed with 45 mL 

of H2O/MeCN (85:15 (18a), 80:20 (16a) or 75:25 (21a)) solution and 2 mL of MeCN. The solution 

was diluted in 10 mL of H2O, dropped off on a pre-washed Sep-Pak C18 Plus Light cartridge 

(Waters) and washed with 600 µL of MeCN to recover the expected product. Samples for reverse-

phase HPLC analyses were prepared by diluting an aliquot of the reaction solution in a 6:4 

H2O/MeCN solution before analysis using the appropriate HPLC system. All compounds were 

obtained with RCP >99 %. 

[125I]3-(4-((4-iodophenyl)carbamoyl)phenyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (16a): 

Analytical HPLC (Method A): 10.55 min; Analytical HPLC (Method B): 7.00 min; RCY = 91 ± 

3%. 

[125I]3-(2-((4-iodophenyl)amino)-2-oxoethyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide (18a): 

Analytical HPLC (Method B): 4.70 min; RCY = 90 ± 8%. 

[125I]4-chloro-3-(4-((4-iodophenyl)carbamoyl)phenyl)-5-oxo-5H-1,2,3-oxadiazol-3-ium-2-ide 

(21a): Analytical HPLC (Method B): 7.93 min; RCY = 76 ± 8%. 



- 177 - 
 

IV-3. Kinetics of the click reaction with model peptides 

To a solution of radioiodinated azides (2a, 43a) or sydnones (16a, 18a, 21a) (0.5 MBq, 10 μL) in 

DMSO was added a solution of clickable peptide 22 or 23 (90 μL, 200 μM) in a PBS/DMSO (55:45) 

mixture. The coupling solution was stirred at 25 °C and at selected times, a 10 µL aliquot (50 kBq) 

of the resulting mixture was added to 40 µL of H2O/MeCN (6:4). The resulting solution was 

analysed by reverse-phase HPLC and the conversion was followed by measuring the compound 

peak area (Analytical HPLC Method B). 
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IV-4. General procedures for 18F-radiolabelling 

General labelling method 1: 

After production in a cyclotron (12 GBq), [18F]F- was separated from [18O]H2O by trapping on a 

Chromabond PS-HCO3- cartridge to remove [18O]water and other impurities. This was followed 

by elution of [18F]F- into the reactor with a solution containing 6.5 mg K2C2O4 and 26 mg Kryptofix 

2.2.2 in 750 μL of H2O/MeCN (89:11). The reactor was heated to 90 °C for 7 minutes followed by 
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the addition of MeCN (500 μL). Azeotropic drying/evaporation (2 times) was achieved by heating 

the open reaction vessel to 90 °C for 3 min. Following azeotropic drying, the reactor was cooled 

to 50 °C and a solution of DMF (500 μL) containing azide 42 (0.7 mg, 2 μmol, 1 equiv), Cu(OTf)2 

(3.6 mg, 10 μmol, 5 equiv) and pyridine (9.8 mg, 250 μmol, 125 equiv) was added. The reactor was 

then heated without stirring at 110 °C for 20 min. After 20 min, the reaction was allowed to cool 

to 50 °C and H2O (600 μL) was added to the reaction mixture to be transferred to a vial for 

subsequent HPLC analysis. 

General labelling method 2: 

After production in a cyclotron (the test being conducted with a cyclotron purge, no activity could 

be measured) [18F]F- was separated from [18O]H2O by trapping on a SepPak Light Accel plus QMA 

anion exchange cartridge (Cl- form, Waters) to remove [18O]water and other impurities. This was 

followed by elution of [18F]F- into the reactor with a solution containing 5 mg potassium 

trifluoromethanesulfonate and 50 μg of potassium carbonate in 500 μL of water. The reactor was 

heated to 110 °C for 7 minutes followed by the addition of MeCN (500 μL). Azeotropic 

drying/evaporation (2 times) was achieved by heating the reaction vessel to 110 °C for 3 min. The 

reaction vessel was then heated for an additional 3 min at 110 °C. Following azeotropic drying, 

300 μL of DMF was added to the dried reagent, and heated at 110 °C for 5 min. The resulting stock 

solution of [18F]KF/KOTf was cooled to 50 °C and a solution of DMF (300 μL) containing azide 42 

(3.7 mg, 10 μmol, 1 equiv), Cu(OTf)2 (18.1 mg, 50 μmol, 5 equiv) and pyridine (98.9 mg, 250 μmol, 

125 equiv) or azide 55 was added. The reactor was then heated without stirring at 110 °C for 20 

min. After 20 min, the reaction was allowed to cool to 50 °C and H2O (600 μL) was added to the 

reaction mixture to be transferred to a vial for subsequent HPLC analysis. 

 [18F]1-(azidomethyl)-3-fluorobenzene (53a): Analytical HPLC (Method D): 8.95 min; Crude 

RCY = 6 %. 

[18F]N-(2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-3-fluorobenzamide (54a): Analytical HPLC 

(Method D): 6.95 min; Crude RCY (Method 1) = 1 %; Crude RCY (Method 2) = 12 %. 

IV-5. Determination of partition coefficient 

To an Eppendorf tube containing 2 mL of 1-octanol/H2O (or PBS) (1:1) was added 1 μL of peptide 

45a. The mixture was vortexed for 10 min and centrifuged at 1500 rpm for 5 min. Then, 100 µL 

aliquots of organic and aqueous layers were separated in different test tubes in order to measure 

their radioactivity. Partition coefficient were determined by calculating the ratio of cpm in 1-

octanol to that in aqueous media, and expressed as a common logarithm (log P). Each logP or log 

D(7.4) determination was performed in triplicate. 
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IV-6. Protein radiolabelling 

IV-6.1. 9E7.4-IgG modification 

 To a solution of 9E7.4-IgG (388 µL 4.5 mg/mL, produced as reported previously)263 in 

borate buffer (0.1 M, pH 8.6) was added 1, 3, 5, 10 or 15 eq. of 40 or 15 eq. of 41 in DMSO. After 

60 min of incubation at 23 °C, excess of moieties was removed by purification by gel filtration on 

a Sephadex G-25 resin loaded column (PD-10, GE healthcare) and the obtained 9E7.4-DBCO (or 

BCN) was stored in PBS (pH = 7.2, 1.33 mg/mL) at 4 °C. 

IV-6.2. Average number of reactive groups per antibody 

 Antibodies were conditioned in PBS (pH = 7.2) with a concentration set at 200 μg/mL and 

then diluted by half in an aqueous solution of tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) at 50 

mmol/L. Desalting and separation of proteins were achieved on an H-Class UPLC system (Waters 

Corporation, Milford) by injection of 10 μL of solutions onto an Acquity® CSH C18 column 

(2.1 mm × 50 mm, 1.7 μm; Waters) held at 60 °C. The mobile phase was composed of 5 % 

acetonitrile as solvent A and 100 % acetonitrile as solvent B, each containing 0.1 % formic acid. 

The elution was carried out using a gradient of solvent B in solvent A over 12 min at a constant 

flow rate of 400 μL/min (from 0 to 8 min: from 5 % to 95 % of solvent B, from 8 to 10 min: kept 

constant at 95% of solvent B, from 10 to 12 min: from 95 % to 5 % of solvent B). High-resolution 

mass spectrometry (HRMS) detection of proteins was performed by a Synapt G2 HRMS Q-TOF 

mass spectrometer equipped with a Z-Spray interface for electrospray ionization (Waters 

Corporation). The resolution mode was applied in a mass-to-charge (m/z) ratio ranging from 200 

to 4,000 at a mass resolution of 25,000 Full Width Half Maximum in the positive ionization mode. 

Ionization parameters were as follow: capillary voltage of 3 kV, cone voltage of 30 V, desolvatation 

gas flow of 900 L/h, source temperature of 120 °C, desolvatation temperature of 450 °C, nitrogen 

as desolvatation gas. Data were collected in the continuum mode at a rate of four spectra per 

second. Leucine enkephalin solution prepared at 2 μg/mL in an acetonitrile/water (50/50, v/v) 

mixture was infused at a constant flow in the lock spray channel. A spectrum of 1 s was acquired 

every 20 s and allowed mass correction during experiments. The experimental molecular weights 

of proteins were finally deducted by deconvolution with the MaxEnt1 extension of MassLynx® 

software (version 4.1, Waters Corporation). 

IV-6.3. 125I-iodination of modified antibody 

 To 16a or 21a in EtOH (10 μL) prepared as described above, was added 9E7.4-DBCO or 

9E7.4-BCN (90 μL of a 1.33 mg/mL solution in PBS). The conjugation yield was assessed every 5 

min until 30 min by elution of an aliquot deposited on an ITLC-SG strip (methanol as eluent), and 

integration of the plate using a Cyclone phosphorimager scanner (Perkin Elmer). Purification was 
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performed by gel filtration on a Sephadex G-25 resin loaded column (PD-10, GE healthcare) using 

PBS as eluent, affording the purified radiolabeled antibody with a >99 % radiochemical purity as 

assessed by ITLC-SG. 

IV-6.4. Immunoreactivity assays 

 The immunoreactive fraction of 16a-DBCO-9E7.4, 21a-DBCO-9E7.4 and 21a-BCN-9E7.4 

were determined using coated tubes saturated with a 40 amino acids peptide which is recognized 

by the anti-CD138 antibody (9E7.4) according to the supplier’s protocol. 0.1 pmol of radiolabeled 

9E7.4 was incubated for 60 min at 25 °C in coated tubes containing different mass of peptide (0.25 

to 2 µg). Then, supernatants containing non-reactive antibodies were collected separately and the 

radioactivity in each fraction was measured in a gamma counter. 
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Titre : Approches bio-orthogonales pour la production de radiopharmaceutiques 

Mots clés : Chimie clic, bioconjugaison, acides arylboroniques, sydnones, radiohalogènes lourds 

Résumé : L’iode et l’astate présentent 
plusieurs radioisotopes d’intérêt pour la 
médecine nucléaire, que ce soit pour l’imagerie 
ou la thérapie. Les méthodes de bioconjugaison 
conventionnelles permettant l’association d’un 
radionucléide à une protéine vectrice 
présentent certaines limites : rendements de 
couplage non-optimaux, cinétiques de réaction 
lentes ou encore absence de régiospécificité. 
La chimie bio-orthogonale apparait comme une 
alternative intéressante à la bioconjugaison 
conventionnelle car elle est compatible avec les 
systèmes biologiques et peut interagir sans 
interférer avec les processus biochimiques 
naturels. L’objectif de cette thèse est d'explorer 
davantage le potentiel de la chimie clic pour la 
radiohalogénation et d'identifier les systèmes 
bio-orthogonaux les plus intéressants en 
termes d'efficacité de radiomarquage et de 
cinétique de réaction 

Plusieurs sydnones ont été préparées afin 
d’évaluer la cinétique de réaction de 
cycloaddition sydnone-alcyne sous contrainte 
stérique (SPSAC) avec des peptides modèles 
cliquables. Des études cinétiques avec des 
sydnones non-radioactives et radioiodées ont 
été réalisées pour déterminer la constante de 
vitesse de la réaction avec des peptides 
modèles. La comparaison des deux études a 
permis d’identifier les systèmes les plus réactifs 
pour une application potentielle. Dans le cadre 
de la deuxième partie du projet, l’optimisation 
de la chimie bio-orthogonale pour son 
application à d’autres vecteurs ou 
radionucléides a également été étudiée. Un 
nouveau précurseur azoture a été développé et 
évalué pour la radiofluoration de dérivés 
peptidiques. 

 

Title: Bioorthogonal approaches for radiopharmaceuticals development 

Keywords:  Click chemistry, bioconjugation, aryl boronic acids, sydnones, heavy radiohalogens  

Abstract:  Iodine and astatine exhibit several 
radioisotopes of interest for nuclear medicine 
whether for imaging or therapy.  Conventional 
bioconjugation methods allowing association of a 
radionuclide to a targeting vector showed 
limitations: moderate coupling yields, slow 
chemical kinetics, or lack of regiospecificity. 
Bioorthogonal chemistry appears as an 
interesting alternative to conventional 
bioconjugation as it is compatible with biological 
systems and can interact without interfering with 
natural biochemical processes. The aim of this 
thesis is to further explore the potential of click 
chemistry for radiohalogenation and identify the 
most interesting bioorthogonal systems in terms 
of radiolabeling efficiency and reaction kinetics. 
 

Several sydnones were prepared in order to 
evaluate  strain-promoted sydnone–alkyne 
cycloaddition (SPSAC) reaction kinetics with 
clickable model peptides. Kinetic studies with 
non-radioactive and radioiodinated sydnones 
were performed to determine rate constant of 
the reaction with model peptides. Comparison of 
both studies allowed identification of the most 
reactive systems for a potential application. As 
a second part of the project optimization of 
bioorthogonal chemistry for application to other 
vectors or radionuclides was also investigated. 
A new azide precursor has been developed and 
evaluated for radioflurination of peptide 
derivatives. 

 


