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Title : Use of sydnone and iminosydnone for cancer diagnosis. 

Keywords : cancer, multiplexed detection, aryl and alkyl Iminosydnones, chlorosydnone, 18F pretargeting, antibodies. 

Abstract : Based on recent discoveries in our laboratories 
in the field of chemobiology, my thesis project aims to 
develop an approach allowing the in vitro and in vivo 
characterization of various tumor markers by combining 
bioorthogonal chemistry and mass spectrometry analysis 
of biological fluids. This technology would involve the 
injection of a cocktail of antibodies labeled with mass 
markers, linked by a spacer cleavable by bioorthogonal 
reaction. Several days later, a cyclooctyne derivative 
would be injected to induce a SPICC cleavage reaction 
with the cocktail of antibodies fixed in the tumor area. 
This reaction would lead to the release of analyzable mass 
markers in biological fluids (blood, plasma, urine). The 
quantification of the abundance of each marker would 
then allow to know the distribution of each tumor 
receptor within the lesion.    

This analysis would make it possible to determine 
which receptor is the most abundant and thus to 
determine which antibody can be used to treat the 
patient. The second project aims to develop a pre-
targeting approach to localize a solid tumor in a mouse 
by PET imaging. The originality of this project lies in the 
use of PNAs and the cycloaddition reaction between a 
chlorosydnone and a cyclooctyne. In this approach, 
PNAs play an important role by allowing to perform the 
reaction with a very good reaction speed even at 
concentrations in the nM range. The project therefore 
aims at evaluating the usefulness of PNAs in a pre-
targeting approach. Finally, the last project reports the 
synthesis of two new families of iminosydnones 
capable of fast release of stable isocyanates (k > 300 
L mol-1 s-1). 

 

Titre : �h�š�]�o�]�•���š�]�}�v���������•�Ç���v�}�v�������š�����[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�����‰�}�µ�Œ���o�������]���P�v�}�•�š�]�������µ�������v�����Œ�X�� 

Mots clés : cancer, détection multiplexé, Iminosydnones aryle et alkyle, chlorosydnone, préciblage 18F, Anticorps. 

Résumé : Basé sur les récentes découvertes de nos 
laboratoires dans le domaine de la chemobiologie, mon 
projet de thèse vise à développer une approche 
permettant la caractérisation in vitro et in vivo de 
différents marqueurs tumoraux en combinant la chimie 
bioorthogonale et l'analyse par spectrométrie de masse 
des fluides biologiques. Cette technologie impliquerait 
l'injection d'un cocktail d'anticorps étiquetés avec des 
marqueurs de masse, liés par un espaceur clivable par 
réaction bioorthogonale. Plusieurs jours après, un dérivé 
cyclooctyne serait injecté pour induire une réaction de 
���}�µ�‰�µ�Œ���� �o�]�P���š�]�}�v�� �^�W�/������ ���À������ �o���� ���}���l�š���]�o�� ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� �(�]�Æ� �•��
dans la zone tumorale. Ainsi cette réaction entrainerait la 
libération des marqueurs de masse analysable dans les 
fluides biologiques (sang, plasma, urine). La 
�‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o�[�����}�v�����v������ ������ ���Z���‹�µ���� �u���Œ�‹�µ���µ�Œ��
permettrait alors de connaitre la répartition de chaque 
récepteur tumoral au sein de la lésion.  

Cette analyse permettrait de déterminer quel 
récepteur est le plus abondant et donc de déterminer 
quel anticorps peut être utilisé pour soigner le patient. 
Le second projet vise quant à lui à développer une 
approche de préciblage pour localiser une tumeur 
�•�}�o�]���������Z���Ì���µ�v�����•�}�µ�Œ�]�•���‰���Œ���]�u���P���Œ�]�����W���d�X���>�[�}�Œ�]�P�]�v���o�]�š� ��������
������ �‰�Œ�}�i���š�� �Œ���‰�}�•���� �•�µ�Œ�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������ �W�E���•��et de la 
réaction de cycloaddition entre une chlorosydnone et 
un cyclooctyne. Dans cette approche les PNAs jouent 
un �Œ�€�o�����]�u�‰�}�Œ�š���v�š�����v���‰���Œ�u���š�š���v�š�����[���(�(�����š�µ���Œ���o�����Œ� �����š�]�}�v��
avec une très bonne vitesse réactionnelle même à des 
���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•���������o�[�}�Œ���Œ�������µ���v�D�X Le projet vise donc à 
� �À���o�µ���Œ�� �o�[�µ�š�]�o�]�š� �� �����•�� �W�E���•�� �����v�•�� �µ�v���� ���‰�‰�Œ�}���Z���� ������
préciblage. Enfin le dernier projet reporte la synthèse 
������ �����µ�Æ�� �v�}�µ�À���o�o���•�� �(���u�]�o�o���� ���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���� �����‰�����o���� ������
libérer des isocyanate stable très rapidement (k > 300 
L mol-1 s-1) 
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Abréviations 

AC 
ADN 
Alloc 
aq 
ARN 
Atc  
 
BCA 
BHQ 
Bn 
BTTES 
BVZ 
 
 
CA 19.9 
CCO 
CDI 
CEA 
Conc. 
Conv.  
CTX  
CuAAC 
 
DBCO 
DCC 
DCM 
DIFO 
DiPEA 
DMF 
DUR 
DMEM 
DMS 
DMSO 
 
EGFR 
EI 
EM 
Eq.  
Et 
 
GFP 
GSH 
GSSG 
 
h 
 

Agent activant 
Acide désoxyribonucléique  
Allyloxycarbonyle 
Aqueux  
Acide ribonucléique 
Anticorps  
 
BiCinchoninic acid Assay  
Black Hole Quencher 
Benzyle 
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 
Bevacizumab 
 
Antigène carbohydrate 19.9  
Cis-cyclooctène 
1,1 -Carbonyldiimidazole 
���}�u�u�]�•�•���Œ�]���š�������o�[� �v���Œ�P�]�������š�}�u�]�‹�µ���� 
Concentration 
Conversion  
Cétuximab  
Copper-azide-alkyne Huisgen cycloaddition 
 
Dibenzocyclooctyne  
N,N'-dicyclohexylcarbodiimide  
Dichlorométhane  
Difluorinated cyclooctyne 
N, N-diisopropyléthylamine  
Diméthylformamide  
Durvalumab  
Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential medium  
Dimethylsulfate  
Diméthylsulfoxyde 
 
Epithelial Growth Factor Receptor 
Enrichissement isotopique 
Etiquette de masse 
Equivalent  
Ethyle 
 
Green Fluorescent Protein 
Glutathion forme réduite  
Glutathion forme oxydé   
 
Heure 
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 HATU 
 
HER2 
HPLC 
HRMS 
HSA 
HRPO 
 
IEDDA 
IC50 
IS 
 
k 
 
LUMO 
 
MS 
m/z 
MALDI-ToF 
MM 
MP 
MW 
 
NHS 
n.d 
NBS 
NCTS 
NIS 
NP 
Nu 
 
OCT 
p.i 
PdNP 
PNP 
 
PBS 
PD-L1 
PEG 
Ph 
PSA 
ACE 
pyr.  
 
Qté 
Quant.  
 
Rdt 
RMN 
 
 
 
 

hexafluorophosphate de (diméthylamino)-N,N-diméthyl(3H-[1,2,3] 
triazolo[4,5-b]pyridin-3-yloxy)méthaniminium 
Human epidermal growth factor receptor 2 
High performance liquid chromatography 
High-resolution mass spectrometry 
Human serum albumin 
Horseradish peroxidase 
 
Inverse electron demand Diels�tAlder reaction 
Concentration inhibitrice médiane 
Standard interne  
 
Constante de vitesse  
 
Lowest unoccupied molecular orbital 
 
Mass spectrometry 
Masse sur charge  
Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time of Flight 
Marqueur de masse  
Melting Point  
Molecular weight  
 
N-hydroxyfimide 
non détecté  
N-bromosuccinimide 
N-Cyano-N-phenyl-p-toluenesulfonamide 
N-iodosuccinimide 
Hydrazide naphthoïque 
Nucléophile 
 
Octyne  
post-injection  
Palladium Nano Particule  
para-nitrophénol  
 
Phosphate-buffered saline 
Programmed death-ligand 1 
Polyéthylène glycol 
Phényl 
Antigène spécifique de la prostate 
Antigène carcino-embryonnaire 
Pyridine  
 
Quantité 
Quantitatif 
 
Rendement 
Résonnance magnétique nucléaire  
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ROS 
 
S/B 
SDS PAGE 
SNAr 
SPAAC 
SPI 
SPICC 
SPSAC 
Su 
 
ta 
TAMRA 
tBu 
TCDI 
TCEP 
TCO 
TEA 
TEMP 
TEP 
Tf 
TFA 
TFAA 
THF 
TMB 
TMPP 
TMTH 
TMTHSI 
TRZ 
Ts 
TSTU 
Tz 
 
UV 
 
VEGF 
 

Reactive oxygen species  
 
Signal sur bruit  
Sigle anglophone de sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
Substitution nucléophile aromatique  
Strain-promoted alkyne-azide cycloaddition 
Service de Pharmacologie et Immunoanalyse  
Strain-promoted Iminosydnone-cycloalkyne cycloaddition 
Strain-promoted Sydnone-alkyne cycloaddition 
N-hydroxysuccinoyl 
 
Température ambiante  
5-Carboxytetramethylrhodamine 
Tert-butyle 
Thio-1,1 -Carbonyldiimidazole 
Tris(2-carboxyéthyl)phosphine  
Trans-cyclooctène 
Triéthylamine  
Tomographie par émission monophotonique 
Tomographie par émission de positon  
Triflate  
acide trifluoroacétique  
anhydride trifluoroacétique  
Tétrahydrofurane  
Triméthoxybenzène  
Tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)phosphine  
3,3,6,6-tetramethylthiaheptyne 
3,3,6,6-tetramethylthiaheptyne sulfoximine  
Trastuzumab 
Tosyle 
O-(N-Succinimidyl)-�E�U�E�U�E
•�U�E
•-tetramethyluronium 
Tétrazine 
 
Ultra-Violet 
  
Vascular Endothelial Growth Factor 
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Introduction générale  

I La chimie bioorthogonale, concept et définition  

Comprendre le rôle et le fonctionnement des biomolécules au sein de milieux aussi complexes que 
ceux rencontrés dans le monde du vivant est un défi majeur. De nombreux scientifiques dans le monde 
essayent de résoudre ce challenge en développant de nouvelles méthodes ���[���v���o�Ç�•���X�� �>�[� �š�µ������ ���µ��
comportement in vivo ���[�µ�v���� ���]�}�u�}�o� ���µ�o���� ���µ�� �•���]�v�� ������ �•�}�v�� ���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�� �v���š�]�(�� ���•�š�� ���•�•���v�š�]���o�o���� ���(�]�v��
���[���‰�‰�Œ� �Z���v�����Œ���•���•���u� �����v�]�•�u���•�����]�}�o�}�P�]�‹�µ���•�U�����µ�•�•�]�����}�u�‰�o���Æ���•���•�}�]���v�š-ils. Leur visualisation au sein de 
leurs environnements est rendue possible grâce à des modifications structurales sélectives, et 
notamment via �o�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v�����[� �š�]�‹�µ���š�š���•�������‰�����o���•���������Œ���v���Œ�����o�����u�}�o� ���µ�o�����À�]�•�]���o�����‰���Œ���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v��������
��� �š�����š���µ�Œ�•�� �•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•�� �~�(�o�µ�}�Œ���•�����v�����U�� �u���•�•���U�� �]�v�(�Œ���Œ�}�µ�P���U�� �Œ�����]�}�����š�]�À�]�š� �Y�•�X�� �D�}���]�(�]���Œ�� �•� �o�����š�]�À���u���v�š�� �o����
�•�š�Œ�µ���š�µ�Œ�������[�µ�v�����u�}�o� ���µ�o�������]���o����in vivo sans interagir avec la multitude de fonctions chimiques présentes 
�����v�•���o�����u�]�o�]���µ�����]�}�o�}�P�]�‹�µ�����v�[���•�š���‰���•���•���v�•�����]�(�(�]���µ�o�š� �U�����š�������o�����Œ���‹�µ�]���Œ�š�������•���Œ� �����š�]�}�v�•���Z���µ�š���u���v�š��sélectives. 
Au début des années 2000, le terme « click chemistry » (chimie click) a été utilisé pour la première fois 
par K. Barry Sharpless pour décrire ce type de réactions quasi parfaites. Elles permettent �o�[� �o�����}�Œ���š�]�}�v��
���[� ���]�(�]�����•���u�}�o� ���µ�o���]�Œ���•�����}�u�‰�o���Æ���•�U���Œ���‰�]�����u���v�š�U���•�]�u�‰�o���u���v�š�U�����š�����v���������}�Œ�������À�������o�[���v�À�]�Œ�}�v�v���u���v�š�X 

 

 � T̂he reaction must be modular, wide in scope, give very high yields, generate only 
inoffensive by-products that can be removed by non-chromatographic methods, 
and be stereospecific (but not necessarily enantioselective). The required process 
characteristics include simple reaction conditions, readily available starting 
materials and reagents, the use of no solvents or a solvent that is benign (such as 
�Á���š���Œ�•���}�Œ�������•�]�o�Ç���Œ���u�}�À�����U�����v�����•�]�u�‰�o�����‰�Œ�}���µ���š���]�•�}�o���š�]�}�v�_. 1 

 

�<�X�������Œ�Œ�Ç���^�Z���Œ�‰�o���•�•���‰�}�•�������o�}�Œ�•���o���•�������•���•�����[�µ�v���v�}�µ�À�����µ�����}�u���]�v�����������o�������Z�]�u�]����organique que C. R. Bertozzi 
complétera un peu plus tard en y intégrant des critères de compatibilité avec les milieux biologiques 
et de sélectivité vis-à-vis des fonctions chimiques présentes dans le monde du vivant, inventant ainsi 
le concept de chimie bioorthogonale. 

 

 

 

 

 

 
1 H. C. Kolb, M. G. Finn, and K. B. Sharpless, Angew. Chem. Int. Ed., 40/11 (2001), 2004�t21. 
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I.1 Concepts et définitions 

Idéalement, les réactifs impliqués dans une réaction bioorthogonale doivent être inertes 
biologiquement, compatibles avec le pH et la température physiologique et de préférence de petites 
tailles pour ne pas modifier le comportement de la biomolécule ���[�]�v�š� �Œ�!�š �����v�•���o�[�}�Œ�P���v�]�•�u���X�� 

 

Schéma 1�X���Z���‰�Œ� �•���v�š���š�]�}�v���•���Z� �u���š�]�‹�µ�������[�µ�v�����Œ� �����š�]�}�v�����]�}�}�Œ�š�Z�}�P�}�v���o�� 

Le défi des réactions bioorthogonales est de lier de façon covalente deux partenaires réactionnels ou 
au contraire de couper un composé en deux parties dans les milieux biologiques les plus complexes 
(Schéma 1). Cependant, peu de réactions répondent parfaitement aux différentes contraintes 
imposées par de tels milieux. Outre la bio-inertie, la non-toxicité, et la stabilité des réactifs et des 
produits, la cinétique est également un paramètre à prendre en compte pour développer des réactions 
bioorthogonales efficaces. En général, celles-ci �‰�}�•�•�������v�š���µ�v�������]�v� �š�]�‹�µ�������[�}�Œ���Œ�����î�����}�v�š���o�����À���o���µ�Œ de la 
constante de vitesse de réaction donne une bonne indication du temps nécessaire à une bonne 
conversion des deux partenaires réactionnels A et B en fonction de leur concentration (Schéma 2).  
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Schéma 2. Conversion simulée en fonction du temps à différentes constantes de vitesse (C = 100 µM) 
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En considérant que les concentrations des réactifs sont souvent basses dans les milieux biologiques 
(typiquement < 10-5 mol/L), la constante de vitesse k doit être assez élevée pour permettre la 
formation du produit en un temps raisonnable. Il est communément admis que la constante k doit être 
���[���v�À�]�Œ�}�v���í��L/mol/s pour envisager des applications en bioconjugaison et au-delà de 100 L/mol/s pour 
des applications in vivo�X���>�������Z�}�]�Æ�����[�µ�v�����Œ� �����š�]�}�v�����]�}�}�Œ�š�Z�}�P�}�v���o�����‰�}�µ�Œ���µ�v����application donnée se fera 
en fonction de la concentration de la biomolécule dans le milieu. Plus la cible est diluée, plus la réaction 
sélectionnée doit être rapide. Pour ce faire plusieurs équipes ont développé ces vingt dernières années 
différents types de réactions avec des constantes de vitesse allant de 10-3 à près de 106 L /mol/s. 

La prochaine partie de cette introduction se focalisera sur la présentation des différentes réactions 
bioorthogonales qui nous semble avoir eu un impact significatif en chémobiologie.2  

I.2 Les réactions de ligation   

Les réactions dites de ligation regroupent principalement les réactions de condensation et les réactions 
de cycloaddition (Schéma 3). �����š�š�����‰���Œ�š�]�����v������� ���Œ�]�š���‰���•���������(�����}�v�����Æ�Z���µ�•�š�]�À�����o�[� �š���š���������o�[���Œ�š���������š�}�µ�š���•���o���•��
réactions de ligations, nous ne présenterons que celles qui nous semblent les plus significatives en 
chimie bioorthogonale.  

 

Schéma 3. Représentation schématique d'une réaction de ligation 

I.2.i Condensation aldéhyde-cétone 

Une des premières réactions bioorthogonales à avoir été décrite est la ���}�v�����v�•���š�]�}�v�� ���[�µ�v���� ���u�]�v����
nucléophile sur des dérivés carbonylés (Schéma 4. A).3 �>�[���(�(���š���r�������•���Z�Ç���Œ�}�Æ�Ç�o���u�]�v���•���}�µ�������•���Z�Ç���Œ���Ì�]�v���•��
est utilisé pour accroître la nucléophilie (en comparaison avec une amine).  

 

Schéma 4. A. Réaction de ligation entre cétone/aldéhyde avec hydrazine/hydroxylamine. B. Version de Pictet-Spengler 

La cinétique de ce type de réaction est extrêmement lente (10-3 L/mol/s). Ces réactions ont été utilisées 
principalement pour des applications en bioconjugaison, comme par exemple la modification de 
protéines. A noter que les oximes et les hydrazo�v���•���•�}�v�š���•���v�•�]���o���•������ �o�[�Z�Ç���Œ�}�o�Ç�•���� �����v�•���o���•�� ���}�v���]�š�]�}�v�•��
�‰�Z�Ç�•�]�}�o�}�P�]�‹�µ���•�U�����[���•�š���‰�}�µ�Œ�������o���� �‹�µ���� �o�[� �‹�µ�]�‰���� ������ �����Œ�š�}�Ì�Ì�]�� ���� ��� �À���o�}�‰�‰� ���µ�v�����À���Œ�]���v�š���� ������ �o�����Œ� �����š�]�}�v�����v��
utilisant un dérivé aminoxy-tryptamine pour piéger intramoléculairement �o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� �]�u�u�]�v�]�µ�u��
formé (version Pictet-Spengler, Schéma 4. B).4 Le produit tricyclique résultant de cette condensation 
���•�š���������µ���}�µ�‰���‰�o�µ�•���•�š�����o�����‹�µ�[�µ�v�����}�Æ�]�u�����}�µ���‹�µ�[�µ�v�����Z�Ç���Œ���Ìone dans les conditions physiologiques. De 

 
2 K. Porte, M. Riberaud, R. Châtre, D. Audisio, S. Papot, and F. Taran, ChemBioChem, 22/1 (2021), 100�t113. 
3 E. M. Sletten and C. R. Bertozzi, Angew. Chem. Int. Ed., 48/38 (2009), 6974�t98. 
4 P. Agarwal, J. van der Weijden, E. M. Sletten, D. Rabuka, and C. R. Bertozzi, PNAS, 110/1 (2013), 46�t51. 
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plus, cette modification entraine une augmentation significative de la cinétique réactionnelle qui passe 
à près de 0,26 L/mol/s. 

I.2.ii Ligation de Staudinger 

Le groupe de Bertozzi décrit pour la première fois au début des années 2000 la ligation de Staudinger, 
première réaction bioorthogonale faisant intervenir deux fonctions totalement exogènes : un azoture 
et une phosphine (Schéma 5. A).5 �>�[���Ì�}�š�µ�Œ�����µ�š�]�o�]�•� �������v�•���������š�Ç�‰�����������Œ� �����š�]�}�v���‰�}�•�•���������µ�v�����}�Œ�š�Z�}�P�}�v���o�]�š� ��
quasi parfaite tout en étant très stable dans les conditions physiologiques.  

 

Schéma 5. A. Ligation de Staudinger. B. Ligation de Staudinger "Traceless" 

Ce dipôle [1,3] est facilement incorporable sur une large gamme de molécules par simple substitution 
nucléophile à partir de NaN3. De plus, sa petite taille ne modifie que très légèrement le comportement 
in vivo ���[�µ�v�����u�}�o� ���µ�o���X�������Œ�š�}�Ì�Ì�]�����š���•���•�����}�o�o���P�µ���•���}�v�š�����v�•�µ�]�š�������}�v���µ���µ�v�����•�}�v�������‰�}�•�•� �����v�š���µ�v�����(�}�v���š�]�}�v��
ester en position ortho �������o�[���š�}�u�����������‰hosphore sur un des aromatiques de la phosphine pour piéger 
�o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� ���Ì��-ylure afin de former une liaison amide stable après réarrangement 
intramoléculaire.  

Par la suite, la même équipe a amélioré cette réaction en développant une version dite « traceless » 
en positionnant la biomolécule à coupler sur la partie ester plutôt que sur la partie aromatique 
(Schéma 5. B).6,7 ���]�v�•�]�� �����š�š���� �Œ� �����š�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �µ�v�� �‰�Œ�}���µ�]�š�� ������ �o�]�P���š�]�}�v�� �v���� �‰�}�•�•� �����v�š�� �‰�o�µ�•�� ������
motif oxyde de phosphine. La ligation de Staudinger a � �š� ���o�[�µ�v���������•���Œ� �����š�]�}�v�•�����]�}�}�Œ�š�Z�}�P�}�v���o���•���o���•���‰�o�µ�•��
utilisées dans les années 2000 à 2010 pour de nombreuses applications en biologie et en 
bioconjugaison.8 Malheureusement, cette ligation présente de nombreux inconvénients 
�‰�Œ�]�v���]�‰���o���u���v�š���o�]� �•�������o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���������‰�Z�}�•�‰�Z�]�v��s qui peuvent �•�[�}�Æ�Ç����r en conditions physiologiques. De 
plus, les phosphines ont tendance à couper les ponts disulfures présents dans de nombreuses 
protéines altérant ainsi leur intégrité structurelle. Le manque de biocompatibilité de la phosphine allié 
à une cinétique réactionnelle lente (0,003 L/mol/ �•�•���Œ���v���������š�š�����Œ� �����š�]�}�v�����}�u�‰�o���Æ���������u���š�š�Œ�������v���ˆ�µ�À�Œ����
pour des applications in vivo.  

 
5 E. Saxon and C. R. Bertozzi, Science, 287/5460 (2000), 2007�t10. 
6 B. L. Nilsson, L. L. Kiessling, and R. T. Raines, Org. Lett., 2/13 (2000), 1939�t41. 
7 E. Saxon, J. I. Armstrong, and C. R. Bertozzi, Org. Lett, 2/14 (2000), 2141�t43. 
8 C. I. Schilling, N. Jung, M. Biskup, U. Schepers, and S. Bräse, Chem. Soc. Rev., 40/9 (2011), 4840�t71. 
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I.2.iii CuAAC 

La cycloaddition 1,3-dipolaire entre un alcyne et un azoture a été étudiée dans sa version thermique 
au début des années 1960 par Huisgen (Schéma 6. A).9 Elle a cependant longtemps été délaissée 
compte tenu de son manque de régiosélectivité (formation des régioisomères triazoles 1,4 et 1,5 en 
mélange) et de conditions réactionnelles trop drastiques (chauffage prolongé). En 2002, deux groupes 
10,11 reportent simultanément que des sels de cuivre (I�•�� ���µ�P�u���v�š���v�š�� ���[�µ�v�� �(�����š���µ�Œ�� �í�ì7 la cinétique 
réactionnelle. De plus, la catalyse au cuivre permet la formation exclusive du régioisomère 1,4 à 
température ambiante, inscrivant ainsi cette cycloaddition dans les critères de la « chimie click » 
définis par K. Barry Sharpless. Le cycle triazole ainsi formé possède un moment dipolaire important 12 
ce qui permet de participer à la formation de liaisons �Z�Ç���Œ�}�P���v�������]�v�•�]���‹�µ�[���������•���]�v�š���Œ�����š�]�}�v�•���������š�Ç�‰����
dipôle-dipôle.13 ���[���•�š�� � �P���o���u���v�š�� �µ�v�� �P�Œ�}�µ�‰���u���v�š�� ���Æ�}�P���v���� �Œ���o���š�]�À���u���v�š�� �•�š�����o���� �À�]�•-à-vis de la 
dégradation métabolique. De ce fait, la stabilité du cycloadduit, les conditions douces de réaction, ainsi 
que la régiosélectivité induite par la catalyse au cuivre rendent la réaction de CuAAC efficace pour de 
potentielles applications in vivo.  

 

Schéma 6. A. Cycloaddition thermique et catalysée au cuivre (I). B. Ligand du cuivre (I). C. Azotures chélatants. 

Cependant, le cuivre induit un certain nombre de limitations, particulièrement dans le cadre 
���[���‰�‰�o�]�����š�]�}�v�•�� ���]�}�o�}�P�]�‹�µ���•�X��En effet, il contribue à la formation de ROS « espèces réactives de 
�o�[�}�Æ�Ç�P���v�� �i�� �����‰�����o���•�� ���[�}�Æ�Ç�����Œ�� ���š�� ������ ��� �v���š�µ�Œ���Œ�� �o���•�� ���}�v�•�š�]�š�µ���v�š�•�� ���µ�� �u�]�o�]���µ�� ���]�}�oogique (ADN, acides 
���u�]�v� �•�U�������•���•���v�µ���o� �]�‹�µ���•�Y�•.14  �����v�•���o�[�}�‰�š�]�‹�µ�����������u�]�v�]�u�]�•���Œ���������‰�Z� �v�}�u���v���U�������•���o�]�P���v���•���•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•�����µ��
cuivre ont été développés afin de diminuer considérablement la charge catalytique nécessaire à la 
réaction (Schéma 6. B).15,16 Ting et son équipe17 ont utilisé une stratégie élégante pour améliorer la 
vitesse de la réaction de click en liant directement la fonction azoture à un complexant du cuivre 
(ligands bidentates de type 2-azidométhylpyridine) (Schéma 6. C�•�X�� ���]�v�•�]�U�� �o�[���Ì�}�š�µ�Œ���� ���š�� �o���� ���µ�]�À�Œ���� �•�}�v�š��
spatialement proche�U���������‹�µ�]�����µ�P�u���v�š�����o�����‰�Œ�}�������]�o�]�š� ���������Œ���v���}�v�š�Œ�������v�š�Œ�����o�[���Ì�}�š�µ�Œ���U���o�[���š�}�u�������������µ�]�À�Œ����
���š���o�[���o���Ç�v���X�� 

Cette modification augmente nettement la vitesse de réaction, tout en diminuant considérablement 
la charge catalytique en cuivre nécessaire. Cette stratégie leur a permis de marquer des sites 

 
9 R. Huisgen, G. Szeimies, and L. Möbius, Chemische Berichte, 100/8 (1967), 2494�t2507. 
10 V. V. Rostovtsev, L. G. Green, V. V. Fokin, and K. B. Sharpless, Angew. Chem. Int. Ed., 41/14 (2002), 2596�t99. 
11 C. W. Tornøe, C. Christensen, and M. Meldal, JOC, 67/9 (2002), 3057�t64. 
12 �z�X�����}�µ�Œ�v���U���,�X�����X���<�}�o���U���•�X���Z�����]���U���<�X�����X���^�Z���Œ�‰�oess, P. Taylor, and P. Marchot, PNAS, 101/6 (2004), 1449�t54. 
13 M. Whiting, J. Muldoon, Y.-C. Lin, S. M. Silverman, W. Lindstrom, A. J. Olson, H. C. Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharpless, J. H. Elder, and V. 

V. Fokin, Angew. Chem. Int. Ed., 45/9 (2006), 1435�t39. 
14 V. Hong, N. F. Steinmetz, M. Manchester, and M. G. Finn, Bioconjug. Chem., 21/10 (2010), 1912�t16. 
15 V. O. Rodionov, S. I. Presolski, D. Díaz Díaz, V. V. Fokin, and M. G. Finn, JACS, 129/42 (2007), 12705�t12. 
16 T. R. Chan, R. Hilgraf, K. B. Sharpless, and V. V. Fokin, Org. Lett., 6/17 (2004), 2853�t55. 
17 C. Uttamapinant, A. Tangpeerachaikul, S. Grecian, S. Clarke, U. Singh, P. Slade, K. R. Gee, and A. Y. Ting, Angew. Chem. Int. Ed., 51/24 

(2012), 5852�t56. 
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�•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•�����[�µ�v�����‰�Œ�}�š� �]�v�����‰�Œ� �•���v�š���������o�����•�µ�Œ�(�������������������o�o�µ�o���•���À�]�À���v�š���•�������o�[���]�������������î-azidométhyl-pyridine. 
Cette technique se limite cependant au biomarquage extracellulaire. Au sein de notre équipe, V. 
Bevilacqua et al. 18 ont développé en 2014 des azotures chélatants qui sont eux capables de franchir la 
paroi cellulai�Œ�������(�]�v���������Œ� ���o�]�•���Œ�������•���Œ� �����š�]�}�v�•���������u���Œ�‹�µ���P���������o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ���������o���������o�o�µ�o���X���>���•�����µ�š���µ�Œ�•���}�v�š��
�•�Ç�v�š�Z� �š�]�•� �� ���š�� �š���•�š� �� �µ�v���� �o���Œ�P���� �P���u�u���� ���[���Ì�}�š�µ�Œ���•�� ���Z� �o���š���v�š�•�� �]�v� ���]�š�•�� ���}�u�‰�}�Œ�š���v�š�� �����v�•�� �o���µ�Œ�� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ����
interne des hétérocycles azotés. Ils ont ainsi identifié un azoture chélatant comportant deux triazoles 
(Schéma 6. C�•���‰���Œ�u���š�š���v�š�����[������� �o� �Œ���Œ���o�����Œ� �����š�]�}�v���‰���Œ���µ�v���(�����š���µ�Œ���������‰�o�µ�•��de 4.104.  Ce composé a permis 
de localiser un dérivé alcyne du Taxol dans des cellules humaines HuH-7 du carcinome du foie. 

À notre connaissance, très peu de réactions de CuAAC ont prouvé leur intérêt dans des applications in 
vivo. Un des rares ���Æ���u�‰�o���•�� �����v�•���o���� �o�]�š�š� �Œ���š�µ�Œ�������•�š���o�[� �š�µ������ ������Wu qui utilise une réaction de CuAAC 
�‰�}�µ�Œ���]�u���P���Œ���o���•���P�o�Ç�����v���•�����[���u���Œ�Ç�}�v�•���������Ì�����Œ���(�]�•�Z��via une approche de glycoingénierie cellulaire.19 Un 
sucre non naturel comportant une fonction alcyne est incorporé dans le milieu biologique lors du 
développement embryonnaire. Celui-ci est alors pris en charge par les voies métaboliques et les 
���]�(�(� �Œ���v�š���•���Œ� �����š�]�}�v�•���]�u�‰�o�]�‹�µ� ���•�������v�•���o�������]�}�•�Ç�v�š�Z���•���������•���‰�}�o�Ç�•�������Z���Œ�]�����•���‰���Œ�u���š�š���v�š�����[incorporer des 
fonctions alcynes à la surface des cellules. Ces fonctions chimiques non naturelles réagissent via une 
�Œ� �����š�]�}�v�����������µ�����������v���‰�Œ� �•���v���������[�µ�v�����Ì�}�š�µ�Œ�����(�o�µ�}�Œ���•�����v�š���~���o���Æ�����&�o�µ�}�Œ���ð�ð�ô�•���P�Œ�����������µ�����}�u�‰�o���Æ�������d�d���^-
Cu(I). Après seulement 3 minutes, les glycanes des embryons peuvent être observés par fluorescence. 
Cependant, la mise en évidence de malformations des zebrafish suggère une légère toxicité induite 
certainement par la présence de cuivre (I).   

Une version photoinduite de la réaction de cycloaddition entre un azoture et un alcyne a été décrite 
�‰���Œ���o�[� �‹�µ�]�‰����������Yi Pan en 2020.20 �/�o���v�[���•�š���‰�o�µ�•���v� �����•�•���]�Œ�������[���i�}�µ�š���Œ���µ�v�����•�}�µ�Œ���������������µ�]�À�Œ����(I) dans le milieu 
�Œ� �����š�]�}�v�v���o�X�� �>���•�� ���µ�š���µ�Œ�•�� ��� ���Œ�]�À���v�š�� ���[���Æ�����o�o���v�šs rendements chimiques en utilisant de la lumière 
blanche et un �‰�Z�}�š�}�����š�]�À���š���µ�Œ�����������•�������[�]�Œ�]���]�µ�u�X�������‰���v�����v�š�U�������š�š�����v�}�µ�À���o�o�����À���Œ�•�]�}�v���������o�����Œ� �����š�]�}�v���v����
pourra probablement pas être utilisée in vivo, en raison de la mauvaise pénétration des photons dans 
les tissus. �>�����o�}�v�P�µ���µ�Œ�����[�}�v�������u���Æ�]�u���o�����[absorption du photo-catalyseur se trouve aux alentours de 
300 mn et à cette longueur ���[�}�v�������o���•���‰�Z�}�š�}�vs ne traversent les tissus que sur quelques centaines de 
µm.21  

I.2.iv SPAAC  

En 1961 Wittig et Krebs découvrent pour la première fois la cycloaddition entre un cycloalcyne et un 
azoture et la décrivent comme une réaction explosive.22 ���v�� �•�[�]�v�•�‰�]�Œ���v�š�� ������ �����•�� �š�Œ���À���µ�Æ�U�� �o�[� �‹�µ�]�‰���� ������
Bertozzi, pionnière dans le domaine de la chimie bioorthogonale, exploite cette réactivité particulière 
des alcynes cycliques pour des applications en bioconjugaison et développe une nouvelle réaction : la 
SPAAC (« Strain-Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition », Schéma 7. A). En raison de la tension de cycle 
imposée sur la fonction alcyne, les cyclooctynes réagissent à température ambiante avec les azotures 
sans avoir besoin de catalyseur. 

���v�� �µ�š�]�o�]�•���v�š�� �µ�v�� ���Ç���o�}�}���š�Ç�v���U�� ���}�v�i�µ�P�µ� �� ���� �µ�v���� ���]�}�š�]�v���U�� �o�[� �‹�µ�]�‰���� ������ �����Œ�š�}�Ì�Ì�]�� ���� �v�}�š���u�u���v�š�� �‰�µ�� �‰�Œouver 
�o�[���(�(�]�������]�š� �� ������ �o���� �Œ� �����š�]�}�v���������u���Œ�‹�µ���P�������[���Ì�]���}�•�µ���Œ���•���‰�Œ� ���o�����o���u���v�š���]�v���}�Œ�‰�}�Œ� �•���‰���Œ�����]�}�•�Ç�v�š�Z���•���� ���µ�Æ��

 
18 V. Bevilacqua, M. King, M. Chaumontet, M. Nothisen, S. Gabillet, D. Buisson, C. Puente, A. Wagner, and F. Taran, Angew. Chem. Int. 

Ed., 53/23 (2014), 5872�t76. 
19 H. Jiang, T. Zheng, A. Lopez-Aguilar, L. Feng, F. Kopp, F. L. Marlow, and P. Wu, Bioconjug. Chem., 25/4 (2014), 698�t706. 
20 Z.-G. Wu, X.-J. Liao, L. Yuan, Y. Wang, Y.-X. Zheng, J.-L. Zuo, and Y. Pan, Chem. Eur. J., 26/25 (2020), 5694�t5700. 
21 ���X�������Œ�}�o���š�U���Z�>�]�P�Z�š-���u�]�š�š�]�v�P�����]�}�����•���~�>�����•�•���]�v�������Œ�u���š�}�o�}�P�Ç�[�U��Seminars in Cutaneous Medicine and Surgery, 27/4 (2008), 227�t38. 
22 G. Wittig and A. Krebs, Chemische Berichte, 94/12 (1961), 3260�t75. 
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glycanes présents à la surface des cellules.23 Même si la constante de vitesse reste faible en 
���}�u�‰���Œ���]�•�}�v�����À�����������o�o�����������o�������µ�������U�������š�š�����Œ� �����š�]�}�v���v�[���v��reste pas moins bioorthogonale�X�����[���•�š���o�[�µ�v����
des premières réactions à utiliser des partenaires abiotiques et relativement stables aux conditions 
physiologiques.  

 

Schéma 7. A. Réaction SPAAC. B. Réactivité des cyclooctynes avec BnN3 ou similaire 

Pour augmenter la cinétique réactionnelle, de nombreuses équipes ont travaillé sur la structure des 
cyclooctynes (Schéma 7. B). La présence de groupements électroattracteurs en alpha ������ �o�[���o���Ç�v����
permet de ���]�u�]�v�µ���Œ���o�[� �v���Œ�P�]�����������o�����>�h�D�K, les cycloalcynes sont alors plus réactifs (DIFO).24 Même si 
les modifications électroniques des différents cyclooctynes ont porté leurs fruits, une seconde 
stratégie a été développée en jouant cette fois-���]���•�µ�Œ���o�����š���v�•�]�}�v�����������Ç���o�����‰�}�µ�Œ�����•�•���Ç���Œ�����[���µ�P�u���v�š���Œ���o����
�Œ� �����š�]�À�]�š� �����µ�����]�‰�}�o���Œ�}�‰�Z�]�o���X���>�[���i�}�µ�š�������������µ�Æ�����Ç���o���•�����Œ�}�u���š�]�‹�µ���•���������‰���Œ�š�����š�����[���µ�š�Œ�����������o�[���o���Ç�v����a permis 
���[���µ�P�u���v�š���Œ�����}�v�•�]��� �Œ�����o���u���v�š���o�����š���v�•�]�}�v�����������Ç���o�������š�����}�v�����o�����Œ� ��ctivité du composé (cas du DBCO ou 
du BARAC).25 Les constantes de vitesse obtenues restent toutefois encore trop faibles pour pouvoir 
envisager des applications in vivo (k = de 0,31 à 0,96 L/mol/s�•�X���d�}�µ�i�}�µ�Œ�•�������v�•���o�������µ�š�����[���µ�P�u���v�š���Œ���o����
tension de cycle, Van Delft et son équipe ont synthétisé un composé bicyclique comportant un 
cyclopropane.26 Ce cyclooctyne (BCN) possède une cinétique plus faible que le DBCO (k = 0,14 L/mol/s) 
mais il est largement utilisé du fait de son faible coût et de sa meilleure solubilité dans les milieux 
aqueux. Des versions encore plus tendues comme le TMTH ont vu le jour mais sont peu stables et 
difficiles à isoler sous forme pure.27 Récemment, une équipe a développé un dérivé sulfoximine du 
�d�D�d�,�� ������ �‹�µ�]�� �‰���Œ�u���š�� �v�}�š���u�u���v�š�� ������ �o���� �(�}�v���š�]�}�v�v���o�]�•���Œ�� �‰�}�µ�Œ�� � �À���v�š�µ���o�o���u���v�š�� �o�[�������Œ�}���Z���Œ�� �•�µ�Œ�� �����•��
�u�}�o� ���µ�o���•���}�µ�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š���‰�}�µ�Œ�������•�����‰�‰�o�]�����š�]�}�v�•�����v�����]�}���}�v�i�µ�P���]�•�}�v�X���D���o�Z���µ�Œ���µ�•���u���v�š, les 
���µ�š���µ�Œ�•���v������� ���Œ�]�À���v�š���‰���•�����[� �š�µ�����•���������•�š�����]�o�]�š� ��dans les milieux biologiques.28 La réaction SPAAC a été 
intensément utilisée par différentes équipes pour des applications in vivo.2   

 

 

 
23 N. J. Agard, J. A. Prescher, and C. R. Bertozzi, JACS, 126/46 (2004), 15046�t47. 
24 J. M. Baskin, J. A. Prescher, S. T. Laughlin, N. J. Agard, P. V. Chang, I. A. Miller, A. Lo, J. A. Codelli, and C. R. Bertozzi, PNAS, 104/43 

(2007), 16793�t97. 
25 X. Ning, J. Guo, M. A. Wolfert, and G.-J. Boons, Angew. Chem. Int. Ed., 47/12 (2008), 2253�t55. 
26 J. Dommerholt, S. Schmidt, R. Temming, L. J. A. Hendriks, F. P. J. T. Rutjes, J. C. M. van Hest, D. J. Lefeber, P. Friedl, and F. L. van Delft, 

Angew. Chem. Int. Ed., 49/49 (2010), 9422�t25. 
27 G. de Almeida, E. M. Sletten, H. Nakamura, K. K. Palaniappan, and C. R. Bertozzi, Angew. Chem. Int. Ed., 51/10 (2012), 2443�t47. 
28 J. Weterings, C. J. F. Rijcken, H. Veldhuis, T. Meulemans, D. Hadavi, M. Timmers, M. Honing, H. Ippel, and R. M. J. Liskamp, Chem. Sci., 

11/33 (2020), 9011�t16. 
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I.2.v SPSAC 

�>�[� �‹�µ�]�‰�������������Z�]�v���‰�µ���o�]����en 2014 une version similaire de la réaction SPAAC mais utilisant cette fois-ci 
une sydnone à la place de la fonction azoture. Ce premier exemple de SPSAC (« Strain-Promoted 
Sydnone-Alkyne Cycloaddition ») décrit la réaction entre un dérivé de N-phénylsydnone et le BCN 
(Schéma 8).29 Cette réaction est légèrement plus lente que la réaction SPAAC avec le même 
cycloalcyne. 

La même année notre équipe publie une étude réalisée sur plusieurs sydnones permettant de 
rationaliser les principaux facteurs structuraux accélérant la SPSAC.30  

�E�}�µ�•�����À�}�v�•���v�}�š���u�u���v�š���u�]�•�����v��� �À�]�����v�������‹�µ�����o�[���i�}�µ�š���������•�µ���•�š�]�š�µ���v�š�•��� �o�����š�Œ�}���š�š�Œ�����š���µ�Œ�•���•�µ�Œ���o�[aryl de la 
position N3 ������ �o���� �•�Ç���v�}�v���� ���]�v�•�]�� �‹�µ���� �o�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ���[�Z���o�}�P���v��s en position C4 accélère nettement la 
cinétique réactionnelle. Cet effet a ensuite été expliqué par Houk et Liang grâce à des études de 
modélisation. Ces études ont montré que la substitution en C4 de �o�[�Z�Ç���Œ�}�P���v�����‰���Œ���µ�v���Z���o�}�P���v�������]�u�]�v�µ����
�o���������Œ�Œ�]���Œ�������[�����š�]�À���š�]�}�v���v� �����•�•���]�Œ���������o�������]�•�š�}�Œ�•�]�}�v���������o�����•�Ç���v�}�v�����‰�}�µ�Œ�����š�š���]�v���Œ�����o�[� �š���š���������š�Œ���v�•�]�š�]�}�v.31  

 

Schéma 8. A. Réaction SPSAC. B. Réactivité des sydnones avec BCN. 

Les C4-fluoro-sydnones sont de loin les plus réactives des sydnones. En présence de groupements 
électroattracteurs en position N3, les fluorosydnones peuvent réagir à près de 12 000 L/mol/s en 
présence de TMTH (cyclooctyne le plus réactif à ce jour). Cependant, elles présentent une stabilité 
relative ce qui limite leur utilisation in vivo. Un bon compromis entre réactivité et stabilité se trouve 
être les chlorosydnones. Ces composés réagissent environ 50 fois plus vite que les sydnones et, 
�o�}�Œ�•�‹�µ�[�]�o�•���‰�}�•�•�������v�š���µ�v���P�Œ�}�µ�‰���u���v�š��� �o�����š�Œ�}���š�š�Œ�����š���µ�Œ�����v���‰�}�•�]�š�]�}�v���E3, la réaction peut dépasser 300 
L/mol/s en présence de DBCO.   

I.2.vi iEDDA 

Vers la fin des année 50 Lindsey et son équipe décrivent pour la première fois la réactivité particulière 
des tétrazines (Tz)  avec différents composés insaturés (Schéma 9).32 Ils observent �����o�[� �‰�}�‹�µ�����‹�µ���������š�š����
cycloaddition [4+2] peut être classée comme une réaction de Diels-Alder à demande inverse en 
électrons �~�/���������•�X�����µ�š�Œ���u���v�š�����]�š�����[���•�š���o�[�}�Œ���]�š���o�� HOMO du diénophile qui réagit avec la LUMO du diène 
(le contraire étant observé dans les réactions de Diels-Alder classiques).     

 
29 S. Wallace and J. W. Chin, Chem. Sci., 5/5 (2014), 1742�t44. 
30 L. Plougastel, O. Koniev, S. Specklin, E. Decuypere, C. Créminon, D.-A. Buisson, A. Wagner, S. Kolodych, and F. Taran, Chem. Comm., 

50/66 (2014), 9376�t78. 
31 H. Tao, F. Liu, R. Zeng, Z. Shao, L. Zou, Y. Cao, J. M. Murphy, K. N. Houk, and Y. Liang, Chem. Comm., 54/40 (2018), 5082�t85. 
32 R. A. Carboni and R. V. Lindsey, JACS, 81/16 (1959), 4342�t46. 
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En 2008, Fox et ses collègues étendent les travaux de Lindsey au domaine de la chimie bioorthogonale 
en utilisant un alcène cyclique tendu le trans-cyclooctène (TCO).33  Le TCO réagit dans un premier 
temps avec la tétrazine selon une cycloaddition [4+2] pour former un intermédiaire tricycle qui, après 
une réaction de rétro Diels-Alder suivie ���[�µ�v�� �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� ���[� �o�����š�Œ�}�v�� ���š�� ���[�µ�v���� �}�Æ�Ç�����š�]�}�v, forme une 
pyridazine.  

 

Schéma 9. Réaction Tz/TCO IEDDA 

Contrairement aux réactions précédentes, cette réaction possède des cinétiques très élevées (k = 210 
à 2 800 000 L/mol/s) ce qui en fait �o�[une des réactions les plus utilisées à ce jour en chimie 
bioorthogonale pour des applications allant de la bioconjugaison aux réactions in vivo.  

Cependant, le TCO �v�[���•�š pas totalement stable en conditions physiologiques en raison de sa tension 
������ ���Ç���o���� ���š�� �‰���µ�š�� �•�[�]�•�}�u� �Œ�]�•���Œ�� ���v�� �•���� �(�}�Œ�u����cis inactive (mais plus stable), le CCO. Certaines études 
suggèrent que les thiols endogènes sont à �o�[�}�Œ�]�P�]�v�����������o�[�]�•�}�u� �Œ�]�•���š�]�}�v de cet alcène cyclique via des 
processus radicalaires.34 Des études ont donc été menées pour améliorer la stabilité et le temps de vie 
in vivo du TCO.35 On peut notamment citer les travaux de Fox qui reporte en 2014 la modification de 
la conformation spatiale du cyclooctène pour augmenter sa stabilité, sa réactivité et même sa solubilité 
en milieu aqueux.    

�d�Œ���•�� �Œ� �����u�u���v�š�� �o�[� �‹�µ�]�‰���� ������ �D�]�Ì�µ�l���u�]�� �Œ���‰�}�Œ�š���� �‹�µ���� �o���� ���]�•�š�}�Œ�•�]�}�v�� ���µ�� ���]�‰�€�o���� �š� �š�Œ���Ì�]�v���� �]�v���µ�]�š���� �‰���Œ�� �o����
�‰�Œ� �•���v���������[�µ�v���‰�}�v�š�����v�š�Œ�� les positions 2 et 4 empêche la cycloaddition [4+2] de se faire (Schéma 10).36 
Le clivage du pont entraine la réaromatisation du système et la cycloaddition peut alors se produire. 
�������•�Ç�•�š���u�������•�š�������v�}�š�Œ�������}�v�v���]�•�•���v�������o�[�µ�v�������•���‰�Œ���u�]���Œ�•�������‰�Œ�}�‰�}�•���Œ���µ�v�����À���Œ�•�]�}�v�������š�]�À�����oe de la réaction 
de ligation Tz/TCO. Cette technologie pourrait avoir des applications importantes dans les années à 
venir en bioconjugaison.   

 

Schéma 10. Conception de Tz activables pour un contrôle on/off de la réaction iEDDA 

 
33 M. L. Blackman, M. Royzen, and J. M. Fox, JACS, 130/41 (2008), 13518�t19. 
34 Y. Fang, J. C. Judkins, S. J. Boyd, C. W. am Ende, K. Rohlfing, Z. Huang, Y. Xie, D. S. Johnson, and J. M. Fox, Tetrahedron, 75/32 (2019), 

4307�t17. 
35 A. Darko, S. Wallace, O. Dmitrenko, M. M. Machovina, R. A. Mehl, J. W. Chin, and J. M. Fox, Chem. sci., 5/10 (2014), 3770�t76. 
36 I. Novianti, T. Kowada, and S. Mizukami, Org. Lett., 24/17 (2022), 3223�t26. 
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I.3 Les réactions de coupure  

Les réactions de coupure ont été développées pour implémenter les réactions bioorthogonales 
existantes en introduisant la notion de coupure sélective de liaisons covalentes et donc celle de 
relargage contrôlé de molécules.37 Basé sur le concept déjà existant de déprotection ou « decaging », 
largement utilisé pour le développement de prodrogues activables par voie enzymatique, cette 
stratégie a été étendue aux stimulus externes photoinduits ou catalysé par des métaux pour permettre 
la déprotection de fonctions biologiquement actives (Schéma 11). Cette partie ne décrit pas de façon 
���Æ�Z���µ�•�š�]�À�����o�[� �š���š���������o�[���Œ�š���������š�}�µ�š���•���o���•���Œ� �����š�]�}�v�•�����������}�µ�‰�µ�Œ���U���v�}�µ�•���v�����‰�Œ� �•���v�š���Œ�}�v�•���‹�µ���������o�o���•���‹�µ�]�U���•���o�}�v��
nous, sont les plus significatives en chimie bioorthogonale.  

 

Schéma 11�X���Z���‰�Œ� �•���v�š���š�]�}�v���•���Z� �u���š�]�‹�µ�������[�µ�v�����Œ� �����š�]�}�v�����������}�µ�‰�µ�Œ�� 

I.3.i Les réactions de coupures photoactivables 

�>���� ��� �‰�Œ�}�š�����š�]�}�v�� �‰�Z�}�š�}�]�v���µ�]�š���� �o���� �‰�o�µ�•�� ���}�µ�Œ���u�u���v�š�� �µ�š�]�o�]�•� ���� ���•�š�� �o���� ���o�]�À���P���� �•� �o�����š�]�(�� ���[�µ�v���� �o�]���]�•�}�v�� � �š�Z���Œ��
���[�}�Œ�š�Z�}�v�]�š�Œ�}�����v�Ì�Ç�o����via une irradiation ultraviolette à 350 nm (Schéma 12).38  

�D���o�Z���µ�Œ���µ�•���u���v�š�U���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���������Œ���Ç�}�v�•���h�s���]�v���µ�]�š�����µ�•�•�]���µ�v�����š�}�Æ�]���]�š� ���v�}�v���v� �P�o�]�P�������o�����������‹�µ�]�U�����o�o�]� �������o����
faible pénétration des UV dans les tissus biologiques, limite considérablement les applications. En 
outre, le dérivé nitroso-aldéhyde généré au cours de la réaction est également fortement toxique ce 
qui ne re�‰�Œ� �•���v�š�����‹�µ�[�µ�v���‰�Œ�}���o���u�����u�]�v���µ�Œ���•�]���o�������µ�š�����•�š��������libérer un agent cytotoxique pour tuer des 
�����o�o�µ�o���•���u���]�•���‰���µ�š���!�š�Œ�����‰�Œ�}���o� �u���š�]�‹�µ�����‰�}�µ�Œ�����[���µ�š�Œ���•���š�Ç�‰���•�����[���‰�‰�o�]�����š�]�}�v�•�X  

 

Schéma 12. Coupure photoinduite d'un éther d'orthonitrobenzyle carbamate 

I.3.ii Les réactions de coupures induites par des métaux de transition 

Certaines réactions classiquement utilisées en chimie organique ont été adaptées en version 
bioorthogonale pour décager sélectivement une molécule en déprotégeant une fonction chimique 
essentielle à son activité biologique (Schéma 13�•�X�� ���[���•�š�� �o���� �����• par exemple de la déprotection de 
groupement Alloc par une réaction de type Tsuji-Trost catalysée par des complexes de ruthénium. Pour 
adapter ces réactions aux conditions physiologiques, il a fallu principalement jouer sur la compatibilité 
biologique des ligands métalliques.  

 
37 J. Li and P. R. Chen, Nat. Chem. Biol., 12/3 (2016), 129�t37. 
38 �W�X���<�o���v�U���d�X���a�}�o�}�u���l�U�����X���'�X�����}���Z���š�U�����X�����o���v���U���Z�X���'�]�À���v�•�U���D�X���Z�µ���]�v���U���s�X���Wopik, A. Kostikov, and J. Wirz, Chem. Rev., 113/1 (2013), 119�t91. 
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Schéma 13. Réactions de coupures induites par des métaux 

Par exemple, Streu et Meggers ont mis au point un catalyseur à base de ruthénium pour sélectivement 
��� �‰�Œ�}�š� �P���Œ�� �µ�v���� �Œ�Z�}�����u�]�v���� �‰���Œ�� �µ�v�� �P�Œ�}�µ�‰���u���v�š�� ���o�o�}���� ���� �o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ�� ������ �����o�o�µ�o���•.39 La déprotection de 
groupement Ynoc (propargyle carbamate) par des complexes de cuivre (I) ou des nanoparticules de 
palladium ont également été investiguée dans diverses applications biologiques.40,41,42,43  Cette 
méthode a notamment permis de réaliser des études in vivo sur des embryons de poisson zèbre pour 
�o������� �����P�]�v�P���������Œ�Z�}�����u�]�v���������o�[���]�������������v���v�}�‰���Œ�š�]���µ�o���•���������‰���o�o�����]�µ�u���}�µ�����[�}�Œ�X44,45    

I.3.iii Coupures induites par la réaction de Staudinger 

En 2008, Robillard décrit pour la première fois la libération de médicaments en utilisant la réaction de 
�^�š���µ���]�v�P���Œ�X���>���� �Œ� ���µ���š�]�}�v�����[�µ�v���� �(�}�v���š�]�}�v�����Ì�}�š�µ�Œ�����Z�����]�o���u���v�š���‰�o����� ���� �•�µ�Œ���µ�v���‰�Œ� curseur de bras auto-
immol�����o�������v�š�Œ���`�v�����o�����(�}�Œ�u���š�]�}�v�����[�µ�v���]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���������‰�����o�����������•�µ���]�Œ���µ�v����� �o�]�u�]nation 1,6 pour libérer 
le principe actif (Schéma 14).46 Les auteurs ont étudié la libération contrôlée de doxorubicine par cette 
réaction. 

 

Schéma 14. Coupure de Staudinger 

Ils ont notamment constaté que la doxorubicine cagée par le précurseur du bras auto-immolable 
présente une IC50 ������ �‰�Œ���•�‹�µ���� �í�ñ�� �R�D�� ���o�}�Œ�•�� �‹�µ�[���v�� �‰�Œ� �•���v������ ������ �‰�Z�}�•�‰�Z�]�v���U�� ��ette valeur diminue à 
presque 0,07 µM.  

 

 
39 C. Streu and E. Meggers, Angew. Chem. Int. Ed., 45/34 (2006), 5645�t48. 
40 X. Wang, Y. Liu, X. Fan, J. Wang, W. S. C. Ngai, H. Zhang, J. Li, G. Zhang, J. Lin, and P. R. Chen, JACS, 141/43 (2019), 17133�t41. 
41 A. A. Kislukhin, V. P. Hong, K. E. Breitenkamp, and M. G. Finn, Bioconjug. Chem., 24/4 (2013), 684�t89. 
42 R. M. Yusop, A. Unciti-Broceta, E. M. V. Johansson, R. M. Sánchez-Martín, and M. Bradley, Nat. Chem., 3/3 (2011), 239�t43. 
43 C. Vidal, M. Tomás-Gamasa, A. Gutiérrez-González, and J. L. Mascareñas, JACS, 141/13 (2019), 5125�t29. 
44 J. T. Weiss, J. C. Dawson, K. G. Macleod, W. Rybski, C. Fraser, C. Torres-Sánchez, E. E. Patton, M. Bradley, N. O. Carragher, and A. Unciti-

Broceta, Nat. Comm., 5/1 (2014), 3277. 
45 A. M. Pérez-López, B. Rubio-Ruiz, V. Sebastián, L. Hamilton, C. Adam, T. L. Bray, S. Irusta, P. M. Brennan, G. C. Lloyd-Jones, D. Sieger, J. 

Santamaría, and A. Unciti-Broceta, Angew. Chem. Int. Ed., 56/41 (2017), 12548�t52. 
46 R. van Brakel, R. C. M. Vulders, R. J. Bokdam, H. Grüll, and M. S. Robillard, Bioconjug. Chem., 19/3 (2008), 714�t18. 
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I.4 Les réactions de ligation-coupure  

Une réaction de ligation-coupure (Schéma 15) se déroule généralement en deux étapes, la première 
réaction permet la ligation covalente de deux partenaires réactionnels pour former un intermédiaire 
instable. Cet intermédiaire est ensuite capable de se réarranger pour libérer une partie de sa structure. 
Ces réactions résultent principalement de modifications de réactions déjà existantes.47   

 

Schéma 15. Représentation schématique d'une réaction de ligation-coupure 

I.4.i Ligation-coupure de Staudinger 

La ligation de Staudinger a été adaptée pour lier de façon covalente deux cibles biologiques en plus de 
libérer sélectivement un principe actif. Florent et son équipe ont été les premiers à élaborer une sonde 
capable de libérer de la doxorubicine et une urée issues de la ligation des deux partenaires (Schéma 
16).48   

 

Schéma 16. Réaction de ligation coupure de Staudinger 

Malheureusement la cinétique est très faible puisque pour atteindre 90% de relargage du médicament 
il faut attendre 3 heures même à une concentration de 2,8 mM�X�������š�š�����š�����Z�v�}�o�}�P�]�����v�[���v���Œ���•�š�����‰���•���u�}�]�v�•��
intéressante et pourrait par exemple être utilisée pour le relargage contrôlé de deux médicaments en 
simultané permettant des effets synergiques.  

 

 

 
47 X. Ji, Z. Pan, B. Yu, L. K. D. L. Cruz, Y. Zheng, B. Ke, and B. Wang, Chem. Soc. Rev., 48/4 (2019), 1077�t94. 
48 M. Azoulay, G. Tuffin, W. Sallem, and J.-C. Florent, Bio. Med. Chem. lett., 16/12 (2006), 3147�t49. 
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I.4.ii iEDDA 

�>�[�µ�v���������•���Œ� �����š�]�}�v�•���o���•���‰�o�µ�•���‰���Œ�(�}�Œ�u���v�š���•���Œ���•�š�����o�����Œ� �����š�]�}�v�����]���o�•-Alder à demande inverse en électrons 
entre les tétrazines et les trans-cyclooctènes (Schéma 17. A). Cette cycloaddition a été adaptée pour 
permettre la libération contrôlée de principes actifs en modifiant notamment la structure ���[�µ�v�� �����•��
deux partenaires réactionnels. En effet, Robillard et ses collègues ont introduit une fonction carbamate 
en position allylique du TCO capable de se réarranger et de libérer une amine lors de la réaromatisation 
du système en pyridazine.49 Si les deux premières étapes de cette réaction restent les mêmes que dans 
�o���� �À���Œ�•�]�}�v�� ���o���•�•�]�‹�µ���U�� ���[���•�š�� �o���� �����Œ�v�]���Œ���� �‹�µ�]�� ���Z���v�P���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o�[� �o�]�u�]�v���š�]�}�v�� ������ ���K2 ���š�� ������ �o�[���u�]�v���� ���µ��
principe actif (Schéma 17. A). 

�����‰���v�����v�š�U�����v���(���]�•���v�š���À���Œ�]���Œ���o���•���P�Œ�}�µ�‰���u���v�š�•�����v���‰�}�•�]�š�]�}�v���í�����š���ð�����µ���u�}�š�]�(���š� �š�Œ���Ì�]�v�����o�[� �‹�µ�]�‰�����������Z�}���]�o�o���Œ����
�•�[���•�š�����‰���Œ���µ�����‹�µ����ces modifications avaient un impact majeur sur le pourcentage de relargage de la 
molécule souhaitée.50 Chen, a quant à lui montré 3 ans plus tard que la présence de groupements 
électroattracteurs favorables pour la cinétique était préjudiciable pour le relargage de principe actif 
(Schéma 17. B).51       

 

Schéma 17. A. Réaction IEDDA B. Tétrazines utilisées et taux de libération 

Récemment �o�[� �‹�µ�]�‰�����������t���]�•�•�o�������Œ�������]�����v�š�]�(�]� �������v�•���µ�v����� �š�µ�������Œ���u���Œ�‹�µ�����o�����o���•���o�]�u�]�š���•���������o�����Œ� �����š�]�}�v��
le ligation coupure Tz/TCO (Schéma 18).52 Si la première réaction de ligation est efficace et rapide, la 
réaction de coupure semble être quant à elle très dépendante du pH, du tampon et plus généralement 

 
49 R. M. Versteegen, R. Rossin, W. ten Hoeve, H. M. Janssen, and M. S. Robillard, Angew. Chem. Int. Ed., 52/52 (2013), 14112�t16. 
50 R. Rossin, S. M. J. van Duijnhoven, W. ten Hoeve, H. M. Janssen, L. H. J. Kleijn, F. J. M. Hoeben, R. M. Versteegen, and M. S. Robillard, 

Bioconjug. Chem., 27/7 (2016), 1697�t1706. 
51 X. Fan, Y. Ge, F. Lin, Y. Yang, G. Zhang, W. S. C. Ngai, Z. Lin, S. Zheng, J. Wang, J. Zhao, J. Li, and P. R. Chen, Angew. Chem. Int. Ed., 55/45 

(2016), 14046�t50. 
52 J. C. T. Carlson, H. Mikula, and R. Weissleder, JACS, 140/10 (2018), 3603�t12. 
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de son environnement proche. La première limitation mise ���v�� �o�µ�u�]���Œ���� �����v�•�� �o�[���Œ�š�]���o���� ���•�š�� �o���� �Œ� ��ction 
���[�}�Æ�Ç�����š�]�}�v�� ������ �o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� ���]�Z�Ç���Œ�}�‰�Ç�Œ���Ì�]�v���� �‰�}�µ�Œ�� �(�}�Œ�u���Œ�� �µ�v���� �‰�Ç�Œ���Ì�]�v���� �š�}�š���o���u���v�š�� �•�š�����o���� �v����
permettant pas la libération du composé. Pour contourner cela, cette équipe a brillamment démontré 
�‹�µ�[���v�� �]�v�š�Œ�}���µ�]�•���v�š�� �µ�v���� �(�}�v���š�]�}�v�� �����]������ �•�µ�Œ�� �o���� �š� �š�Œ���Ì�]�v���U�� �µ�v transfert de proton intramoléculaire 
�‰���Œ�u���š�š���]�š�����[� �À�]�š���Œ���o�[�}�Æ�Ç�����š�]�}�v���š�}�µ�š�����v��������� �o� �Œ���v�š���o�����o�]��� �Œ���š�]�}�v���������o�[���u�]�v���X�� 

 

Schéma 18. A. Réactions parasites à la réaction de coupure TCO/Tz. B. Mécanisme avec la tétrazine acide.   

�>�����•�����}�v�����‰�Œ�}���o���u���U�����•�š���o�µ�]���o�]� �������o�[���š�š���‹�µ�����]�v�š�Œ���u�}�o� ���µ�o���]�Œ�����������o�[���Ì�}�š�����������o�����(�}�v���š�]�}�v�������Œ�����u���š�����•�µ�Œ���o����
partie 1,4-dihydrodiazine pour former un intermédiaire tricyclique lui aussi totalement stable et ne 
permettant pas la libération du composé actif. Pour limiter ce problème Weissleder indique que le N-
�u� �š�Z�Ç�o�������Œ�����u���š�����‰���Œ�u���š�����[� �À�]�š���Œ���š�}�š���o���u���v�š���o�����Œ� �����š�]�}�v�����������Ç���o�]�•���š�]�}�v���]�v�š�Œ���u�}�o� ���µ�o���]�Œ���X�����v�����o�o�]���v�š�������•��
deux nouvelles modifications il est alors possible de libérer relativement rapidement et quasi 
quantitativement une amine.       
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Plus récemment, �o�[� �‹�µ�]�‰�����������Z�}���]�o�o���Œ�����Œ���‰�}�Œ�š�����o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���������š� �š�Œ���Ì�]�v��s carbamates pour la libération 
���[���u�]�v���•�X�������v�•�������š�š����� �š�µ�������o���•�����µ�š���µ�Œ�•���u�}�v�š�Œ���v�š���‹�µ�����������•�Ç�•�š���u�������•�š�����(�(�]�����������~�����o�[���]���������[�µne réaction 
modèle, Schéma 19). Ils ont ensuite adapté ce système pour la libération de mono-méthyle Auristatine 
E, un composé anticancéreux très utilisé, les cinétiques de libérations semblent être cependant bien 
plus lentes �‹�µ�[���À�������o�����Œ� �����š�]�}�v���u�}�����o��.53   

 

Schéma 19. Réaction modèle : libération de diméthylamine à partir d�[�µ�ve tétrazine-carbamate 

En 2022, �o�[� �‹�µ�]�‰���� ������ �����À���Œ���i�� ���� � �o�����}�Œ� �� �µ�v���� �À���Œ�•�]�}�v�� �‰�Z�}�š�}�����š�]�À�����o���� ������ �o���� �Œ� �����š�]�}�v�� �d�Ì�l�d���K�� ���v��
développant une dihydrotétrazine liée à un groupement photo-labile qui, sous irradiation UV, induit la 
formation de la tétrazine active pour la réaction IEDDA (Schéma 20). 54   

 

Schéma 20. Version photoactivable de la réaction Tz/TCO 

Cette méthode leur a notamment permis de libérer de la doxorubicine dans des cellules vivantes 
mettant en lumière son intérêt pour un contrôle spatio-temporel de la libération de composés actifs. 

La ligation Tz/TCO ���•�š�� �o�[�µ�v����des réactions plus utilisées en bioconjugaison que ce soit pour des 
applications in vitro ou même in vivo �•�]�����]���v���‹�µ�[�µ�v�����•�•���]�����o�]�v�]�‹�µ�������•�š���Œ���v�š�Œ� �����v���‰�Z���•�����/���‰�}�µ�Œ���o�����o�]��� �Œ���š�]�}�v��
contrôlée de doxorubicine dans la tumeur (Figure 1). 55   

 
53 A. H. A. M. van Onzen, R. M. Versteegen, F. J. M. Hoeben, I. A. W. Filot, R. Rossin, T. Zhu, J. Wu, P. J. Hudson, H. M. Janssen, W. ten 

Hoeve, and M. S. Robillard, JACS, 142/25 (2020), 10955�t63. 
54 L. Liu, D. Zhang, M. Johnson, and N. K. Devaraj, Nat. Chem., (2022), 1�t8. 
55 K. Wu, N. A. Yee, S. Srinivasan, A. Mahmoodi, M. Zakharian, J. M. M. Oneto, and M. Royzen, Chem. Sci., 12/4 (2021), 1259�t71. 
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Figure 1. Essai clinique en cours pour le relargage de doxorubicine par un système bioorthogonal Tz/TCO. 

Le principe est assez simple, du Hyaluronate de sodium Tz (sous forme de gel) est injecté en 
intratumorale, puis le patient reçoit 5 fois par jour en i.v une solution contenant la doxorubicine dont 
la fonction amine est protégée sous forme de carbamate de TCO. Ce dérivé est 80 fois moins toxique 
que la doxorubicine libre ce qui augmente la fenêtre thérapeutique. Lorsque cette prodrogue arrive 
dans la tumeur celle-ci est déprotégée grâce à la réaction de click-release avec les Tz implantées dans 
�o�����š�µ�u���µ�Œ�X�������o�[�Z���µ�Œ���������š�µ���o�o�����o���•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���������o�[���•�•���]�����o�]�v�]�‹�µ�� chez �o�[�,�}�u�u����ne sont pas encore publiés 
mais les résultats sur souris sont très prometteurs.55 Cette étude met en lumière tout �o�[�]�v�š� �Œ�!�š���‰�}�Œ�š� ������
�o�����Œ� �����š�]�}�v���d�Ì�l�d���K�����š���‰�o�µ�•���P� �v� �Œ���o���u���v�š�����µ�Æ���Œ� �����š�]�}�v�•�����]�}�}�Œ�š�Z�}�P�}�v���o���•�X�����[���•�š���µ�v�����}�u���]�v�������v���‰�o���]�v����
expansion qui trouve des applications dans des domaines variés.  

Dans notre laboratoire nous nous intéresserons particulièrement aux réactions bioorthogonales 
impliquant les iminosydnones. La prochaine partie sera donc consacrée aux iminosydnones en 
���}�u�u���v�����v�š���‰���Œ���o�[�Z�]�•�š�}�Œ�]�‹�µ�����������o���µ�Œ����� ���}�µ�À���Œ�š�����‰�}�µ�Œ���š���Œ�u�]�v���Œ���‰���Œ���o���•�������Œ�v�]���Œ���•�����À���v��� ���•���•�µ�Œ���o�����•�µ�i���š�X�������� 
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II Les iminosydnones 

Ma thèse est axée s�µ�Œ�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� �����•�� �]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�� �‰�}�µ�Œ�� ���]�À���Œ�•���•�� ���‰�‰�o�]�����š�]�}�v�•�� ���]�}�o�}�P�]�‹�µ���• et 
notamment en exploitant leur capacité à réagir avec des alcynes sous contrainte stérique. Cette 
réaction sera appelée par la suite par son acronyme : SPICC pour Strain-Promoted Iminosydnone 
Cyclooctyne Cycloaddition)�X�� �����š�š���� �‰���Œ�š�]���� �•�[���š�š���Œ�����Œ���� ���}�v���� �•�µ�Œ�� �µ�v���� �‰�Œ� �•���v�š���š�]�}�v�� �P� �v� �Œ���o���� �����•��
iminosydnones en passant par une présentation des travaux antérieurs à cette thèse.    

II.1 Généralités sur les mésoioniques et les iminosydnones 

Le mot « mésoionique » a été évoqué pour la première fois à la fin des année 40 par Baker et Ollis et 
découle de la contraction des mots « mésomérique » et « ionique ». 56 Ce terme regroupe une famille 
de dipôles hétérocycliques à 5 chaînons ne pouvant pas être représentée par une unique structure 
chargée. Plusieurs dipôles hétérocycliques de ce type ont été décrits au fil des années par différents 
groupes. Il est possible de citer notamment les sydnones, les sydnone-méthides, les (iso)münchnones 
ou encore les iminosydnones (Figure 2�•�X�� �E�}�š�Œ���� � �‹�µ�]�‰���� �•�[�]�v�š� �Œ���•�•���� �‰�o�µ�•�� �‰���Œ�š�]���µ�o�]��rement aux 
iminosydnones, qui contrairement aux sydnones avec un oxygène en positon 6 possèdent un azote.  

 

Figure 2. Structure des mésoioniques les plus courants 

Les iminosydnones et plus généralement les composés mésoioniques sont des zwitterions qui peuvent 
�•�[� ���Œ�]�Œ�������À�������‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•���(�}�Œ�u��s limites en équilibre plus ou moins déplacé suivant les substituants en N3 
et N6 (Figure 3). 

 

Figure 3. Formes mésomères des iminosydnones 

�����µ�Æ�� �(�}�Œ�u���•�� ���[� ���Œ�]�š�µ�Œ���� �•���Œ�}�v�š�� �‰�o� ���]�•���]�š� ���•�� �����v�•�� ������ �u���v�µ�•���Œ�]�š�U�� �o���•�� �(�}�Œ�u���•��a et e qui tendent à 
représenter au mieux la localisation de la densité électronique du dipôle. Les formes limites nous 
indiquent que le carbone en C4 ���š���o�[���Ì�}�š�����E6 sont plutôt nucléophiles alors que le carbone C5 ���š���o�[���Ì�}�š����
N3 sont plutôt électrophiles. Ces informations sont essentielles pour mieux anticiper la réactivité du 
dipôle.  

II.2 Historique 

���[���•�š�����v���í�õ�ñ�ó�� �‹�µ���� �o���•�� �‰�Œ���u�]���Œ���•�� �]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�� �}�vt été synthétisées par le groupe de Walker et le 
groupe de Ohta.57 Leur première idée a été de traiter le N-nitroso-N-méthylaminoacétonitrile 2 avec 
�������o�[���v�Z�Ç���Œ�]����������� �š�]�‹�µ���U�������o�[�]�vstar de la synthèse des sydnones. Malheureusement, ���µ���µ�v���‰�Œ�}���µ�]�š���v�[����

 
56 W. Baker, W. D. Ollis, and V. D. Poole, JACS, 0 (1949), 307�t14. 
57 H. Kato, M. Hashimoto, M. Ohta, Nippon Kagaku zasshi, (1957), 78, 707�t13 
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� �š� �� �}���•���Œ�À� �U�� �]�o�•�� �µ�š�]�o�]�•���Œ���v�š�� ���o�}�Œ�•�� �µ�v�� �����]������ ������ ���Œ�†�v�•�š�����U�� �o�[�����]������ �v�]�š�Œ�]�‹�µ���� �}�µ�� �o�[�����]������ ���Z�o�}�Œ�Z�Ç���Œ�]�‹�µ���U�� ���š��
�}���•���Œ�À���Œ���v�š�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� �‰�Œ���u�]���Œ���� �(�}�]�•�� �o���� �(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ���µ�� �•���o�� ������ ���Z�o�}�Œ�µ�Œ���� �}�µ�� ������ �v�]�š�Œ���š���� ���[�]�uinosydnone 
protonée (Schéma 21).  

 

Schéma 21. Synthèse des iminosydnones 

Pour éviter le plus possible la manipulation de N-nitrosamines cancérigènes, Turnbull et Beal ont mis 
���µ�� �‰�}�]�v�š�� ���v�� �í�õ�õ�î�� �µ�v���� �•�Ç�v�š�Z���•���� �u�}�v�}�š�}�‰���� �(���]�•���v�š�� �]�v�š���Œ�À���v�]�Œ�� �o�[�]�•�}���u�Ç�o�� �v�]trile comme donneur de 
nitroso. Par la suite, un bullage de HCl dans la solution per�u���š�����[�]�v���µ�]�Œ�����o�������Ç���o�]�•���š�]�}�v���‰�}�µ�Œ���(�}�Œ�u���Œ���o����
���Z�o�}�Œ�Z�Ç���Œ���š���� ���[�]�u�]�v�}�•�Çdnone correspondant.58 Cette synthèse a � �P���o���u���v�š�� �o�[���À���v�š���P���� ���[� �À�]�š���Œ��
�o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�����[�����]�������v�]�š�Œ���µ�Æ���~Schéma 22).   

 

Schéma 22. Synthèse monotope développée par Turnbull et Beal 

Les premières imino�•�Ç���v�}�v���•�� �•�Ç�v�š�Z� �š�]�•� ���•�� ���� �o�[� �‰�}�‹�µ���� � �š���]���v�š�� �‰�Œ�]�v���]�‰alement substituées par des 
groupements aryliques ou alkyliques �•�µ�Œ���o�[���Ì�}�š����N3.59 Mais au fur et à mesure, les groupes travaillant 
sur ces dipôles ont introduit en position N3 des groupements plus exotiques comme des fonctions 
N-oxides ou hydrazines pour évaluer leurs propriétés biologiques.   

 

Figure 4. Médicaments ayant un squelette iminosydnone 

Plusieurs médicaments ont été développés à partir des années 70 dont les plus connus sont la 
Molsidomine et le Mesocarb (Figure 4). Ces médicaments �•�}�v�š�������•�����}�v�v���µ�Œ�•���������u�}�v�}�Æ�Ç���������[���Ì�}�š��, 
très utiles pour la modulation des capacités cardiovasculaires par exemple.60,61 Outre les propriétés 
biologiques, un groupe a récemment utilisé les iminosydnones �‰�}�µ�Œ���o�����•�Ç�v�š�Z���•�������[���Æ�‰�o�}�•�]�(s.62   

 
58 E. N. Beal, K. Tumbull, synth. commun., (1992), 22, 673�t76 
59 K. Masuda, Y. Imashiro, T. Kaneko, Chemical & Pharmaceutical Bulletin, 18/1 (1970), 128�t32. 
60 L. J. Ignarro, C. Napoli, and J. Loscalzo, Circulation Research, 90/1 (2002), 21�t28. 
61 L. Soulère, P. Hoffmanna, and F. Bringaud, Journal of Heterocyclic Chemistry, 40/5 (2003), 943�t47. 
62 M. L. Gettings, E. F. C. Byrd, M. Zeller, and D. Piercey, New Journal of Chemistry, 45/4 (2021), 2228�t36. 
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La synthèse des iminosydnones se fait généralement en deux parties distinctes. Tout d�[�����}�Œ��, le cycle 
iminosydnone est formé par étape de nitrosylation-cyclisation comme décrit précédemment, ensuite 
la diversité fonctionnelle est apportée sur N6 via des post-fonctionnalisations avec des électrophiles 
(Schéma 23). 

 

Schéma 23. Synthèse d'iminosydnones fonctionnalisées. GP : groupe partant 

Ainsi, ���v���(�}�v���š�]�}�v���������o�[� �o�����š�Œ�}�‰�Z�]�o�����µ�š�]�o�]�•� ���~�����Ç�o���������š�]�À� �U���]�•�}�~�š�Z�]�}�•���Ç���v���š���U�����Z�o�}�Œ�µ�Œ�����������•�µ�o�(�}�v�Ç�oe ou de 
phosphoryle) cinq classes ���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���• peuvent être obtenues : celles ayant des fonctions amides, 
(thio)urées, phosphoramides et sulfoamides en position N6.   

II.3 Travaux antérieurs du laboratoire    

La réactivité des iminosydnones vis-à-vis des cycloalcynes a été découverte par notre équipe en 2017 
�o�}�Œ�•�����[�µ�v����� �š�µ���������������Œ�]���o���P�����À�]�•���v�š��������� ���}�µ�À�Œ�]�Œ���������v�}�µ�À���o�o��s réactions de cycloaddition.63 La réaction 
de ligation coupure des iminosydnones avec les cyclooctynes, tel que le DBCO, est un processus en 
deux étapes �]�u�‰�o�]�‹�µ���v�š���µ�v�������Ç���o�}�������]�š�]�}�v���€�ï�=�î�•���•�µ�]�À�]�������[�µ�v�����Œ� �����š�]�}�v���������Œ� �š�Œ�}�����]���o�•-Alder générant un 
produit de ligation (pyrazole) et un produit de coupure (isocyanate) (Schéma 24).  

 

Schéma 24. Réaction de ligation coupure entre une iminosydnone et un cyclooctyne. rDA : rétro-Diels-Alder 

Suite à cette découverte, �v�}�š�Œ���� �o�����}�Œ���š�}�]�Œ���� �•�[���•�š�� �‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ���u���v�š�� �]�v�š� �Œ���•�•� �� ���� �o���� �•�Ç�v�š�Z���•���� ���š�� ���� �o����
fonctionnalisation des iminosydnones. Dans cette optique, des méthodes plus générales ont été 
développées ���v�� �‰���•�•���v�š�� �v�}�š���u�u���v�š�� �‰���Œ�� �µ�v�� �]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� �]�u�]�����Ì�}�o�]�µ�u�� �‰�}�µ�Œ�� �o�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ���[�µ�v����
variété de nucléophiles (Schéma 25).64 Nous avons concentré notre attention sur la synthèse de N3-aryl 

 
63 S. Bernard, D. Audisio, M. Riomet, S. Bregant, A. Sallustrau, L. Plougastel, E. Decuypere, S. Gabillet, R. A. Kumar, J. Elyian, M. N. Trinh, 

O. Koniev, A. Wagner, S. Kolodych, and F. Taran, Angewandte Chemie International Edition, 56/49 (2017), 15612�t16. 
64 M. Riomet, E. Decuypere, K. Porte, S. Bernard, L. Plougastel, S. Kolodych, D. Audisio, and F. Taran, Chemistry �t A European Journal, 

24/34 (2018), 8535�t41. 
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iminosydnones décrites comme étant plus stables, grâce à une meilleure stabilisation de 
�o�[�Z� �š� �Œ�}���Ç���o��.65,66     

 

Schéma 25. Synthèse ���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���• fonctionnalisées en N6 

Dans cette synthèse, �o�[���v�]�o�]�v�������Z�}�]�•�]e peut être alkylée dans les conditions de Finkelstein en présence 
de chloroacetonitrile. E�v�•�µ�]�š�����µ�v�����Œ� �����š�]�}�v���������v�]�š�Œ�}�•�Ç�o���š�]�}�v�l���Ç���o�]�•���š�]�}�v�����}�v�v�������������•�������o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v����
correspondante. Une réaction avec le (thio)carbonyldiimidazole suivie ���[�µ�v���� �u� �š�Z�Ç�o���š�]�}�v��de 
�o�[�]�u�]�����Ì�}�o����permet ���[�}���š���v�]�Œ�� �o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v����imidoazolium correspondante qui peut être ensuite 
traitée avec une variété de nucléophiles pour obtenir la fonctionnalisation souhaitée.   

La position C4 peut également être fonctionnalisée par des électrophiles comme le dibrome ou encore 
les dérivés N-halogeno-succinimides NXS (Schéma 26).67    

 

Schéma 26. Halogénation des iminosydnones 

La proton en position C4 est relativement acide (pKa = 18-20) et peut être déprotoné par une base 
lithinée puis in situ fonctionnalisé avec une diversité de nucléophiles.  

Ces dérivés C4 halogénés peuvent à leur tour être fonctionnalisés ���� �o�[���]������ ������ �Œ� �����š�]�}�vs pallado-
catalysées pour introduire facilement de la diversité fonctionnelle (Schéma 27).  

 
65 L. E. Kholodov, E. V. Borisov, and V. G. Yashunskii, Chemistry of Heterocyclic Compounds, 4/4 (1971), 514�t16. 
66 L. E. Kholodov, E. V. Borisov, and V. G. Yashunskii, Chemistry of Heterocyclic Compounds, 1/1, (1966), 215�t18. 
67 M. Goetz, K. Grozinger, and J. T. Oliver, J. Med. Chem., 16/6 (1973), 671�t73. 
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Schéma 27. Fonctionnalisation palladocatalysée 

Avec toutes ces modifications possibles, �o���� �o�����}�Œ���š�}�]�Œ���� ���� �•�Ç�v�š�Z� �š�]�•� �� �µ�v���� �•� �Œ�]���� ���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�� ���š�� ����
effectué une étude systématique de la vitesse de réaction en fonction des substituants, ce qui a permis 
de rationaliser les effets électroniques favorisant la réaction de cycloaddition SPICC.57 Il est à noter que 
toutes ces réactions génèrent un isocyanate activé par un groupement électroattracteur. Celui-ci est 
donc spontanément hydrolysé dans le milieu en amide, sulfonamide ou encore urée. 

Tableau 1. Influence de la substitution en position N6 sur la vitesse de cycloaddition 

 

Entrée R k (L/mol/s) 

1 
 

0,01 

2 
 

0,006 

3 
 

0,032 

4 
 

0,018 

5 
 

0,061 

6 
 

0,047 

7 
 

< 0,001 
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�>�[���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š�� � �o�����š�Œ�}�v�]�‹�µ�� ������ �o�[���Ì�}�š���� ���v�� �‰�}sition 6 a un impact sur la vitesse de cycloaddition. 
L�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v�����[�µ�v���P�Œ�}�µ�‰���u���v�š�������v�Ì�Ç�o�����µ�Œ� �����‰�o�µ�š�€�š���‹�µ�[�µ�v���P�Œ�}�µ�‰���u���v�š������� �š�Ç�o����augmente la cinétique 
���[�µ�v���(�����š���µ�Œ���ò��par exemple (Tableau 1).  

Tableau 2. Influence de la substitution en position N3 sur la vitesse de cycloaddition 

 

Entrée R k (L/mol/s) 
1 H 0,047 

2 OH 0,008 

3 CH2OH 0,024 
4 COOEt 0,181 

 

���� �o�[�]�v�À���Œ�•���� �‰�o�µ�• la position N3 est pauvre électroniquement plus la cinétique est rapide. Ainsi, 
�o�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v�����[�µ�v���u�}�š�]�(��� �o�����š�Œ�}���š�š�Œ�����š���µ�Œ�U���š���o���‹�µ�[�µ�v�����(�}�v���š�]�}�v��ester, sur le noyau aromatique situé en 
N3 ���µ�P�u���v�š�����o�������]�v� �š�]�‹�µ�������[�µ�v���(�����š���µ�Œ���ð���~Tableau 2). 

Tableau 3. Influence de la substitution en position C4 sur la vitesse de cycloaddition 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entrée R �Z�[ �Z�[�[ k (L/mol/s)  

1 
 

H H 0,018 

2 
 

H I 0,111 

3 
 

H Br 0,457 

4 
 

H H 0,061 

5 
 

Me Br 0,936 

6 
 

COOEt H 0,181 

7 
 

COOEt Br 0,686 
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�>�[���(�(���š���]�v���µ�]�š���‰���Œ���o�����‰�Œ� �•���v���������[�µ�v��halogène ���v���‰�}�•�]�š�]�}�v���ð�����•�š���•�‰�����š�����µ�o���]�Œ�����‰�µ�]�•�‹�µ�����o�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v�����[�µ�v��
brome augmente en moyenne la �À�]�š���•�•�������[�µ�v���(�����š���µ�Œ��14 (Tableau 3).  

Plus récemment notre équipe a publié une méthodologie pour chlorer la position C4 des 
iminosydnones et a évalué �o�[�]�v�(�o�µ���v�����������������š�š�����u�}���]�(�]�����š�]�}�v���•�µ�Œ���o�����À�]�š���•�•����������cycloaddition (Schéma 
28).68 �>���� �Œ� �����š�]�}�v�� ������ ���Z�o�}�Œ���š�]�}�v�� �•���� �(���]�š�� ���v�� �‰�Œ� �•���v������ ���[�Z�Ç�‰�}���Z�o�}�Œ�]�š���� ������tert-���µ�š�Ç�o���������v�•�� �o�[����� �š�}�v�]�š�Œ�]�o���X��
Avec cette méthodologie en main, notre laboratoire a �u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�[�]�o��� �š���]�š���‰�}�•�•�]���o�������������Z�o�}�Œ���Œ��différentes 
classes ���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v��s (urée, sulfonyl, amide et carbamate) ainsi que des iminosydnones conçues 
comme prodrogues de substances actives.    

 

Schéma 28. Réaction de chloration électrophile des iminosydnones 

Ensuite une � �À���o�µ���š�]�}�v���������o�[���(�(���š�����µ�����Z�o�}�Œ�������v���‰�}�•�]�š�]�}�v����4 a mis en évidence son effet bénéfique sur la 
vitesse de réaction (Tableau 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
68 M. Feng, L. Madegard, M. Riomet, M. Louis, P. A. Champagne, G. Pieters, D. Audisio, and F. Taran, Chem. Comm., (2022), 58, 8500 �t 

8503. 
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Tableau 4. Influence de la chloration sur la vitesse de cycloaddition  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�W���Œ�����Æ���u�‰�o���U���o�������Z�o�}�Œ���š�]�}�v�����[�µ�v�����]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�����•�µ�o�(�}�v���u�]���������µ�P�u���v�š�������[�µ�v���(�����š���µ�Œ���ñ�ì�ì���o�����À�]�š���•�•����������
���Ç���o�}�������]�š�]�}�v�U�����š�����[�µ�v���(�����š���µ�Œ���ò���‰�}�µ�Œ���o���•��iminosydnones urée. �>�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v���������o�����Œ� �����š�]�À�]�š� �����•�š�����}�v����
substrat-dépendant.  

En résumé, pour augmenter la vitesse de cycloaddition il faut introduire des groupements 
électrodonneurs en position N6, des groupements électroattracteurs en N3 et des halogènes sur le 
carbone 4 (Figure 5).  

 

 

Figure 5. A. Modifications structurales des iminosydnones. B. Groupements favorisant la cinétique réactionnelle 

Entrée R �Z�[ �Z�[�[ k (L/mol/s)  

1 
 

H H 0,032 

2 
 

H Cl 15,3 

3 
 

Me H 0,001 

4 
 

Me Cl 3,0 

5 
 

COOEt H < 0,01 

6 
 

COOEt Cl 2,3 

7 
 

COOEt H 2,8 

8 
 

COOEt Cl 17,8 
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�>�[� �š�µ�������������o�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ�������š��������la réactivité des iminosydnones a �‰���Œ�u�]�•���������Œ���š�]�}�v���o�]�•���Œ���o�[�]�v�(�o�µ���v�������������o����
structure électronique sur leur réactivité. Ces informations ont �‰���Œ�u�]�•�����[���v�Àisager des applications in 
vitro et in vivo.   

II.4 Utilisation des iminosydnones in vitro et in vivo.  

Les iminosydnones ont été utilisées dans plusieurs études in vitro. Une des premières à avoir été 
envisagée par notre laboratoire est leur utilisation comme espaceur clivable pour la modification 
sélective de protéines (Schéma 29).56 Le laboratoire a montré dans cette étude que les iminosydnones 
�‰�}�µ�À���]���v�š���!�š�Œ�����µ�š�]�o�]�•� ���•���‰�}�µ�Œ���o�����‰�µ�Œ�]�(�]�����š�]�}�v�����[�µ�v�����‰�Œ�}�š� �]�v�����u�}�����o���U���o�����u�Ç�}�P�o�}���]�v��-alcyne (MyoAlk), 
���[�µ�v�����Æ�š�Œ���]�š���������(�}�]���X���W�}�µ�Œ�������o���U���µ�v�����]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�������]�}�š�]�v�������Ì�}�š�µ�Œ��������� �š� ���������Œ�}���Z� �����‰���Œ�����µ��������à MyoAlk 
���]�Œ�����š���u���v�š�������v�•���o�[���Æ�š�Œ���]�š���������(�}�]���X�����v�•�µ�]�š���U���µ�v���������‰�š�µ�Œ�����•�µ�Œ�����]�o�o���•���������•�š�Œ���‰�š���À�]���]�v�����‰���Œ�u���š���������‰�µ�Œ�]�(�]���Œ��
et de concentrer la protéine, qui peut ensuite être décrochée des billes par réaction SPICC. Cette 
�š�����Z�v�}�o�}�P�]���� �‰���Œ�u���š�� ���� �o���� �(�}�]�•�� ������ �•�[���(�(�Œ���v���Z�]�Œ des conditions drastiques normalement requises pour 
décrocher une protéine biotiny�o� ���� ������ ���]�o�o���•�� ������ �•�š�Œ���‰�š���À�]���]�v���� �u���]�•�� � �P���o���u���v�š�� ���[�]�v�š�Œ�}���µ�]�Œ����
simultanément un groupement prosthétique choisi comme par exemple un médicament ou un 
fluorophore.       

 

Schéma 29. Stratégie de capture-échange d'étiquettes de MyoAlk 

Les iminosydnones ont été également utilisées pour la modification sélective et contrôlée ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•��
basée �•�µ�Œ���µ�v�����š�����Z�v�}�o�}�P�]�������[� ���Z���v�P�������[� �š�]�‹�µ���š�š��s (Schéma 30). 69 Cette technologie a notamment été 
développée par la start-up Syndivia en collaboration avec notre laboratoire. Le principe est basé là 
aussi sur �o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�����]�}�š�]�v��-�•�š�Œ���‰�š���À�]���]�v�������š���•�µ�Œ���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�����[���•�‰�������µ�Œ�•���]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�X��   

 
69 I. Dovgan, A. Hentz, O. Koniev, A. Ehkirch, S. Hessmann, S. Ursuegui, S. Delacroix, M. Riomet, F. Taran, S. Cianférani, S. Kolodych, and 

A. Wagner, Chem. Sci., 11/5 (2020), 1210�t15. 



 
 

Introduction générale p.38 
 

 

Schéma 30. Technologie ENACT 

�>�����u�}���]�(�]�����š�]�}�v�����[���v�š�]���}�Œ�‰�•���~�}�µ���������‰�Œ�}�š� �]�v���•�����v���P� �v� �Œ���o�•�����•�š���µ�v��défi en bioconjugaison et le contrôle 
���µ�� �����Z���~���Œ�µ�P�� ���v�š�]���}���Ç�� �Z���š�]�}�•�� �o�[���•�š�� ���v���}�Œ���� �‰�o�µ�•�X�� �'� �v� �Œ���o���u���v�š�� �‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•���u�}�o� ���µ�o���•�� �•�}�v�š�� �]�v�š�Œ�}���µ�]�š���•��
�o�}�Œ�•���������o�����u�}���]�(�]�����š�]�}�v�����[�µ�v�����v�š�]���}�Œ�‰�•�����š���������]���������(�����}�v�����v���Œ���Z�]�‹�µ���X���>�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v�����[�µ�v�����‹�µ���v�š�]�š� ���š�Œ�}�‰��
�]�u�‰�}�Œ�š���v�š�����������‰���š�]�š���•���u�}�o� ���µ�o���•���•�µ�Œ���µ�v�����‰�Œ�}�š� �]�v�����‰���µ�š���]�v���µ�]�Œ�����µ�v�����‰���Œ�š�������[���(�(�]�v�]�š� �����À�������•�������]���o���X���W�}�µ�Œ��
���}�v�š�}�µ�Œ�v���Œ�� ������ �‰�Œ�}���o���u���U�� �o�[� �‹�µ�]�‰���� ������ �t���P�v���Œ�� ���� �u�]�•�� ���µ�� �‰�}�]�v�š�� �µ�v���� �š�����Z�v�]�‹�µ���� �]�v�P� �v�]���µ�•���� ������ �����‰�š�µ�Œ����
���[���v�š�]���}�Œ�‰�•��modifiés par un espaceur iminosydnone biotine sur une colonne de streptavidine. La 
���}�v�i�µ�P���]�•�}�v���������o�����‰���š�]�š�����u�}�o� ���µ�o�����•�[���(�(�����š�µ���������š�Œ���•�������•�•�������}�v�À���Œ�•�]�}�v���������(�����}�v�������(���À�}�Œ�]�•���Œ�����Æ���o�µ�•�]�À���u���v�š��
la mono-�(�}�v���š�]�}�v�v���o�]�•���š�]�}�v���������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�X�����]�v�•�]�U���•���µ�o�•���o���•�����v�š�]���}�Œ�‰�• fonctionnalisés sont retenus sur la 
colonne de streptavidine et les anticorps non modifiés et donc non retenus sont réinjectés dans la 
boucle pour être modifiés à nouveau. De cette façon les auteurs décrivent une immobilisation 
���[���v�À�]�Œ�}�v���ò�ì% �������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�����v�P���P� �����µ�����}�µ�š�����[�µ�v�����À�]�v�P�š���]�v�������������Ç���o���•�X���W�}�µ�Œ���(�]�v�]�Œ�U���o���•�����v�š�]���}�Œ�‰�•���•�}�v�š��
décrochés de la colonne de streptavidine par réaction SPICC avec un cyclooctyne comportant dans sa 
�•�š�Œ�µ���š�µ�Œ�����µ�v�����u�}�o� ���µ�o�������[�]�v�š� �Œ�!�š���~���Œ�}�P�µ���U���(�o�µ�}�Œophore, séquence nucléique). Cette technologie offre 
�µ�v�� ���}�v�š�Œ�€�o���� �š�}�š���o�� ���µ�� �����Z�� ���š�� �‰���Œ�u���š�� � �P���o���u���v�š�� ������ �(�}�v���š�]�}�v�v���o�]�•���Œ�� �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� �‰���Œ�� �����•�� ���Ç�š�}�š�}�Æ�]�‹�µ���•��
différents si cela est nécessaire.    
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Par la suite, toujours dans notre laboratoire, les iminosydnones ont été utilisées pour le relargage 
contrôlé de fluorophores dans des cellules CHO vivantes.70 Dans cette étude les auteurs utilisent une 
sonde clickable permettant la libération simultanée de deux fluorophores TurnOn, �o�[un situé sur le 
produit de ligation et �o�[autre sur le produit de coupure (Schéma 31). Cette sonde fluorogénique est 
constituée de deux fluorophores partiellement éteints : un noyau styryl-pyridinium par effet ITC et un 
naphtralimide par effet PeT. Une fois la réaction de SPICC réalisée les deux fluorophores retrouvent 
�o���µ�Œ�•���‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �•���������(�o�µ�}�Œ���•�����v���������š���•�[���o�o�µ�u���v�š�������o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ�������•�������o�o�µ�o���•�X 

 

Schéma 31. Ligation coupure SPICC sur cellules CHO vivantes 

Cette étude a permis de confirmer par imagerie confocale que la réaction de ligation coupure a bien 
�o�]���µ�������v�•�������•���•�Ç�•�š���u���•�����}�u�‰�o���Æ���•�U���š���o�•���‹�µ�����o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ�������������o�o�µ�o���•���À�]�À���v�š���•�X�� 

A notre connaissance une seule � �š�µ������ �(���]�š�� � �š���š�� ������ �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v��s in vivo pour des 
applications de diagnostic. Dans cette étude publiée par notre laboratoire en collaboration avec 
�o�[� �‹�µ�]�‰���� ���µ�� �W�Œ�}�(�X�� �^� �����•�š�]���v�� �W���‰�}�š�� ������ �o�[�µ�v�]�À���Œ�•�]�š� �� ������ �W�}�]�š�]���Œ�•�U�� �o���•�� ���µ�š���µ�Œ�•�� ���Æ�‰�o�}�Œ���v�š�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������

 
70 M. Riomet, K. Porte, A. Wijkhuisen, D. Audisio, and F. Taran, Chem. Comm., 56/52 (2020), 7183�t86. 
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micelles immolables par réaction SPICC �‰�}�µ�Œ�� �o���� �o�]��� �Œ���š�]�}�v�� ���}�v�š�Œ�€�o� ���� ���[�µ�v�� �(�o�µ�}�Œ�}�‰�Z�}�Œ���� �����v�•�� �o���� �Ì�}�v����
tumorale (Schéma 32). 71 Cette stratégie élégante est basée sur un double ciblage par effet EPR, et 
utilisant la surexpression de �E-glucuronidase dans le microenvironnement tumoral.   

 

Schéma 32. Micelles clivables par SPICC 

Les micelles utilisées dans cette étude sont construites ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ���[�µ�v�� ���u�‰�Z�]�‰�Z�]�o���� ���}�u�‰�}�•� �� ���[�µ�v����
�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�����Œ���o�]���v�š���µ�v�����‰���Œ�š�]�����‰�}�o���]�Œ���������µ�v�����‰���Œ�š�]�������‰�}�o���]�Œ���X�������v�•���o�[�����µ�U���o�[���u�‰�Z�]�‰�Z�]�o�����•�[���µ�š�}-assemble 
en micelles en encapsulant des molécules apolaires contenues dans le milieu, telle que la cyanine DiR 
���}�u�‰�}�Œ�š���v�š�� ������ �o�}�v�P�µ���•�� ���Z���]�v���•�� ���o�]�‰�Z���š�]�‹�µ���•�� �Z�Ç���Œ�}�‰�Z�}�����•�X�� �>���� ���]�Z�� ���� �o�[���À���v�š���P���� ������ �‰�}�•�•� �����Œ�� �����•��
�‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �•�����[���µ�š�}-quenching de fluorescence à forte concentration ce qui est typiquement le cas au 
sein de la micelle. Ces micelles peuvent alors réagir avec un cyclooctyne par réaction SPICC entrainant 

 
71 K. Porte, B. Renoux, E. Péraudeau, J. Clarhaut, B. Eddhif, P. Poinot, E. Gravel, E. Doris, A. Wijkhuisen, D. Audisio, S. Papot, and F. Taran, 

Angew. Chem. Int. Ed., 58/19 (2019), 6366�t70. 
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la destruction de la micelle et la libération du fluorophore. Néanmoins, seuls les cyclooctynes apolaires 
peuvent pénétrer la micelle et entraîner leur destruction par SPICC. Par exemple le DBCO-glu ne peut 
pas pénétrer la micelle pour la détruire, en raison de la présence de nombreux groupements polaires. 
Il faut que la glucuronidase clive la liaison osidique pour libérer le DBCO-amine qui lui va être capable 
���[�!�š�Œ�����]�v�š���Œ�v���o�]�•� �������v�•���o�� micelle et de libérer la DiR par SPICC. La glucuronidase est sur-exprimée dans 
le microenvironnement tumoral, ainsi les micelles peuvent être clivées seulement dans la masse 
�š�µ�u�}�Œ���o���� ���}�u�‰�}�Œ�š���v�š�� ������ �o���� �P�o�µ���µ�Œ�}�v�]�����•���X�� �>�[� �š�µ������ ���� ���[�����}�Œ���� � �š� �� �u���v� ���� �•�µ�Œ�� �����o�o�µ�o���•�� �À�]�À���v�š���•�� ���š�� �o���•��
�Œ� �•�µ�o�š���š�•���]�v���]�‹�µ���v�š���‹�µ�����o�����Œ� �����š�]�}�v���v�[�����o�]���µ���‹�µ���������v�•���o���������•���}�¶���o���• micelles sont mises en présence de 
DBCO-glu sur des cellules contenant de la glucuronidase (Figure 6).          

M5-DiR + DBCO-glu 
M5-DiR + DBCO-glu 

+  ��-glucuronidase 
 

 

Figure 6. �����•�š�Œ�µ���š�]�}�v���������u�]�����o�o���•�������o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ�������������o�o�µ�o���•���À�]�À���v�š���•���•�µ�]�š���������o�[�������]�š�]�}�v���������������K-Glu et en présence de ou non 
de glucuronidase. 

Ensuite la même étude a été menée sur des souris comportant une tumeur sous cutané xénogreffée 
KB. Les micelles M5-DiR comportant le fluorophore sont injectées en i.v et suivies 24 heures après 
�o�[�]�v�i�����š�]�}�v���]�X�À�����µ��DBCO-glu (Figure 7). 
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Avant traitement M5-DiR M5-DiR + DBCO-glu 

 

Figure 7. �����•�š�Œ�µ���š�]�}�v���������u�]�����o�o���•�����Z���Ì���o�����•�}�µ�Œ�]�•���•�µ�]�š���������o�[�]�v�i�����š�]�}�v���]�X�À�X���������������K-Glu  

Le suivi de la fluorescence indique une augmentation du signal, après injection de DBCO-glu.   

Une analyse par spectrométrie de masse de la tumeur a permis également de confirmer la présence 
���µ���‰�Œ�}���µ�]�š���������o�]�P���š�]�}�v���~�‰�Ç�Œ���Ì�}�o���•�������v�•���o�����u���•�•�����š�µ�u�}�Œ���o�����‰�Œ�}�µ�À���v�š���o�[���(�(�]�������]�š� ���������o�����^�W�/������in vivo.  

Trois projets principaux seront développés dans ce manuscri�š�U�� �o���� �‰�Œ���u�]���Œ�� �Œ���o���š���� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v��
���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•���‰�}�µ�Œ���o������� �š�����š�]�}�v�����š���o�����‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�����[� �‰�]�š�}�‰���•�����v�š�]�P� �v�]�‹�µ���•���š�µ�u�}�Œ���µ�Æ��in vitro et in 
vivo ���� �����•���(�]�v�•�������� ���]���P�v�}�•�š�]���X���>���� �•�����}�v���� �‰�}�Œ�š�����‹�µ���v�š������ �o�µ�]���•�µ�Œ���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������� ���Z�o�}�Œ�}�•�Ç���v�}�v���•�� �‰�}�µ�Œ���o����
développement d�[�µ�v�����š�����Z�v�}�o�}�P�]�����������‰�Œ� ���]���o���P�������µ��18F assistée par reconnaissance moléculaire. Enfin, 
la troisième partie traitera de la découverte et du développement de deux nouvelles classes 
���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•���‰�}�µ�Œ���o�����Œ���o���Œ�P���P�����µ�o�š�Œ��-�Œ���‰�]���������š�����}�v�š�Œ�€�o� �����[�]�•�}���Ç���v���š���•�X������ 
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Chapitre 1 : ��� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�� ���[�µ�v���� �u� �š�Z�}������ ������
détection multiplexée de récepteurs tumoraux 

I Introduction 

I.1 Généralités sur le cancer   

Le cancer est, dans les pays occidentaux, la seconde cause de décès après les maladies cardio-
vasculaires. Cette pathologie est principalement �����µ�•� �����‰���Œ���o�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v���������u�µ�š���š�]�}�v�•����� ���o���v���Z� ���•���‰���Œ��
des facteurs extérieurs (chimiques, physiques ou biologiques) ou par des prédispositions génétiques. 
72 Le cancer est extrêmement complexe, multifactoriel et il varie selon les personnes. Les efforts de la 
recherche se dirigent depuis plusieurs années vers des traitements de plus en plus ciblés et adaptés à 
chaque patient, on parle de médecine personnalisée. En conséquence, le nombre de thérapies ciblées 
actuellement sur le marché, ou en essais cliniques, évolue de façon exponentielle. Ce nombre toujours 
grandissant posera à terme le problème du choix thérapeutique qui nécessite de prédire quel sera le 
meilleur traitement pour un patient donné.      

�W�}�µ�Œ���u�]���µ�Æ�����}�u�‰�Œ���v���Œ�����������‹�µ�[���•�š���µ�v�������v�����Œ�����š�������‹�µ���o���‰�}�]�v�š���������š�Ç�‰�����������‰���š�Z�}�o�}�P�]�������•�š�����}�u�‰�o���Æ���U���]�o���(���µ�š��
���[�����}�Œ���� ���]���v�� ���}�u�‰�Œ���v���Œ���� �o���� �(�}�v���š�]�}�v�v���u���v�š�� ���µ�� ���}�Œ�‰�•�� �Z�µ�u���]�v�X�� ���v�� �š���u�‰�•�� �v�}�Œ�u���o, les cellules 
communiquent entre elles. Leur survie dépend du bon fonctionnement de chacun de leurs organelles. 
Si une cellule présente une altération de son génome à un temps donné de sa vie, des processus 
biologiques sont �u�]�•�����v���‰�o���������‰���Œ���v�}�š�Œ�������}�Œ�‰�•���‰�}�µ�Œ���o�[� liminer�X�����[���•�š �o�[apoptose cellulaire. En revanche, 
si une cellule ne répond plus à ces processus de régulation et prolifère de façon invasive, on parle alors 
de cancer. Dans les cas les plus graves, la survie du patient est menacée, en particulier lorsque la 
maladie en est à un stade avancé. Le patient est alors condamné à mourir des conséquences directes 
ou indirectes de son cancer plus ou moins rapidement.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Répartition des différents cancers (chiffres de 2018) Chiffre INCa 

 
72 Jean-Christophe FRICAIN, Oncologie, (2016). 

o 382 000 nouveaux cas diagnostiqués en 2018 

o 68 ans est l�[��ge médian au moment du diagnostic 

o 157 400 décès en 2018   

o 63,5% des personnes souffrent de séquelles dues 

au cancer ou aux traitements  

o 20 % des personnes ne travaillent plus 5 ans après 

le diagnostic 
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En 2018, plus de 380 000 nouveaux cas de cancer ont été diagnostiqués avec un âge médian de 68 ans. 
157 000 personnes sont mortes des suites de la maladie ou des traitements (Figure 8, chiffres de 
�o�[�]�v�•�š�]�š�µ�š���v���š�]�}�v���o�����µ�������v�����Œ). La répartition des types de cancer est assez hétérogène et dépend du 
sexe, du niveau de vie et de nombreux autres paramètres. Face à cette hétérogénéité, il devient 
important de développer des technologies pour diagnostiquer le cancer plus efficacement et plus 
�Œ���‰�]�����u���v�š�X�����v���‰�Œ���š�]�‹�µ���U���‰�}�µ�Œ����� �š���Œ�u�]�v���Œ���•�]���µ�v���‰���š�]���v�š�����•�š�����š�š���]�v�š�����[�µ�v�������v�����Œ, le médecin procède à 
�µ�v�� ���}�•���P���� �����•�� �u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•�� �š�µ�u�}�Œ���µ�Æ�X�� �>���� �•�µ�]�š���� ������ �o�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v�� ��� ���Œ�]�Œ���� ���Œ�]èvement les techniques 
utilisées dans les laboratoires biomédicaux pour déterminer la présence de marqueurs tumoraux chez 
un patient. Ensuite, nous verrons les techniques décrites dans la littérature pour effectuer ce type 
���[���v���o�Ç�•���X 

I.2 Analyses cliniques des marqueurs tumoraux  

Les marqueurs tumoraux, souvent des protéines, sont produits par le tissu cancéreux ou par le corps 
en réponse à la croissance d�[�µ�v cancer. Certaines de ces substances peuvent être détectées dans les 
fluides biologiques (sang, urine�Y) et sont généralement, en complément de �o�[�]�u���P���Œ�]�����u� ���]�����o���U���µ�v����
aide essentielle pour détecter et diagnostiquer certains cancers. Plus récemment, de nouveaux types 
de tests ont été développés pour rechercher des changements dans le matériel génétique (ADN, ARN). 
En effet, des modifications génétiques se sont révélées être associées à certains cancers et leur 
détection peut être utilisée pour guider le clinicien dans le choix du traitement. 73 

I.2.i Analyse des marqueurs du cancer dans les fluides biologiques 

      �>�[���v���o�Ç�•���������•���(�o�µ�]�����•�����]�}�o�}�P�]�‹�µ���•���~�•���v�P�U��urine), apparentée à une biopsie liquide, est facile à mettre 
���v�� �ˆ�µ�À�Œ���U�� �]�v���}�o�}�Œ���� ���š�� �š�Œ���•�� �‰���µ�� ���}�¸�š���µ�•��.74 Le dosage sanguin des marqueurs tumoraux est une 
technique très sensible, qui permet de détecter la présence de tumeurs, même de petite taille.73 Cet 
���Æ���u���v���‰���Œ�u���š��� �P���o���u���v�š���������•�µ�]�À�Œ�����o�–� �À�}�o�µ�š�]�}�v�����[�µ�v�����o� �•�]�}�v�������v��� �Œ���µ�•�������µ�����}�µ�Œ�•�����µ���š�Œ���]�š���u���v�š�X��La 
présence de certains marqueurs est simplement un indice pour le diagnostic, car elle peut également 
�•�]�P�v���o���Œ�� �����•�� �‰���š�Z�}�o�}�P�]���•�� �v�}�v�� �u���o�]�P�v���•�X�� �>�}�Œ�•�� ���[���Æ���u���v�•�� �Œ�}�µ�š�]�v�]���Œ�•, on dose par exemple le taux 
d�[���v�š�]�P���v�� spécifique de la prostate (ASP), dans le cas du cancer de la prostate ou alors le taux 
���[antigène carcino-embryonnaire (ACE), une protéine qui intervient dans le mécanisme d'adhésion 
cellulaire, principalement pour le cancer du côlon, du sein, du poumon ou du pancréas. Ces dosages 
sont en général �Œ� ���o�]�•� �•�������o�[���]���������[���v�š�]���}�Œ�‰�•���•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•�X 

I.2.ii Analyse des marqueurs du cancer par biopsie tumorale 

La biopsie est un examen indispensable pour correctement diagnostiquer un cancer et, à elle seule, 
permet de préciser la nature de la lésion cancéreuse.75 En pratique, la biopsie consiste à prélever un 
échantillon de tissu pour ensuite �o�[���Æ���u�]�v���Œ���‰���Œ���u�]���Œ�}�•���}�‰�]���X Selon la localisation de la lésion tumorale, 
la biopsie est réalisée par ponction, ou �o�}�Œ�•�����[�µ�v�����]�v�š���Œ�À���v�š�]�}�v�����Z�]�Œ�µ�Œ�P�]�����oe où le praticien retire une 
partie des tissus suspects. 

���‰�Œ���•�� �o�[�]�v�š���Œ�À���v�š�]�}�v�� ���Z�]�Œ�µ�Œ�P�]�����oe, �o�[���v���š�}�u�}-pathologiste récupère les tissus cancéreux pour les 
���Æ���u�]�v���Œ�� ���� �o�[�ˆ�]�o�� �v�µ��afin de déterminer le potentiel évolutif de la tumeur ainsi que la présence 
éventuelle de nécrose. A �o�[�]�•�•�µe de cette analyse macroscopique, le pathologiste passe ensuite à des 

 
73 M. Ignatiadis, G. W. Sledge, and S. S. Jeffrey, Nature Reviews Clinical Oncology, 18/5 (2021), 297�t312. 
74 NCI Dictionary of Cancer Terms - NCI, (2011). 
75 S. Kim, J. C.-Sik Park,  Journal of Pathology and Translational Medicine, (2016) 50(6): 411-418. 
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analyses histologiques des fragments récupérés par le chirurgien, afin de déterminer la nature des 
cellules composant la lésion. Dans la quasi-totalité des cas, �o�[���v���o�Ç�•�����Z�]�•tologique est complétée par 
une analyse immunohistochimique, �‹�µ�]���‰���Œ�u���š�����[�]�����v�š�]�(�]���Œ���o���•���‰�Œ�}�šéines exprimées au sein du tissu. 
L'immunohistochimie exploite la capacit� �����[�µ�v�����v�š�]���}�Œ�‰�•�������•�����o�]��r spécifiquement à des antigènes dans 
les tissus biologiques (Figure 9).75 La plupart du temps, des anticorps monoclonaux sont utilisés. Deux 
processus sensiblement similaires ont été développés �W�� �o�[�]�u�u�µ�v�}�Z�]�•�š�}���Z�]�u�]���� �]�v���]�Œ�����š���� ���š�� ���]�Œ�����š���X��
(Figure 9. A) Le principe �������o�[�]�u�u�µ�v�}�Z�]�•�š�}���Z�]�u�]����est simple : un premier anticorps (anticorps primaire) 
est ajouté sur la coupe tissulaire pour se fixe�Œ�� �•�‰� ���]�(�]�‹�µ���u���v�š�� �•�µ�Œ�� �o�[���v�š�]�P���v���� ���� �u���š�š�Œ���� ���v�� � �À�]�����v�����X��
Ensuite, un second anticorps (anticorps secondaire) capable de reconnaître la partie constante des 
anticorps, et donc de se fixer à �o�[anticorps primaire, est ajouté. Dans la plupart des cas, l'anticorps 
secondaire est conjugué à une enzyme (souvent peroxydase de Raifort HRPO) capable de catalyser la 
�(�}�Œ�u���š�]�}�v�����[�µ�v���‰�Œ�}���µ�]�š�����}�o�}�Œ� ���}�µ���(�o�µ�}�Œ���•�����v�š�����š�����}�v�������[���u�‰�o�]�(�]���Œ���o�����•�]�P�v���o. Les anticorps peuvent aussi 
être marqués par un fluorophore, comme des rhodamines pour des tests ���[�]�u�u�µ�v�}�(�o�µ�}�Œ���•�����v�����X��Dans 
�o���� �����•�� ������ �o�[�]�u�u�µ�v�}�Z�]�•�š�}���Z�]�u�]���� ���]�Œ�����š���� �~Figure 9. B), �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� ���•�š�� ���]�Œ�����š���u���v�š�� �u���Œ�‹�µ� �� ���À������ �µ�v��
rapporteur coloré ou fluorescent et permet la visualisation directe de sa cible.  

 

Figure 9. A. Immunohistochimie indirecte B. Immunofluorescence directe 

I.2.iii Analyse génétique et moléculaire des tumeurs  

Pour compléter les examens, des analyses du patrimoine génétique de la tumeur peuvent être 
effectuées, en �•�[�]�v�š� �Œ���•�•���v�š�� ���� �o�[�����E�� ���š��aux ARN messagers. On recherche alors des anomalies qui 
peuvent prendre la forme de translocations (échange réciproque de matériel chromosomique entre 
des chromosomes non homologues), ���[���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v�•���~���µ�P�u���v�š���š�]�}�v�����µ���v�}�u���Œ�������������}�‰�]���•�����[�µ�v���P���v���•��
�}�µ���������u�µ�š���š�]�}�v�•���~�u�}���]�(�]�����š�]�}�v���������o�����•� �‹�µ���v�������v�µ���o� �}�š�]���]�‹�µ�������[�µ�v���P���v���•�X76 

 
76 G. Buono, L. Gerratana, M. Bulfoni, N. Provinciali, D. Basile, M. Giuliano, C. Corvaja, G. Arpino, L. Del Mastro, S. De Placido, M. De 

Laurentiis, M. Cristofanilli, and F. Puglisi, Cancer Treatment Reviews, 73 (2019), 73�t83. 
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Bien que les marqueurs tumoraux fournissent de précieuses informations �•�µ�Œ���o�������]�}�o�}�P�]�������[�µ�v�����š�µ�u���µ�Œ�U��
celles-ci ne sont pas toujours faciles à interpréter. En raison de nombreux facteurs, les marqueurs 
tumoraux ne sont pas toujours spécifiques. Par exemple, certains marqueurs tumoraux peuvent être 
élevés chez des patients ���Ç���v�š�����[���µ�š�Œ��s types de maladies ; d�[���µ�š�Œ��s marqueurs sont, quant à eux, très 
peu spécifiques ���[un cancer donné. �����š�]�š�Œ�������[���Æ���u�‰�o�����o�� marqueur Antigène carbohydrate 19-9 (CA19-
9) peut être associé à des cancers du pancréas, des voies biliaires, de la vessie, �������o�[���•�š�}�u�������}�µ���u�!�u����
du côlon.77 �>�����š���µ�Æ�����[�µ�v���u���Œ�‹�µ���µ�Œ�����}�v�v� ���‰���µ�š��� �P���o���u���v�š���!�š�Œ�����š�Œ���•�����]�(�(� �Œ���v�š�����[�µ�v���‰���š�]���v�š�������µ�v�����µ�š�Œ����
pour un même cancer. Par conséquent, les marqueurs tumoraux ne permettent pas à eux seuls de 
faire un diagnostic fiable. Ils doivent être impérativement associés à ���[���µ�š�Œ��s méthodes ���[���v���o�Ç�•��s et 
notamment à de �o�[�]�u���P���Œ�]�����u� ���]�����o���X  

Ces dernières années, de plus en plus de méthodes ont été développées dans la littérature pour 
améliorer la détection des marqueurs tumoraux en multiplexant les analyses histologiques, telle que 
�o�[�]mmunohistochimie cyclique par fluorescence (Figure 10).  

 

Figure 10. Immunohistochimie cyclique par fluorescence 

�h�v�� �‰�Œ���u�]���Œ�� �]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �� �‰���Œ�u���š�� ������ �À�]�•�µ���o�]�•���Œ�� �µ�v���� �‰�Œ���u�]���Œ���� ���]���o���U�� ���v�•�µ�]�š���� �o�[�]�v�����š�]�À���š�]�}�v�� ���µ��
�(�o�µ�}�Œ�}�‰�Z�}�Œ���� �‰���Œ�� �•�š�]�u�µ�o�µ�•�� ���Æ�š���Œ�v���� �‰���Œ�u���š�� ���[�]�v�Z�]�����Œ�� �•���� �(�o�µ�}�Œ���•�����v�����X�� �>�[���i�}�µ�š�� ���[�µ�v�� �•�����}�v����
immunoconjugué ciblant un autre récepteur permet de visualiser un autre antigène et ainsi de suite. 
Cependant, la principale limitation de ce type d�[�Z�]�•�š�}���Z�]�u�]�� cyclique �Œ���•�š�����o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�����������}�v���]�š�]�}�v�•��
réactionnelles assez dures (NaOH-H2O2, photoblanchiment) pour inactiver la fluorescence, conditions 
pouvant être délétères pour le matériel biologique.78,79,80 

���[���•�š�� �‰�}�µ�Œ�‹�µ�}�]�� ���[���µ�š�Œ���•���u� �š�Z�}�����•�� �}�v�š�� � �š� �� ��� �À���o�}�‰�‰� ���•�� ���v�� �•���� �����•���v�š�� �•�µ�Œ���o�[�]�u���P���Œ�]���� �u�µ�o�š�]�‰�o���Æ� ���� �‰���Œ��
�(���]�•�������µ�� ���[�]�}�v�•��par exemple, mais ces techniques restent très gourmandes en temps et peuvent 
présenter un manque de compatibilité avec le matériel biologique.81   

�>���� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ���‰�‰�}�Œ�š� ���� �‰���Œ�� �o���•�� ���Z���u�}���]�}�o�}�P�]�•�š���•�� ���� � �š� �� ���[�µ�š�]�o�]�•���Œ�� ���À���v�š���P���µ�•���u���v�š�� �o���•�� �Œ� �����š�]�}�v�•��
bioorthogonales pour développer des technologies pouvant pallier les problèmes rencontrés. En 
combinaison avec des réactions bioorthogonales de plus en plus performantes, les analyses 

 
77 T. Lee, T. Z. J. Teng, and V. G. Shelat, World Journal of Gastrointestinal Surgery, 12/12 (2020), 468�t90. 
78 M. J. Gerdes, C. J. Sevinsky, A. Sood, S. Adak, M. O. Bello, A. Bordwell, A. Can, A. Corwin, S. Dinn, R. J. Filkins, D. Hollman, V. Kamath, S. 

Kaanumalle, K. Kenny, M. Larsen, M. Lazare, Q. Li, C. Lowes, C. C. McCulloch, E. McDonough, M. C. Montalto, Z. Pang, J. Rittscher, A. 
Santamaria-Pang, B. D. Sarachan, M. L. Seel, A. Seppo, K. Shaikh, Y. Sui, J. Zhang, and F. Ginty, PNAS, 110/29 (2013), 11982�t87. 

79 J.-R. Lin, M. Fallahi-Sichani, and P. K. Sorger, Nat. Comm., 6/1 (2015), 8390. 
80 W. Schubert, B. Bonnekoh, A. J. Pommer, L. Philipsen, R. Böckelmann, Y. Malykh, H. Gollnick, M. Friedenberger, M. Bode, and A. W. M. 

Dress, Nat. Biotech., 24/10 (2006), 1270�t78. 
81 M. Angelo, S. C. Bendall, R. Finck, M. B. Hale, C. Hitzman, A. D. Borowsky, R. M. Levenson, J. B. Lowe, S. D. Liu, S. Zhao, Y. Natkunam, 

and G. P. Nolan, Nat. Med., 20/4 (2014), 436�t42. 
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histologiques deviennent alors plus efficaces et plus précises. Les paragraphes suivants seront focalisés 
sur ces techniques. 

I.3 �D� �š�Z�}�����•�� ���Z���u�}���]�}�o�}�P�]�‹�µ���•�� ���[���v���o�Ç�•���•�� �����•�� �u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•���š�µ�u�}�Œ���µ�Æ����� ���Œ�]�šes dans 
la littérature 

�>������� �š�����š�]�}�v���u�µ�o�š�]�‰�o���Æ� �������[� �‰�]�š�}�‰���•�����v�š�]�P� �v�]�‹�µ���•��a un intérêt grandissant en médecine pour accéder 
�‰�o�µ�•�� �Œ���‰�]�����u���v�š�� ���� �‰�o�µ�•�� ���[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�• sur la nature du cancer. Le développement de telles 
technologies permet de réduire le temps de diagnostic et inévitablement le temps de prise en charge 
des patients atteints de maladies. Ces dernières années, plusieurs exemples ont été rapportés dans la 
�o�]�š�š� �Œ���š�µ�Œ�������v���•�[���‰�‰�µ�Ç���v�š���•�µ�Œ�����]�(�(� �Œ���v�š���•���u� �š�Z�}�����•���~���Ç�š�}�u� �š�Œ�]�������v���(�o�µ�Æ�U��spectrométrie �������u���•�•���Y�•.82,83 
Dans cette introduction nous concentrerons notre attention sur les méthodes basées sur la chimie 
bioorthogonale.  

�����µ�Æ�� �P�Œ�}�µ�‰���•�� �}�v�š�� �Œ� �����u�u���v�š�� ��� ���Œ�]�š�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������ �o���� ���Z�]�u�]���� ���]�}�}�Œ�š�Z�}�P�}�v���o���� �‰�}�µ�Œ�� �o���� ��� �š�����š�]�}�v��
multiplexée ultra rapide de récepteurs tumoraux et ce de façon itérative. En 2017, Guo et ses 
collaborateurs �}�v�š�� ��� ���Œ�]�š�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ���[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �•�� �(�o�µ�}�Œ���•�����v�š�•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� ��� �š�����š�]�}�v�� ���Ç���o�]�‹�µ����
���[� �‰�]�š�}�‰���•�� �š�µ�u�}�Œ���µ�Æ�X84 �>���� �š�����Z�v�}�o�}�P�]���� �Œ���‰�}�•���� �•�µ�Œ�� �o�[�]�v�����š�]�À���š�]�}�v�� ������ �o���� �(�o�µ�}�Œ���•�����v������ ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•��
fluorescents par une réaction de Staudinger, �•�µ�]�À�]�������[une hydrolyse de la fonction hémiaminale (Figure 
11).  

 

Figure 11. Technologie développée par Guo et son équipe 

�h�v���� �‰�Œ���u�]���Œ���� �]�v���µ�����š�]�}�v�������•�� ���v�š�]���}�Œ�‰�•���(�o�µ�}�Œ���•�����v�š�•���‰���Œ�u���š�����[������� �����Œ�����µ�Æ�����v���o�Ç�•���•�� �Z�]�•�š�}���Z�]�u�]�‹�µ���•�X��
Ensuite, une phosphine est ajoutée dans le milieu pour détacher les fluorophores des anticorps. Après 

 
82 S. K. Saka, Y. Wang, J. Y. Kishi, A. Zhu, Y. Zeng, W. Xie, K. Kirli, C. Yapp, M. Cicconet, B. J. Beliveau, S. W. Lapan, S. Yin, M. Lin, E. S. 

Boyden, P. S. Kaeser, G. Pihan, G. M. Church, and P. Yin, Nat. Biotechnol., 37/9 (2019), 1080�t90. 
83 F. J. Hartmann and S. C. Bendall, Nature Reviews. Rheumatology, 16/2 (2020), 87�t99. 
84 M. Mondal, R. Liao, L. Xiao, T. Eno, and J. Guo, Angew. Chem. Int. Ed., 56/10 (2017), 2636�t39. 
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lavage, un autre anticorps est utilisé pour accéder cette fois-���]�������o�����À�]�•�µ���o�]�•���š�]�}�v�����[�µ�v�����µ�š�Œ�����Œ� �����‰�š���µ�Œ��
et ainsi de suite.  

 

Figure 12. Imagerie par microscopie fluorescente cyclique par réaction de Staudinger. Marqueurs tumoraux détectés : A. p-
4E-BP1 B. pan cytokeratin C. p-Akt (T308) D. p-Akt(S473) E. p-p44/42MAPK F. EGFR, G. c-erbB2 H. p53 I. Ki67 J.  Ezh2 K. 

vimentin L. histone H4 M. Superposition des image (A)�t(L). 

Guo décrit une des premières analyses par immunohistochimie itérative de récepteurs tumoraux, cette 
nouvelle méthode a permis aux auteurs de détecter 12 récepteurs différents (avec 12 
immunoconjugués), sur une même lignée cellulaire et ainsi de connaître la répartition spatiale de 
chaque récepteur avec une très bonne résolution (Figure 12). Le groupe de Guo pose alors les bases 
���[�µ�v�� �v�}�µ�À�����µ�� �š�Ç�‰���� ���[���v���o�Ç�•���� �Z�]�•�š�}�o�}�P�]�‹�µ���� ���v�� ���Ç���o���� �‰���Œ�� �(�o�µ�}�Œ���•�����v������ �‰�}�µ�Œ�� �o�[� �š�µ������ �����•�� �Œ� �����‰�š���µ�Œ�•��
tumoraux assisté par chimie bioorthogonale. La principale limitation de cette méthode reste 
�o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) à de très fortes concentrations (100 mM), 
pendant un temps assez long (30 min) pour assurer un taux de coupure des fluorophores acceptable. 
�����•�� ���}�v���]�š�]�}�v�•�� ���Œ���•�š�]�‹�µ���•�� �v���� �‰���µ�À���v�š�� �!�š�Œ���� �µ�š�]�o�]�•� ���•�� �‹�µ�[���À������ �����•�� �����o�o�µ�o���•�� �(�]�Æ� ���•���‰�µ�]�•�‹�µ�[�µ�v�� 
concentration aussi élevée en TCEP tuerait les cellules.    

Le groupe de Weissleider a publié en 2020 une méthode élégante basée sur la réaction de ligation 
Tz/TCO.85 �����v�•�������š�š�����u� �š�Z�}�������o���•�����µ�š���µ�Œ�•����� ���Œ�]�À���v�š���o�����•�Ç�v�š�Z���•�������[���v�š�]���}�Œ�‰�•���(�o�µ�}�Œ���•�����v�š�•�����}�u�‰�}�Œ�š���v�š 
dans leurs structures un motif trans-���Ç���o�}�}���š���v���X���>�[�������]�š�]�}�v�����[�µ�v���‹�µ���v���Z���µ�Œ���������(�o�µ�}�Œ���•�����v�������š���š�Œ���Ì�]�v����
(BHQ-�d�Ì�•���‰���Œ�u���š�����o�}�Œ�•�����[� �š���]�v���Œ�����‹�µ���•�]�u���v�š���š�}�š���o���u���v�š���o�����(�o�µ�}�Œ���•�����v�������������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�����v���•�����(�]�Æ���v�š���•�µ�Œ��
celui-ci par réaction IEDDA (Figure 13).  

 
85 J. Ko, J. Oh, M. S. Ahmed, J. C. T. Carlson, and R. Weissleder, Angew. Chem. Int. Ed., 59/17 (2020), 6839�t46. 
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Figure 13. Technologie développée par Weissleider et son équipe en 2020 

 

Figure 14. Détection de marqueurs par immunohistochimie cyclique �����o�[���]�������������o�����Œ� �����š�]�}�v���/�������� sur cellules cancéreuses 
de souris.  

Avec cette méthode, les auteurs ont détecté de façon itérative 12 marqueurs différents en effectuant 
4 cycles successifs (ce qui revient à détecter 3 marqueurs par cycle avec 12 anticorps différents) (Figure 
14). De plus, les réactions de ligation observées sont extrêmement rapides, en moins de 10 secondes 
la quasi-�š�}�š���o�]�š� ���������o�����(�o�µ�}�Œ���•�����v�������������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�����•�š���]�v�Z�]��� �����u�!�u�������������•�����}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•���(���]���o���•��(20 
µM). Les auteurs ont également travaillé sur cellules fixées pour effectuer leurs études. 
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A la suite de cette étude le même groupe a publié un travail similaire basé sur un échange rapide de 
fluorophores par réaction IEDDA Tz/TCO (méthode SAFE : Scission-Accelerated-Fluorophore-
Exchange) (Schéma 33).86 �����v�•�� �����š�� ���Œ�š�]���o���� �o���•�� ���µ�š���µ�Œ�•�� ��� ���Œ�]�À���v�š�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������tétrazine-BHQ 
comportant une amine dans sa structure. Cette modification permet notamment de faciliter 
�o�[� �o�]�u�]�v���š�]�}�v�����µ���(�o�µ�}�Œ�}�‰�Z�}�Œ����éteint par le BHQ.   

 

Schéma 33. Technologie développée par Weissleider et son équipe en 2022 

Il ont également constaté que cette méthode présentait des constantes de vitesses ���[���Æ�š�]�v���š�]�}�v�� ������
fluorescence de près de 106 L/mol/s. Cette valeur est près de 3000 fois plus élevée que les constantes 
de vitesse de cycloaddition normalement atteintes avec ce type de tétrazines et de TCO. Cette 
accélération permet de travailler à des concentrations �������o�[�}�Œ���Œ�������µ��micro-molaire voire de la centaine 
de nano-molaire, �š�}�µ�š�����v�����Ç���v�š�������•���š���u�‰�•���������Œ� �����š�]�}�v���������o�[�}�Œ���Œ�����������o���� dizaine de secondes (Figure 15). 
Les auteurs on vérifié leur méthode sur cellules A431 traitées avec du cétuximab trans-cyclooctène 
AlexaFluor 647 (image à 0 s Figure 15). Ensuite, 500 mM de BHQ3-Tz sont ajoutés et près de 84% de la 
fluorescence est perdue �ñ���•���•���µ�o���u���v�š�����‰�Œ���•���o�[���i�}�µ�š�X��Le temps de demi réaction est de seulement 1,9 
s.  

 
86 J. Ko, M. Wilkovitsch, J. Oh, R. H. Kohler, E. Bolli, M. J. Pittet, C. Vinegoni, D. B. Sykes, H. Mikula, R. Weissleder, and J. C. T. Carlson, Nat. 

Biotechnol., (2022), 1�t9. 
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Figure 15. Extinction de la fluorescence sur cellules A431 traitées avec du cétuximab trans-cyclooctène AF647 et après ajout 
de BHQ3-TZ (bar de mesure 50 µM)    

Les auteurs ont testé leur système optimisé sur �‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�������•�����[� �š�µ���������š���•�}�v�š�����o�o� �•���i�µ�•�‹�µ�[�����µ�š�]�o�]�•���Œ���o���µ�Œ��
méthode sur coupe tissulaire hépatique vivante (Figure 16). Ce test a permis de localiser près de 6 
récepteurs différents avec 6 anticorps en 3 cycles sans tuer les cellules.   

 

Figure 16. Images de tissus hépatiques de souris avec la méthode SAFE (Scission-Accelerated-fluorophore-Exchange) (Tissu 
récolté sur des souris (MerTK)GFP ; Cycle 1 : identification des récepteurs CD4+ et CD8+ (image 1);  Cycle 2 : identification 
des récepteurs CD11b+ et Ter119+ (image 2); Cycle 3 : identification des récepteurs CD45+ et MHC-I+ (image 3A) ; image 
3B : Identification des récepteurs CD45 et MHC-1 avec marquage Calcein AM et Hoechst. Calcein AM est un marqueur de 

cellules vivantes et Hoechst est un marqueur de noyaux).  

Ces technologies présentent des caractéristiques assez impressionnantes et ont de bonnes chances 
���[�!�š�Œ�����µ�š�]�o�]�•� ���•���µ�v���i�}�µ�Œ, ���v���Œ�}�µ�š�]�v���������v�•�������•���o�����}�Œ���š�}�]�Œ���•�����[���v���o�Ç�•�������]�}�u� ���]�����o���X�� 

Malheureusement, �o���•�� �u� �š�Z�}�����•�� ��� �À���o�}�‰�‰� ���•�� �i�µ�•�‹�µ�[���� �‰�Œ� �•���v�š�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �µ�v�]�‹�µ���u���v�š�� ���[���(�(�����š�µ���Œ��
des analyses ex vivo. Dans le cadre de cette thèse, la technologie que nous voulons développer est 
�•���v�•�]���o���u���v�š�����]�(�(� �Œ���v�š�������š���‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���‰���Œ�u���š�š�Œ�������[�}���š���v�]�Œ���µ�v���P�Œ���v�����v�}�u���Œ�������[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•�����v���µ�v�����•���µ�o����
���v���o�Ç�•���X���E�}�š�Œ�������‰�‰�Œ�}���Z�����Œ���‰�}�•�����•�µ�Œ���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���������o�������Z�]�u�]�������]�}�}�Œ�š�Z�}�P�}�v���o������t de la spectrométrie de 
masse des fluides biologiques comme technique de caractérisation des biomarqueurs. Cette approche 
pourrait permettre la quantification des récepteurs les uns par rapport aux autres (Figure 17), sur des 
coupes tissulaires issues de biopsies, mais aussi potentiellement in vivo, un aspect qui semble plus 
complexe à obtenir avec les méthodes actuelles.  
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Figure 17. Technologie envisagée dans notre projet (EM = Etiquette de masse) 

�D�}�v���‰�Œ�}�i���š���������š�Z���•�����•�[�]�v�•���Œ�]�š�������v�•�������š�š�����š�Z� �u���š�]�‹�µ������������� �š�����š�]�}�v���u�µ�o�š�]�‰�o���Æ� e de récepteurs tumoraux 
par réactions bioorthogonales. La prochaine partie sera dédiée à la présentation du projet en 
contextualisant ses enjeux.  

II Présentation du projet 

�>������� �š�����š�]�}�v�����[�µ�v�������v�����Œ�������µ�v�����‰�Z���•�����‰�Œ� ���}�������������•�}�v����� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�����•�š�����•�•���v�š�]���o�o�����‰�}�µ�Œ�����µ�P�u���v�š���Œ��
les chances de survie des patients.87 Malheureusement, chaque patient est unique et présente des 
spécificités tumorales qui lui sont propres. En effet, deux patients présentant le même cancer peuvent 
répondre très différemment à un même traitement. A la vue du nombre grandissant de cancers dans 
le monde, �]�o�������À�]���v�š�����•�•���v�š�]���o�����[� �o�����}�Œ���Œ�������•���u� �š�Z�}�����•�� ���[���v���o�Ç�•���� �‰���Œ�•�}�v�v���o�]�•� es, qui permettraient 
���[������� �����Œ���Œ���‰�]�����u���v�š�����µx spécificités biologiques ���[�µ�v���u���o�������X���/�o���•�[���P�]�Œ���]�š�����o�}�Œ�•�����[���v�š�]���]�‰���Œ���o�����Œ� �‰�}�v�•����
���[�µ�v���‰���š�]���v�š�������µ�v���š�Œ���]�š���u���v�š��donné, pour trouver le traitement le plus approprié.  

�>�[���‰�‰�Œ�}���Z�����‹�µ�����v�}�µ�•���•�}�µ�Z���]�š�}�v�•���•�µ�]�À�Œ�����Œ���‰�}�•�����•�µ�Œ���o�[���o�o�]���v�����������������µ�Æ���P�Œ���v�����•���š�����Z�v�]�‹�µ���•��importantes 
en oncologie �W���o�[�]magerie médicale et la spectrométrie de masse. Cette combinaison permettrait à la 
fois �������o�}�����o�]�•���Œ���o�����š�µ�u���µ�Œ�����š�����[���v���o�Ç�•���Œ���•����biologie et ce en un seul test. Cette approche multiplexée 
et combinée permettrait de réduire considérablement la lourdeur des analyses médicales et surtout 
apporterait des informations sur la nature de la tumeur in vivo.  

Basé sur les récentes découvertes de nos laboratoires dans le domaine de la chemobiologie, mon 
projet de thèse vise à développer une méthode de caractérisation in vitro et in vivo de différents 
marqueurs biologiques en combinant la chimie bioorthogonale et l'analyse par spectrométrie de 
masse des fluides biologiques (Schéma 34). Cette technologie impliquerait l'injection d'un mélange 
d'anticorps, liés (via une iminosydnone) à des étiquettes de masse (EM). Après accumulation des 
anticorps dans la zone tumorale, un dérivé cyclooctyne serait injecté pour induire une réaction de 
ligation coupure SPICC. Ainsi, cette réaction entrainerait la libération des étiquettes de masse dans les 
fluides ���]�}�o�}�P�]�‹�µ���•�� �~�•���v�P�U�� �µ�Œ�]�v���•�X�� �>���� �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o�[�����}�v�����v������ ������chaque étiquette permettrait 
alors de connaître la répartition de chaque récepteur tumoral au sein de la lésion. Cette analyse 

 
87 Diane Damotte, Karen Leroy, livre, IMMUNITE ANTI-TUMORALE  (2019). 
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permettrait de déterminer quel récepteur est le plus abondant et donc de déterminer quel anticorps 
peut être utilisé pour soigner le patient.  

 

Schéma 34. Principe général du projet de thèse 

�>�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ���[� �š�]�‹�µ���š�š���•��de masse comme rapporteurs a �o�[���À���v�š���P���� ������ �‰���Œ�u���š�š�Œ���� �o���� �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� ������ �o����
technologie pour une potentielle utilisation in vivo. En effet, le cyclooctyne pourrait être injecté 
�‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•���i�}�µ�Œ�•�����‰�Œ���•���]�v�i�����š�]�}�v�����µ�����}���l�š���]�o�����[���v�š�]���}�Œ�‰�•�����š���Œ� ���P�]�Œ�����À�������o�����o�]���v���]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�����‰�}�µ�Œ���o�]��� �Œ���Œ��
les étiquettes qui leur sont accrochés. Une analyse par spectrométrie de masse des liquides 
biologiques �~�•���v�P�U���µ�Œ�]�v���•���Y�•���‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�����o�}�Œ�•���‰���Œ�u���š�š�Œ�������[�]�����v�š�]�(�]���Œ���o���•�����]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•���o���•���‰�o�µ�•�����Æ�‰�Œ�]�u� �•��
dans la tumeur. Le principal intérêt de cette approche in vivo ���•�š���o�]� �������o�[�Z� �š� �Œ�}�P� �v� �]�š� �������•���š�µ�u���µ�Œ�•, qui 
�v�[���•�š�� �‰���•�� �Œ���‰�Œ� �•���v�š� ���� �o�}�Œ�•�����[�µ�v���� ���]�}�‰�•�]��, puisque juste un morceau de la tumeur est prélevé. Dans 
�o�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �‰�Œ�}�‰�}�•� ��, le cyclooctyne pourrait en principe réagir sur la totalité des anticorps liés à la 
tumeur, ������ �‹�µ�]�� ���}�v�v���Œ���]�š�� �µ�v���� �Œ���‰�Œ� �•���v�š���š�]�}�v�� �‰�o�µ�•�� �(�]�����o���� ������ �o�[�����}�v�����v������ �Œ���o���š�]�À���� �����•�� ���]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•��
tumoraux. Evidemment, cette approche in vivo est extrêmement risquée et présente un nombre 
�]�v�����o���µ�o�����o���� ���[�}���•�š�����o���•�� ���� �•�µ�Œ�u�}�v�š���Œ�� �‰���Œ�u�]�� �o���•�‹�µ���o�•�� �v�}�µ�•�� �‰�}�µ�À�}�v�•�� ���]�š���Œ : la cinétique de réaction 
iminosydnone/cyclooctyne ; la biodistribution du cyclooctyne �V�� �o���� �‰�Œ� �•���v������ ���[���v�š�]���}rps hors site 
tumoral ; la pharmacocinétique des étiquettes �������u���•�•�������š���Y 

���[���•�š���o�����Œ���]�•�}�v���‰�}�µ�Œ���o���‹�µ���o�o���U�������v�•���µ�v���‰�Œ���u�]���Œ���š���u�‰�•���o�����u� �š�Z�}�����������À�Œ�����!�š�Œ�����À���o�]��� ����in vitro sur cellules 
cancéreuses, puis ex vivo sur biopsie tumorale.  

Au cours de ce travail de thèse, �o�[�}���i�����š�]�(���‰�Œ���u�]���Œ������� �š� ���������À���o�]�����Œ���o�������}�v�����‰�š�������������š�š�����š�����Z�v�]�‹�µ���X���E�}�µ�•��
���À�}�v�•�����}�v�����}�‰�š� ���‰�}�µ�Œ���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���������ð�����v�š�]���}�Œ�‰�•�����]�(�(� �Œ���v�š�•���‰���Œ�u���š�š���v�š���o������� �š�����š�]�}�v���������ð�����]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•��
tumoraux différents. Les étiquettes de masse que nous avons cho�]�•�]���•���•�}�v�š�������•���]�•�}�š�}�‰�}�o�}�P�µ���•�U�����[���•�š-à-
���]�Œ���������•�����}�u�‰�}�•� �•���������u�!�u�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ�����u���]�•���������u���•�•�������]�(�(� �Œ���v�š�������v���Œ���]�•�}�v���������o�����‰�Œ� �•���v���������[���š�}�u���•��������
deutérium (2H) ���v���‰�o�µ�•���}�µ���u�}�]�v�•���P�Œ���v�����v�}�u���Œ���X���W���Œ�������‹�µ�[���o�o���•���•�}�v�š���������u�!�u�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ��, ces étiquettes 
devraient répondre de manière similaire en spectrométrie de masse, ce qui permettra une 
quantification relative des biomarqueurs les uns par rapport aux autres. 
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La suite de ce chapitre sera dédiée à la présentation des résultats obtenus lors du développement du 
projet, en commençant par la synthèse des immunoconjugués et leurs caractérisations, suivi des 
résultats des expériences in vitro et ex vivo.  

III Résultats  

III.1 ���}�v�����‰�š�]�}�v�����š���•�Ç�v�š�Z���•�����������o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ��TRZ-d0 

Les immunoconjugués conçus pour ce projet comportent trois grandes parties : la partie anticorps qui 
assurera la liaison avec le récepteur tumoral recherché, la partie iminosydnone qui jouera le rôle de 
déclencheur bioorthogonal permettant de libérer la troisième partie, �o�[� �š�]�‹�µ���š�š����de masse (Figure 18). 
Cette dernière �•���Œ�À�]�Œ���� ���� ��� �š�����š���Œ�� ������ �u���v�]���Œ���� ���Æ�š�Œ�!�u���u���v�š�� �•���v�•�]���o���� �o���� �‰�Œ� �•���v������ ���[�µ�v�� �Œ� �����‰�š���µ�Œ��
tumoral après réaction de ligation coupure SPICC. Ainsi, les étiquettes de masse (EM) seront la 
signature de chaque anticorps et donc de chaque récepteur tumoral.    

Les étiquettes de masse qui seront libérées des anticorps par la réaction SPICC doivent impérativement 
être stables dans les conditions physiologiques, pour permettre une détection multiplexée sensible et 
spécifique, par analyse UPLC-MS/MS. Nous prévoyons d'utiliser des isotopologues (structures 
identiques mais marquées par des isotopes lourds) du tris(2,4,6,-triméthoxyphényl)-phosphonium 
(TMPP) qui sera utilisé comme étiquette de masse. �d�Z� �}�Œ�]�‹�µ���u���v�š�� �]�o�� ���•�š�� �‰�}�•�•�]���o���� ���[������� �����Œ�� ����70 
isotopologues de la TMPP en marquant avec du 13C et du 2H chaque atome, mais en pratique seul 9 
���[���v�š�Œ���� �����µ�Æ�� �•�}�v�š�� �(�����]�o���u���v�š�� ���������•�•�]���o��s. Ces étiquettes sont connues pour être d'excellents 
marqueurs pour la protéomique.88 Notre stratégie consistera donc à tirer parti de la présence des 9 
groupes méthoxy de la structure du TMPP, �‰�}�µ�Œ���•�Ç�v�š�Z� �š�]�•���Œ���µ�v�����•� �Œ�]�������[�]�•�}�š�}�‰�}�o�}�P�µ���•���d�D�W�W���u���Œ�‹�µ� �•��
au deutérium. 

�W�}�µ�Œ�� �‹�µ���� �o���� �•�š�����]�o�]�š� �� ������ �o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �� �•�}�]�š�� �}�‰�š�]�u���o���U�� �v�}�µ�•�� ���À�}�v�•�� ��� ���]��� �� ���[�µ�š�]�o�]�•���Œ�� �o���•��
iminosydnones urée, connues pour être stables dans le temps, et qui présentent des cinétiques 
réactionnelles assez intéressantes pour être utilisées aussi bien in vitro �‹�µ�[in vivo (Figure 18).   

 

Figure 18. Conception des immunoconjugués 

�>���•�����v�š�]���}�Œ�‰�•���}�v�š��� �š� �����Z�}�]�•�]�•�������v�•���o�[�}�‰�š�]�‹�µ�������������]���o���Œ���o���•���Œ� �����‰�š���µ�Œ�•���o���•���‰�o�µ�•�������}�v�����v�š�• dans la plupart 
des cancers. Ainsi le Trastuzumab (TRZ), le Durvalumab (DUR), le Cétuximab (CTX) et le Bevacizumab 
(BVZ) ont été sélectionnés pour cibler respectivement HER2, PD-L1, EGFR et VEGF. HER2 est une 

 
88 J. Deng, G. Zhang, F.-K. Huang, and T. A. Neubert, Proteomic Profiling: Methods and Protocols, (2015), pp. 249�t58. 
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glycoprotéine membranaire associée au facteur de croissance épidermique. Elle module les 
mécanismes de signalisation intracellulaire (croissance, survie, adhésion, différenciation) et peut être 
�����o�[�}�Œ�]�P�]�v�����������o�����‰�Œ�}�o�]�(� �Œ���š�]�}�v�������o�o�µ�o���]�Œ���X89 Cette protéine est par exemple amplifiée chez 20 à 30% des 
patients atteints de cancer du sein. PD-L1 est elle aussi une protéine membranaire exprimée en temps 
normal à la surface des macrophages. Cependant, elle est surexprimée à la surface des cellules 
cancéreuses ���š�����u�‰�!���Z�����o�[���‰�}�‰�š�}se des cellules qui la portent.90 �W�}�µ�Œ���������‹�µ�]�����•�š�����[���'�&�Z���]�o���•�[���P�]�š�����[�µ�v����
�‰�Œ�}�š� �]�v�����š�Œ���v�•�u���u���Œ���v���]�Œ���U���‹�µ�]���o�}�Œ�•�‹�µ�[���o�o�������•�š���u�µ�š� e, est caractéristique de cancers comme celui du 
sein et du poumon. Enfin, VEGF est elle aussi une protéine qui elle, module �o�[���v�P�]�}�P���v���•�����v� �����•�•���]�Œ����à 
la croissance de tissus cancéreux. Les cellules cancéreuses ont �š���v�����v�����U�� �o�}�Œ�•�‹�µ�[���o�o��s sont en 
conditions hypoxiques, à secréter VEGF pour entrainer une hyper-vascularisation de la tumeur.91 
Toutes ces protéines sont donc des marqueurs de choix pour détecter différents types de lésions 
cancéreuses.    
Chaque anticorps a ensuite été associé à une étiquette de masse spécifique. TRZ a été associé a 
�o�[� �š�]�‹�µ���š�š����EM-d0 (étiquette de masse non deutéré), CTX à EM-d9 (Etiquette de masse 9 fois deutéré), 
DUR à EM-d18 (Etiquette de masse 18 fois deutéré) et BVZ à EM-d27 (Etiquette de masse 27 fois deutéré) 
(Figure 19).  
 

 
Figure 19. Anticorps sélectionnés et association à leur étiquette de masse  

Pour commencer, la synthèse du premier immunoconjugué non deutéré TRZ-d0 a été investiguée. 
Ainsi, TRZ-d0  pourrait être synthétisé en 14 étapes à partir de la 4-iodoaniline (Schéma 35).  

 

 

 

 

 

 

 
89 U. Krishnamurti and J. F. Silverman, Advances in Anatomic Pathology, 21/2 (2014), 100�t107. 
90 Y. Han, D. Liu, and L. Li, American Journal of Cancer Research, 10/3 (2020), 727�t42. 
91 R. S. Apte, D. S. Chen, and N. Ferrara, Cell, 176/6 (2019), 1248�t64. 
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Schéma 35. �^���Z� �u�����Œ� �š�Œ�}�•�Ç�v�š�Z� �š�]�‹�µ�����������o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ��TRZ-d0 

La synthèse a été élaborée de façon à introduire le motif phosphonium le plus tard possible, pour à la 
�(�}�]�•���Œ���v���Œ�����o�����•�Ç�v�š�Z���•�����‰�o�µ�•�����}�v�À���Œ�P���v�š�������š���‰�}�µ�Œ���(�����]�o�]�š���Œ���o���•���‰�µ�Œ�]�(�]�����š�]�}�v�•�X�����Z���‹�µ����� �š���‰�����(���Œ�����o�[�}���i���š��
���[�µ�v�����•�}�µ�•-partie.  

III.1.i S�Ç�v�š�Z���•�����������o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v����I-4 

Les premières étapes consistent à synthétiser le corps iminosydnone.  

 

Schéma 36. Synthèse du composé I-4 

En partant de la 4-iodoaniline, le composé I-4 a pu être synthétisé avec un bon rendement de 68% en 
quatre étapes sur une grosse échelle (40 g).92 �h�v�����‰�Œ���u�]���Œ����� �š���‰�������[���o�l�Ç�o���š�]�}�v���������o�[���v�]�o�]�v����I-1 permet 
���[�}���š���v�]�Œ�� �o�[���u�]�v�}�v�]�š�Œ�]�o����I-2, qui peut ensuite être converti en iminosydnone I-3 par réaction de 
nitrosylation, puis cyclisation intramoléculaire. Le sel I-3 est ensuite converti en iminosydnone urée en 
présence de CDI dans un mélange MeCN/DMF (Schéma 36).   

 

 

 

 
92 S. Bernard, D. Audisio, M. Riomet, S. Bregant, A. Sallustrau, L. Plougastel, E. Decuypere, S. Gabillet, R. A. Kumar, J. Elyian, M. N. Trinh, 

O. Koniev, A. Wagner, S. Kolodych, and F. Taran, Angew. Chem. Int. Ed., 56/49 (2017), 15612�t16. 
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III.1.ii Carbonylation palladocatalysée du composé I-4 

Pour pouvoir introduire une fonction ester éthylique en position para de �o�[���Œ�}�u���š�]�‹�µ�������v���‰�}�•�]�š�]�}�v���E3 
de I-4, une réaction ���[���o���}�Æ�Ç�����Œ���}�v�Ç�oation palladocatalysée a été réalisée. Cette étape possède le 
���}�µ���o�������À���v�š���P�����������Œ���v���Œ�����o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ�����(�����]�o���u���v�š���(�}�v���š�]�}�v���o�]�•�����o�����‰���Œ�����}�µ�‰�o���P�����‰���‰�š�]���]�‹�µ��, mais 
� �P���o���u���v�š�����[�]�v�š�Œ�}���µ�]�Œ�����µ�v���P�Œ�}�µ�‰���u���v�š��� �o�����š�Œ�}���š�š�Œ�����š���µ�Œ���Œ���v�����v�š���o�������]�‰�€�o�����‰�o�µ�•���Œ� �����š�]�(���~Schéma 37).     

 

Schéma 37. Synthèse du composé I-5 

�����‰���v�����v�š�U�������š�š�����Œ� �����š�]�}�v���v�[���•�š���v�]���Œ�}���µ�•�š�����v�]���Œ���‰�Œ�}���µ���š�]���o�����•�µ�Œ���������š�Ç�‰�����������•�µ���•�š�Œ���š�X�����o�o�����v�����š�}�o���Œ�����‰���•��
non plus de montée en échelle. La carbonylation a donc été réalisée plusieurs fois sur petite quantité. 
De cette façon presque 1 g de produit a pu être obtenu après purifications.  

III.1.iii �^�Ç�v�š�Z���•�����������o�[���o���}�}�o���‰�Œ�]�u���]�Œ����I-7 

 

Schéma 38. Synthèse du composé I-7 

Une �(�}�]�•���o�[���•�š���Œ��I-5 �}���š���v�µ�U���µ�v�����Œ� �����š�]�}�v���������•���‰�}�v�]�(�]�����š�]�}�v�����v�����}�v���]�š�]�}�v�•�������•�]�‹�µ���•�����‹�µ���µ�•���•���•�µ�]�À�]�������[�µ�v��
���}�µ�‰�o���P���� �‰���‰�š�]���]�‹�µ���� ���v�� �‰�Œ� �•���v������ ������ �,���d�h�� ���š�� ������ �o�[���u�]�v���� �‰� �P�Ç�o� ���� �‰���Œ�u���š�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �o�[���u�]������I-6. 
�>�[�]�u�]�����Ì�}�o����������I-6 ���•�š�����v�•�µ�]�š���������š�]�À� �����v���‰�Œ� �•���v���������[�µ�v�����Æ�����•���������D���/, pour former le méthyl imidazolium 
���}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����v�š�X�� �>�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� �u� �š�Z�Ç�o� �� ���•�š�� ���v�•�µ�]�š���� ���]�Œ�����š���u���v�š�� �u�]�•�� ���� �Œ� ���P�]�Œ�� ���À������ �o�[���u�]�v�}-alcool 
pégylé pour obtenir le composé I-7 avec un rendement acceptable de 52% sur deux étapes (Schéma 
38). Plus de 700 mg de composé I-7 ont ainsi pu être obtenus. Cet intermédiaire est assez important 
dans la synthèse, �‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o���À�����‰���Œ�u���š�š�Œ�������[�]�v�š�Œ�}���µ�]�Œ�����o�����u�}�š�]�(���‰�Z�}�•�‰�Z�}�v�]�µ�u��via �o�[�����š�]�À���š�]�}�v���������o�[���o���}�}�o��
primaire.  

III.1.iv Activation �������o�[���o���}�}�o���‰�Œ�]�u���]�Œ����I-7 

 

Schéma 39. Synthèse du composé I-8 

�>�[���o���}�}�o���‰�Œ�]�u���]�Œ�������•�š�����v�•�µ�]�š���������š�]�À� ���•�}�µ�•���(�}�Œ�u�����������š�}�•�Ç�o���š�������v���‰�Œ� �•���v���������������Z�o�}�Œ�µ�Œ�����������š�}�•�Ç�o�������v�•���o����
DMF avec un rendement acceptable de 69% (Schéma 39). 
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III.1.v Substitution nucléophile sur �o�[���o���}�}�o��activé I-8 

 

Schéma 40. Synthèse du composé I-9 

Le dérivé tosylate I-8 est ensuite substitué par de la tris(2,4,6,-trimethoxyphenyl)-phosphine (TMPP) 
dans le DMF à 40 °C pendant 16 heures (Schéma 40). La présence de NaI en quantité �•�š�ˆ���Z�]�}�u� �š�Œ�]�‹�µ����
permet de précipiter le tosylate de sodium en remplaçant le tosylate par un iodure plus prompt à subir 
une attaque par la phosphine. Le rendement de cette étape est faible, la purification reste difficile et 
entraine une perte considérable de produit. En effet I-9 est polaire et des impuretés sont entrainées 
���À�������o�[� �o�µ���v�š���v� �����•�•���]�Œ���������o�[� �o�µ�š�]�}�v�����µ���‰�Œ�}���µ�]�š�X���^���µ�o�����o���•���(�Œ�����š�]�}�v�•���‰�µ�Œ��s sont récoltées, ce qui entraine 
une perte non négligeable de produit.   

III.1.vi ��� �‰�Œ�}�š�����š�]�}�v���������o�[�����]���� et activation  

 

Schéma 41. Synthèse du composé I-10 et I-11 (n.i : non isolé) 

La fonction ester tert-butylique est ensuite clivée en présence de TFA pendant 15 min dans le DCM à 
�š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���� ���u���]���v�š���� �‰�}�µ�Œ�� �(�}�Œ�u���Œ�� �o�[�����]������ ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����v�š�X�� �>���� �Œ� �����š�]�}�v�� ������ ��� �‰�Œ�}�š�����š�]�}�v�� ���•�š��
quantitative (Schéma 41).  

Pour greffer une petite molécule sur un anticorps ou plus généralement sur une protéine plusieurs 
méthodes ont été développées. P���Œ�u�]���o���•���‰�o�µ�•���µ�š�]�o�]�•� ���•�U���o�������}�µ�‰�o���P�����‰���‰�š�]���]�‹�µ�����‰���Œ�u���š�����[���•�•�µ�Œ���Œ���µ�v��
bon taux de greffage. Par convention, les protéines ne sont pas dissoutes dans plus de 5 % de solvant 
organique pour éviter toute dénaturation. Le couplage peptidique doit donc impérativement 
fonctionner dans un milieu aqueux tamponné à pH = 8,3. De plus, les solvants organiques (DMF, DMSO) 
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sont assez toxiques pour les cellules et des quantités trop importantes dans les solutions 
���[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �•�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]ent entrainer une mortalité cellulaire importante. �W�}�µ�Œ�������o���� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v��
���[��ster de NHS est plutôt adaptée.93 Le composé I-10 a donc été converti en son analogue activé sous 
�(�}�Œ�u�������[���•�š���Œ���������E�,�^�X�������v�•���µ�v���‰�Œ���u�]���Œ���š���u�‰�•, des conditions classiques en présence de NHS et de 
�������� ���� �š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���� ���u���]���v�š���� �����v�•�� �o���� ���D�&�� �v�[�}�v�š�� �‰���•�� �‰���Œ�u�]�•�� ���[�����š�]�À���Œ�� �o�[�����]�����X�� ���v�� �µ�š�]�o�]�•���v�š��du O-(N-
succinimidyl)-�E�U�E�U�E
;�U�E
;-tétraméthyluronium tétrafluoroborate (TSTU), en présence de triéthylamine, 
�����v�•���o�������D�&�U���o�[���•�š���Œ���������E�,�^��I-11 ���•�š���‹�µ���v�š�]�š���š�]�À���u���v�š���}���š���v�µ�X���>�����•�}�o�µ�š�]�}�v�����[���•�š���Œ�������š�]�À� �����•�š�����v�•�µ�]�š����
utilisée directement pour fon���š�]�}�v�v���o�]�•���Œ���o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�����Z�}isi.  

III.1.vii Synthèse de �o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ��TRZ-d0 

 

Schéma 42. Synthèse de l'immunoconjugué TRZ-d0 

Le Trastuzumab (TRZ) peut être fonctionnalisé dans les mêmes conditions réactionnelles que celles 
utilisées précédemment dans notre laboratoire.94 Dans cette étude, les auteurs utilisent 100 
� �‹�µ�]�À���o���v�š�•�����[���•�š���Œ�������š�]�À� ���‰���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š�������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�������v�•���µ�v���š���u�‰�}�v���Z�Ç���Œ�}�P� �v�}�����Œ���}�v���š�����~�‰�,���A���ô�U�ï�•�X��
���‰�Œ���•�� �ð�� �Z���µ�Œ���•�� ���[�]�v���µ�����š�]�}�v�� ���� �š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���� ���u���]���v�š��, la solution est directement purifiée par 
���Æ���o�µ�•�]�}�v���•�š� �Œ�]�‹�µ���X���>�������}�o�}�v�v�������[���Æ���o�µ�•�]�}�v���‰���Œ�u���š���������•� �‰���Œ���Œ���o���•���Z���µ�šs poids moléculaires (> 5000 Da) 
des plus bas et, en particulier, �o�[���Æ�����•�� ���[���•�š���Œ�� �����š�]�À� �� �~���v�� �u� �o���v�P���� ���À������ �o���� �‰�Œ�}���µ�]�š�� ���[�Z�Ç���Œ�}�o�Ç�•���� ���‰�Œ���•��
�Œ� �����š�]�}�v�•���‹�µ�[�]�o�����•�š�����•�•entiel de retirer du milieu (Figure 20. A).  

 
93 K. Tsuchikama and Z. An, Protein & Cell, 9/1 (2018), 33�t46. 
94 M. Richard, C. Truillet, V. L. Tran, H. Liu, K. Porte, D. Audisio, M. Roche, B. Jego, S. Cholet, F. Fenaille, B. Kuhnast, F. Taran, and S. 

Specklin, Chem. Comm., 55/70 (2019), 10400�t403. 
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Figure 20. A. Principe général de la purification par exclusion stérique. B. Principe général du dosage des protéines BCA. 

�h�v�����(�}�]�•���o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ���‰�µ�Œ�]�(�]� �U���µ�v�����‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v���������o�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�����v���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����•�š�����(�(�����š�µ� ����
par test BCA. Le test BCA est une méthode de dosage colorimétrique basé sur la capacité des protéines 
à réduire les ions cuivre (II) en cuivre (I�•�X�� �>�[���i�}�µ�š�� ���[�µ�v���� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ������ ���µ�]�À�Œ���� �~II�•�� ���}�v�š���v���v�š�� ������ �o�[�����]������
bicinchoninique permet de calculer la concentration en protéine par absorbance à 562 nm. En effet 
�o�[�����]������ ���]���]�v���Z�}�v�]�v�]que a la particularité de former un complexe coloré absorbant à 562 nm en 
présence de cuivre (I) (Figure 20. B).   

Malheureusement, �µ�v���� �š�Œ���•�� �(���]���o���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� �~�u�}�]�v�•�� ������ �ì�U�í�� �u�P�l�u�>�•�� ���•�š�� �Œ� ���µ�‰� �Œ� ���� ���‰�Œ���•��
purification, ce qui correspond à un rendement inférieur à 10 %. Il semblerait que 100 équivalents 
���v�š�Œ���]�v���v�š�� �µ�v���� �‰���Œ�(�}�v���š�]�}�v�v���o�]�•���š�]�}�v�� ������ �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �]�v���µ�]�•���v�š�� �•���� �‰�Œ� ���]�‰�]�š���š�]�}�v�X�� �>���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ���[���•�š���Œ��
activé a donc été progressivement diminuée pour évaluer son impact sur le taux de récupération de la 
protéine modifiée (Tableau 5).  

Tableau 5. Résultats obtenus à différentes concentrations de I-11 

Entrée Qté I-11  Atc(a) Conc. de TRZ-d0 Conc. théorique (b) Rdt.  
1 100 éq TRZ  < 0,1 mg/L 

1,33 mg/mL 

< 10% 
2 50 éq TRZ < 0,1 mg/L <10% 
3 20 éq  TRZ 0,8 mg/L 60% 
4     20 éq (c) TRZ 1,26 mg/L 95 % 

(a) Concentration de TRZ de départ : 2,0 mg/mL 
(b) Concentration théorique �}���š���v�µ�������v�•���o�����(�Œ�����š�]�}�v���‰�µ�Œ�������[immunoconjugué �~�(�Œ�����š�]�}�v���í�X�ì���u�>���•�µ�Œ���í�X�ñ���u�>�����[� �o�µ�š�]�}�v�• 
(c)  �������]�š�]�}�v���í�ì��� �‹�µ�]�À���o���v�š�•���‰���Œ���í�ì��� �‹�µ�]�À���o���v�š�•���������o�[���•�š���Œ�������š�]�À�  
 

Passer de 100 à 50 équivalents ne semble pas avoir un impact bénéfique sur le rendement en 
immunoconjugué�U�����o�}�Œ�•���‹�µ�����o�}�Œ�•�‹�µ�����î�ì��� �‹�µ�]�À���o���v�š�•���•���µ�o���u���v�š�����[���•�š���Œ�������š�]�À� ���•�}�v�š���µ�š�]�o�]sés le rendement 
monte à 60%. Avec 20 équivalents, beaucoup moins de précipitation est observée lors de la 
conjugaison. �>�}�Œ�•�‹�µ���� �o�[���i�}�µ�š�� ������ �o�[���•�š���Œ�� �����š�]�À� �� ���•�š�� �(�Œ�����š�]�}�v�v� �� ������ �í�ì�� � �‹�µ�]�À���o���v�šs en 10 équivalents, 
���µ���µ�v�����‰�Œ� ���]�‰�]�š���š�]�}�v���v�[���•�š�����o�}�Œ�•���}���•���Œ�À� e, et le rendement est quasi quantitatif (Tableau 5, Entrée 4).      

Une fois le premier immunoconjugué obtenu dans les conditions de couplages optimales (Tableau 5, 
Entrée 4), nous avons voulu le caractériser.  
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III.2 Caractérisation de TRZ-d0 

�>�����v�}�u���Œ�������[� �š�]�‹�µ���š�š���•���������u���•�•�����‰���Œ�����v�š�]���}�Œ�‰�•���~�d���Z���‰�}�µ�Œ���d���P�����v�š�]���}���Ç���Z���š�]�}�•���������¸���!�š�Œ������� �š���Œ�u�]�v� ��������
façon précise. Pour cela, la spectrométrie de masse MALDI est couramment utilisée pour déterminer 
�������š�Ç�‰�����������‰���Œ���u���š�Œ���X���D���o�Z���µ�Œ���µ�•���u���v�š�U�����µ���µ�v�������v���o�Ç�•�������}�v���o�µ���v�š�����v�[����� �š� ���}���š���v�µ���X���>�[���Æ�‰�o�]�����š�]�}�v���o����
plus probable est que chaque étiquette de masse introduit une charge permanent�����•�µ�Œ���o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•��������
�‹�µ�]�������‰�}�µ�Œ�����}�v�•� �‹�µ���v���������������]�À�]�•���Œ���‰���Œ�������µ�Æ���o�����u���•�•���X���W���Œ�����Æ���u�‰�o���U���•�]���o�[���v�š�]���}�Œps non dérivatisé fait 150 
kDa, la masse visible sera de 75,5 kDa si une étiquette de masse I-11 �~�í���l�����•�����•�š�����}�µ�‰�o� ���������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•. 
�����‰���v�����v�š�U���o�����v�}�u���Œ�������[���D incorporées par anticorps est variable, généralement compris entre 0 et 
plus de 10, la masse sera donc répartie entre 16 kDa et 150 kDa fragmentant ainsi le signal sur plus de 
134 �ì�ì�ì���u�l�Ì�X���>�����u�}���]�(�]�����š�]�}�v�����[�µ�v�����v�š�]���}�Œ�‰�•���‰���Œ��couplage peptidique induit également une répartition 
des EM par anticorps selon une loi de Poisson p(k) = (�Ok/k!)exp(-�O) centrée sur le TAR moyen (Figure 
21) 

 

Figure 21. Répartition selon la loi de poisson p(k) = (�Ok/k!)exp(-�O) des EM par anticorps avec TAR centré sur 4 (�O = 4) 

La combinaison de ces deux �‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �•�� �Œ���v���� ���}�v���� �]�u�‰�}�•�•�]���o���� �o�[���v���o�Ç�•���� �‰���Œ�� �•�‰�����š�Œ�}�u� �š�Œ�]���� ������ �u���•�•����
MALDI, puisque chaque immunoconjugué réparti sur plus de 134 000 m/z doit être multiplié par son 
�����}�v�����v�������Œ���o���š�]�À���X���E�}�µ�•�����À�}�v�•�����}�v������� ���]��� �����������Z���v�P���Œ�����[���‰�‰�Œ�}���Z���X�����µ���o�]���µ����������� �š���Œ�u�]�v���Œ���o�� nombre 
���[���D�� �‹�µ�[�]�o�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �Ç�� ���À�}�]�Œ���•�µ�Œ���o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�U�� �v�}�µ�•�� ���À�}�v�•�� ��� ���]��� �� ������ �‹�µ���v�š�]�(�]���Œ���o���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ���Æ�����š���� ���[���D��
�o�]��� �Œ� ���•�� ���‰�Œ���•�� �o���� �Œ� �����š�]�}�v�� ������ �o�]�P���š�]�}�v�� ���}�µ�‰�µ�Œ���� �•�µ�Œ�� �o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �� �~Schéma 43). Connaissant la 
���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�����Æ�����š�������[���v�š�]���}�Œ�‰�•�����v���•�}�o�µ�š�]�}�v�����š�������o�o���������•�����D libérées par réaction SPICC il est possible 
��������� �š���Œ�u�]�v���Œ���o�����d���Z�����v�����]�À�]�•���v�š���•�]�u�‰�o���u���v�š���o�����‹�µ���v�š�]�š� ���������u���š�]���Œ�����������o�[���D���‰���Œ�������o�o�����������o�[���v�š�]���}�Œps. 
���]�v�•�]�����v���µ�š�]�o�]�•���v�š���î�ì��� �‹�µ�]�À���o���v�š�•�����[���•�š���Œ�������š�]�À� �U���o�����d���Z�����•�š���������ð�U�í�ò�X���>�����u� �š�Z�}�������������‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v���•���Œ����
détaillée dans la partie III.6. Quantification des étiquettes de masse page 70.  
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Schéma 43. Déterminat�]�}�v�����µ���d���Z���‰���Œ���‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�����[���D�����‰�Œ���•���o�]�P���š�]�}�v�����}�µ�‰�µ�Œ�����~�î�ñ���£���U���W���^�l���D�^�K�U���������K�������]�����•�X�� 

Le TAR est une valeur importante dans ce projet. En effet, une valeur insuffisante induirait un manque 
de sensibilité, ���o�}�Œ�•���‹�µ�[�µ�v�����À���o���µ�Œ���š�Œ�}�‰��� �o���À� �����‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�����v�š�Œ���`�v���Œ���µ�v�����‰���Œ�š�����‰���Œ�š�]���o�o�����À�}�]�Œ�����š�}�š���o���������•��
�‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �•���������o�]���]�•�}�v���������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�X�� 

�W�}�µ�Œ���À� �Œ�]�(�]���Œ�� �‹�µ���� �o���•�� �‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �•�� ������ �o�]���]�•�}�v�� ���À������ �•���� ���]���o���� �v�[���]���v�š�� �‰���•�� � �š� �� �u�}���]�(�]� ���•�� �‰���Œ�� ���[� �À���v�š�µ���o�o���•��
�u�}���]�(�]�����š�]�}�v�•�����µ���‰���Œ���š�}�‰�����~�‰���Œ�š�]�����À���Œ�]�����o�����������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•���‰���Œ�u���š�š���v�š���o�����Œ�����}�v�v���]�•�•���v�����������o�������]���o���•�U���o����
���}�v�•�š���v�š�������[���(�(�]�v�]�š� ���������o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ������� �š� ����� �š���Œ�u�]�v� ���X���W�}�µ�Œ�������o�����µ�v���š���•�š���������o�]���]�•�}�v�����}�u�‰� �š�]�š�]�À����
est réalisé avec TRZ-d0. TRZ-d0 est incubé avec ou sans un excès (100X) de TRZ non dérivatisé sur cellule 
SkBr3 (HER2+), puis après lavage des anticorps non liés à la cellule, une solution de DBCO est ajoutée. 
Cette expérience est réalisée ���� �(���]���o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ������ ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•�U�� ���v�À�]�Œ�}�v���í�ì�9�� ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� �‰���Œ��
rapport à la quantité de récepteurs présents et accessibles à la surface des cellules.   

�>�����‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�����[EM-d0 dans le surnagent cellulaire est alors déterminée�X���>�����‹�µ���v�š�]�š� �����[���D��relarguée 
dépend du TAR de chaque �]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �•�U���‰�}�µ�Œ���•�[���(�(�Œ���v���Z�]�Œ�������������š�š�����À���Œ�]�����o�����o�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�����v��
EM est donc divisée par le TAR (Figure 22). 

 

Figure 22. Test de liaison de TZR-d0 au récepteurs HER2 sur cellule SkBr3 

Le test de déplacement semble montrer que TRZ-d0 �v�[�����‰���•���‰���Œ���µ�����[���(�(�]�v�]�š� ��puisque le signal détecté 
�����v�•�� �o�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ������ ���o�}�����P���� �~TRZ-d0 + 100X TRZ) est en dessous de la valeur de détection de 
�o�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ �Œ� �(� �Œ���v������ �~TRZ-d0). De plus, la valeur p, qui traduit la significativité statistique, est en 
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dessous de 0,05. �^�]�� �o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ��TRZ-d0 avait perdu ses propriétés de liaison, aucun signal 
�v�[���µ�Œ���]�š��� �š� ����� �š�����š� �X��  

�>���•���‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �•���������o�]���]�•�}�v���v�[� �š���v�š���‰���•���u�}���]�(�]� ���•�������v�•���o���•�����}�v���]�š�]�}�v�•���}�‰�š�]�u���o���•�����������}�µ�‰�o���P�����~�î�ì�����‹�µ�]�À�X�•�U��
nous avons entamé la synthèse des trois autres immunoconjugués.  

Pour cela il faut donc synthétiser les trois diffé�Œ���v�š�•�� �]�•�}�š�}�‰�}�o�}�P�µ���•�� ������ �o�[���•�š���Œ��tert-butylique I-9. Il a 
���[�����}�Œ���� �(���o�o�µ�� �u���š�š�Œ���� ���v�� �‰�o�������� �µ�v���� �u� �š�Z�}������ ������ �•�Ç�v�š�Z���•���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[������� �����Œ�� ���µ�Æ�� �‰�Z�}�•�‰�Z�]�v���•��
marquées TMPP-d9, TMPP-d18, TMPP-d27 précurseurs de la réaction de substitution nucléophile sur le 
tosylate I-8 (Cf : Schéma 35, page 56).  

III.3 Synthèse des phosphines TMPP-d9, TMPP-d18 , TMPP-d27.  

���(�]�v���������u�µ�o�š�]�‰�o���Æ���Œ���o�[���v���o�Ç�•���U���]�o�����•�š���v� �����•�•���]�Œ�������[���À�}�]�Œ�����������•���������[���µ�š�Œ���•���‰�Z�}�•�‰�Z�]�v���•���]�•�}�š�}�‰�}�o�}�P�µ���•���������o����
TMPP. Pour cela nous avons choisi le marquage au deutérium qui assure un marquage stable. Les 
positions les plus facilement accessibles pour le marquage sont les trois positions méthoxy 
aromatiques de la TMPP. En plus de la TMPP �v�}�v���u���Œ�‹�µ� ���U���o�����v�}�u���Œ�������[�]�•�}�š�}�‰�}�o�}�P�µ���•���•���Œ���]�š�����o�}�Œ�•��������
4 avec des écarts de masse assez conséquents pour pouvoir aisément être discernés en spectrométrie 
de masse. A noter égalem���v�š���‹�µ�[�µ�v�����v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š���]�•�}�š�}�‰�]�‹�µ�����o�����‰�o�µ�•��� �o���À� ���‰�}�•�•�]���o�������•�š�����•�•���v�š�]���o���‰�}�µ�Œ��
avoir une meilleure efficacité de détection.  

Plusieurs articles font état de la synthèse de TMPP à partir de dérivés de triméthoxybenzènes. 
�>�[�}�‰�š�]�u�]�•���š�]�}�v�� ������ �o���� �•�Ç�v�š�Z���•���� ������ �o���� �‰hosphine TMPP a été effectuée sur le précurseur non marqué 
commercial, le triméthoxybenzène TMB pour limiter les coûts. Dans un premier temps, les conditions 
décrites dans la littérature, utilisant une base organique forte et une source de phosphore électrophile, 
ont été testées.95 �^���µ�o���� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������� �š�Œ�]�‰�Z� �v�Ç�o�‰�Z�}�•�‰�Z�]�š�������}�u�u���� �•�}�µ�Œ������ ������ �‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ����a donné un 
résultat encourageant (Tableau 6, Entrée 5�•�X�� �>�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v�� ���µ�� �v�}�u���Œ���� ���[� �‹�µ�]�À���o���v�š�•�� ������TMB ne 
semble pas exercer une influence importante sur cette réaction. Un article du début des années 60 
décrit la synthèse de TMPP en utilisant un acide de Lewis et une autre source de phosphore 
électrophile.96 L���•�� ���µ�š���µ�Œ�•�� �u�}�v�š�Œ���v�š�� �‹�µ�[�]�o�� ���•�š�� �‰�}�•�•�]���o���� ������ �•�Ç�v�š�Z� �š�]�•���Œ�� �o����TMPP avec de très bons 
rendements, en utilisant un mélange de TMB et de chlorure de zinc anhydre dans un reflux de PCl3 
pendant 16 heures (Tableau 6, Entrée 7). Ces conditions ont été testées plusieurs fois et le meilleur 
rendement a été obtenu en utilisant du chlorure de zinc stocké en boite à gant. Ainsi, la phosphine a 
pu être obtenue pure avec un rendement de 22% (Tableau 6, Entrée 7) contrairement à la publication 
où les auteurs obtenaient 80%. La principale limitation de la réaction réside dans la manière de 
purification. En effet, les auteurs ont synthétisé une grande quantité de phosphine, la purification par 
précipitation/recristallisation était donc facilement réalisable. Dans notre cas la réaction a été 
effectuée sur une centaine de milligrammes (en raison du coût des TMB deutérés) ce qui complexifie 
la purification par recristallisation. Malheureusement, la recristallisation semble être la seule méthode 
���(�(�]�����������‰�µ�]�•�‹�µ���������•���š���•�š�•���������‰�µ�Œ�]�(�]�����š�]�}�v���•�µ�Œ�����}�o�}�v�v�����������•�]�o�]�������v�[�}�v�š���‰���•���‰���Œ�u�]�•�����[�]�•�}�o���Œ���o�����‰�Œ�}���µ�]�š�X���>����
PCl3 reste une source de phosphore III extrêmement réactive et son utilisation nécessite des conditions 
inertes, le PBr3 �‰�o�µ�•���(�����]�o�������[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v������� té testé dans les mêmes conditions que celles décrites par 
Protopopov �u���]�•�����µ���µ�v�����(�}�Œ�u���š�]�}�v�����µ���‰�Œ�}���µ�]�š����� �•�]�Œ� ���v�[����� �š� ���}���•���Œ�À� ���~Tableau 6, Entrée 8).  

 

 

 
95 W. M, H. S, and T. A, Journal of Chemical Research, 2 (1985), 38�t39. 
96 Protopopov, I. S.; Kraft, M. Y. Zh. Obshch. Khim. (1963�•�U���ï�ï�U���ï�ì�ñ�ì�>�ï�ì�ñ�î. 
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Tableau 6. synthèse de TMPP-d0 

 

Entrée 
source de 
phosphore 

n-BuLi 
(éq) 

TMB-d0 
(éq) 

Solvant Temps 
Temp. 
(°C) 

Add.  Rdt(a) 

1 PBr3 3,2 3,0 pyr 5 h 0 °C à t.a - 0 % 
2 P(NEt)Cl2 3,2 3,0 THF 5 h 0 °C à t.a - -(b) 
3 P(OEt)3 3,2 3,0 THF 5 h 0 °C à t.a - 0% 

4 P(OPh)3 3,2 3,0 THF 18 h 
-78 °C à 

t.a 
- 12 % 

5 P(OPh)3 4,2 4,0 THF 18 h 0 °C à t.a - 15 % 
6 PCl3 3.2 3,0 THF 5 h 0 °C à t.a - -(b) 

7 PCl3 - 3,0 - 18 h 70 °C ZnCl2 22 % 
8 PBr3 - 3,0 - 18 h 70 °C ZnCl2 0 % 

(a) Rendement isolé en TMPP-d0 
(b) Mixture complexe 
 

Une fois les conditions optimales déterminées (Tableau 6, Entrée 7), la synthèse des phosphines 
marquées a pu être effectuée en partant non pas de TMB mais de TMB-d3, TMB-d6 ou encore de TMB-
d9 (Schéma 44), préalablement synthétisés en présence de dimethylSulfate-d6 (Schéma 44). 

 

Schéma 44. Synthèse des phosphines marquées 

Les phosphines TMPP-d9 -d18 et -d27 ont ainsi pu être synthétisées avec des rendements allant de 22% 
à 36% (Schéma 44).  Dans cette synthèse, le mécanisme de la réaction est important pour la suite de 
�o�[� �š�µ�����U���‰�µ�]�•�‹�µ�[���µ���µ�v�����Œ� �P�]�}�•� �o�����š�]�À�]�š� ���v�[���•�š���‰�}�•�•�]���o�������š���µ�v���u� �o���v�P�������[�]�•�}�u���Œ��s de position est obtenu 
dans le cas des phosphines TMPP-d9 et TMPP-d18 (Figure 23). 
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Figure 23. Mécanisme de la synthèse de TMPP-d9 envisagé 

Le mécanisme proposé en Figure 23 sug�P���Œ�����‹�µ�����o�[�����š�]�À���š�]�}�v�����µ���W���o3 �•�����(���]�š�������o�[���]���������µ�����Z�o�}�Œ�µ�Œ�����������Ì�]�v���X��
Le TMB-d3 �‰���µ�š���Œ� ���P�]�Œ���•�µ�Œ�����������}�u�‰�o���Æ�������v���•�[�������]�š�]�}�v�v���v�š���•�µ�Œ���o�����‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�����‰�}�µ�Œ�����v�š�Œ���`�v���Œ���o������� �‰���Œ�š��
���[�µ�v���]�}�v�����Z�o�}�Œ�µ�Œ�����‹�µ�]�����‰�Œ���•���Œ� ���Œ�}�u���š�]�•���š�]�}�v���(�}�Œ�u�����o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ�����‰�Z�}�•�‰�Z�}�v�]�µ�u���u�}�v�}-arylique. Deux 
� �š���‰���•�� �•�]�u�]�o���]�Œ���•�� �•�µ�������•�•�]�À���•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[������� �����Œ�� ���� �o���� �‰�Z�}�•�‰�Z�]�v���� ���‰�Œès un traitement à 
�o�[���u�u�}�v�]���‹�µ���X�� ���]�v�•�]�� �‹�µ���š�Œ���� �]�•�}�u���Œ���•�� ������ �‰�}�•�]�š�]�}�v�� �‰���µ�À���v�š�� �!�š�Œ���� �}���š���v�µ�•�� ���v�� �‰�Œ�}�‰�}�Œ�š�]�}�v�•�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•��
suivant quelle position du TMB-d3 attaque le complexe de zinc activé. Ces isomères de position ne sont 
pas visibles en RMN 1H, puisque les déplacements chimiques se moyennent et un seul pic est observé 
pour chaque groupe de protons magnétiquement différents. Il est néanmoins possible de calculer les 
�‰�Œ�}�������]�o�]�š� �•�� �š�Z� �}�Œ�]�‹�µ���•�� ���[���‰�‰���Œ�]�š�]�}�v�� �����•�� �ð�� �Œ� �P�]�}�]�•�}�u���Œ���•�X��1-para-2-ortho serait majoritaire dans le 
mélange suivit de 3-ortho de 2-para-1-ortho et enfin de 3-para.      

�W�}�µ�Œ�����µ�P�u���v�š���Œ���o�����v�}�u���Œ�������[�]�•�}�š�}�‰�}�o�}�P�µ���•�����š�����}�v�����o�����v�}�u���Œ�����������Œ� �����‰�š���µ�Œ�•����� �š�����š� �•�U�������•���š���•�š�•��������
deutération de la positon ortho ont été menés (Tableau 7).  
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Tableau 7. Deutération du TMB en position ortho 

 

Entrée Source de Deutérium  Additif Temp. (°C) Temps  E.I (a) 
1 D2O HClO4 (5 mol%) 40 °C 6 h 56% 
2 D2O B(C6F5)3 (10 mol%) 80 °C 24 h 80% 
3 D2O B(C6F5)3 (10 mol%) 80 °C 48 h 81% 
4 D2O B(C6F5)3 (10 mol%) 80 °C 48 h 80% (b) 
5 D2 (2 bar)/D2O Ni/Al2O3 (10%w) 50 °C 6 h 0% 

(a) Enrichissement isotopique  
(b) E.I obtenu après deux cycles 
 

���v���•�[�]�v�•�‰�]�Œ���v�š�������•���š�Œ���À���µ�Æ���������o�����o�]�š�š� �Œ���š�µ�Œ���U�������•���Œ� �����š�]�}�v�•�������������µ�š� �Œ���š�]�}�v���������o�����‰�}�•�]�š�]�}�v��ortho du TMB 
ont été effectuées dans D2�K�����À���������]�(�(� �Œ���v�š�•�������]�����•�X�����v���‰�Œ� �•���v���������[�����]�������‰���Œ���Z�o�}�Œ�]�‹�µ���������v�•���oe D2O un 
enrichissement isotopique (E.I) de 56% est obtenu après 6 heures de réaction (Tableau 7, Entrée 1).97 
Lorsque HClO4 est remplacé par un borane, cet enrichissement monte à 80% (Tableau 7, Entrée 2). 
Cependant, �o�[���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š���•���u���o�����‰�o���(�}�v�v���Œ�������ô�ì�9���‰�µ�]�•�‹�µ�����u�!�u�������‰�Œ���•���ð�ô���Z���µ�Œ���•�����µ���µ�v����� �À�}�o�µ�š�]�}�v��
�v�[�����‰�µ���!�š�Œ�����}���•���Œ�À� �����~Tableau 7, Entrée 2-3).98 Une deuxième réaction de deutération dans les mêmes 
���}�v���]�š�]�}�v�•���‹�µ���������o�o���•���������o�[���v�š�Œ� �����î������� �š� �����(�(�����š�µ� �����u���]�•�������š�š�����(�}�]�•-ci en partant de TMB déjà enrichi à 
80% (Tableau 7, Entrée 4)�X���>�[���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š�����•�š���Œ���•�š� �������ô�ì�9�U�������•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���•�}�v�š���•���v�•�����}�µ�š����dus à un 
équilibre entre deutération et protonation �o�]�u�]�š���v�š���o�[���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š���]�•�}�š�}�‰�]�‹�µ���X 

���v�� �•�[�]�v�•�‰�]�Œ���v�š�� ���µ�� �‰�Œ�}��� ��� �� ������ �����µ�š� �Œ���š�]�}�v�� ���µ�� �����v�Ì���v���� �‰���Œ���o�[���v�š�Œ���‰�Œ�]�•���� ���µ�Œ�]�•�}�š�}�‰, une expérience en 
présence de nikel sur alumine sous deux bars de dihydrogène deutéré a été testée mais aucun 
���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š���v�[����� �š� ����� �š�����š� ���~Tableau 7, Entrée 5).        

Malheureusement, aucune réaction testée �v�[�����‰���Œ�u�]�•�����[�}���š���v�]�Œ���µ�v�����v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š���•�µ�(�(�]�•���v�š (> 95%) 
pour être exploité �����v�•�� �o���� �•�µ�]�š���� ������ �o�[� �š�µ�����X�� �^���µ�o���•�� �‹�µ���š�Œ����TMPP ont donc été sélectionnées pour la 
suite.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
97 O. Fischer, A. Hubert, and M. R. Heinrich, JOC, 85/18 (2020), 11856�t66. 
98 W. Li, M.-M. Wang, Y. Hu, and T. Werner, Org. Lett., 19/21 (2017), 5768�t71. 
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III.4 Synthèse des immunoconjugués CTX-d9, DUR-d18, BVZ-d27 

Une fois les phosphines deutérées synthétisées, les réactions de substitutions nucléophiles ont permis 
���[�}���š���v�]�Œ���o���•�����•�š���Œ�•��I12, I13 et I14 avec des rendements respectifs de 32%, 15% et 39% (Schéma 45).  

 

Schéma 45. Synthèse des acides activés I-18, I-19 et I-20 (n.i : non isolé) 

Les esters tert-butyliques I-12, I-13, I-14 ont ensuite été quantitativement clivés pour former les acides 
correspondant en présence de TFA dans le DCM. Les acides ont enfin été activés dans les mêmes 
conditions que celles développées pour le composé I-11 (Cf Schéma 41 page 58) et chaque acide activé 
I-18, I-19, I-20 obtenu a été mis à réagir avec respectivement CTX, DUR, BVZ pour obtenir les 
immunoconjugués correspondants CTX-d9, DUR-d18 et le BVZ-d27 (Figure 24).  

 

Figure 24. Immunoconjugués obtenus. 
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Les TAR des trois nouveaux anticorps ont été caractérisés de la même façon que pour TRZ-d0, les 
résultats sont condensés dans le tableau suivant (Tableau 8). 

Tableau 8. Résultats obtenus pour les différents immunoconjugués. 

Entrée Immunoconjugué  Cible  acide activé (éq) TAR Conc. Rdt 
1 TRZ-d0 HER2 I-9 (20 éq) 4,16 1,26 mg/mL 95% 
2 CTX-d9 EGFR I-12 (20 éq) 2,49 1,06 mg/mL 80% 
3 DUR-d18 PD-L1 I-13 (10 éq) 2,35 1,28 mg/mL 96% 
4 BVZ-d27 VEGF I- 14 (20 éq) 3,44 0,84 mg/mL 63% 

 

A noté que dans le cas du Durvalumab seuls 10 équivalents ont dû être utilisés pour conserver les 
propriétés de �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�X���>�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ��DUR-d18 obtenu en utilisant 20 équivalents avait perdu 
toute affinité pour s�������]���o�������š���v�[� �š���]�š�����}�v�����‰���•���µ�š�]�o�]�•�����o�����‰�}�µ�Œ les expériences sur cellules. Le TAR fluctue 
���v���(�}�v���š�]�}�v���������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•���µ�š�]�o�]�•� �����o�o���v�š���������î�U�ï�ñ�������‰�Œ���•���������ð�U�í�ò���‰�}�µ�Œ��TRZ-d0. Les rendements varient eux 
aussi, ce qui semble logique puisque chaque anticorps possède un nombre de résidus nucléophiles 
susceptibles �������Œ� ���P�]�Œ�����À�������o�[���•�š���Œ�������š�]�À� ���‹�µ�]���o�µ�]�����•�š���‰�Œ�}�‰�Œ���X�����]�v�•�]�U���µ�v�����v�š�]���}�Œ�‰�•���‹�µ�]���‰�}�•�•���������µ�v���v�}�u���Œ����
important de Lysines accessibles sera plus facilement perfonctionnaliseé. Ceci peut entrainer la 
précipitation de la protéine qui sera perdue lors de la purification.  

Ensuite les propriétés de liaison de chaque immunoconjugué avec sa cible ont été vérifiées. Comme 
dans le cas de TZR-d0, les tests de déplacement sont concluants, montrant que les immunoconjugués 
�v�[�}�vt pas perdu leur propriétés biologiques (Figure 25).  

 

Figure 25. Test de liaison de CTX-d6 à EGFR sur cellules A431, Test de liaison de DUR-d18 à PD-L1 sur cellules H1975, Test de 
liaison de BVZ-d27 à VEGF sur cellules U87 

�h�v���� �(�}�]�•�� �o���•�� �ð�� �]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �•�� �}���š���v�µ�•�U�� �v�}�µ�•�� �v�}�µ�•�� �•�}�u�u���•�� �š�}�µ�Œ�v� �•�� �À���Œ�•�� �o�[� �š�µ���� cinétique de la 
réaction de ligation coupure pour libérer les étiquettes de masse.  

 

 

III.5 Etudes de la cinétique de relargage des étiquettes de masse EM-d0, EM-d9, EM-
d18, EM-d27.  

Une première étude de relargage des étiquettes de masse, à partir des esters tert-butyliques a permis 
de déterminer la constante de vitesse de ligation coupure pour les quatre composés I-9, I-12, I-13 et 
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I-14 (Schéma 46)�X�������š�š�����‰�Œ���u�]���Œ����� �š�µ�������‰���Œ�u���š���������•�[���(�(�Œ���v���Z�]�Œ���������o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������•�����v�š�]���}�Œ�‰�•�U����� �o�]�����š�•������
utiliser, et qui sont à des concentrations inexploitables pour des mesures de cinétique classique. Les 
valeurs des constantes de vitesse de la réaction de ligation coupure ont été déterminées en suivant la 
décroissance �������o�[absorbance ���µ���u���Æ�]�u�µ�u�����[�����•�}�Œ�‰�š�]�}�v�������Œ�����š� �Œ�]�•�š�]�‹�µ�������µ���u�}�š�]�(���]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v����dans 
le PBS. Les mesures ont été effectuées à des concentrations de 100 µM en iminosydnone et à 37 °C. 
�>�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�����[�µ�v���•�‰����tromètre UV-Visible, � �‹�µ�]�‰� �����[�µ�ve �����o�o�µ�o�������[�������]�š�]�}�v��in situ �‰���Œ�u���š���o�[���i�}�µ�š���������o����
�•�}�o�µ�š�]�}�v�� ������ ���Ç���o�}�}���š�Ç�v���� ���]�Œ�����š���u���v�š�� �����v�•�� �o���� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ���v�� ���}�µ�Œ�•�� ���[���v���o�Ç�•���X�� �����š�� � �‹�µ�]�‰���u���v�š�� �‰���Œ�u���š��
���[���v�Œ���P�]�•�š�Œer de façon très précise des cinétiques relativement rapides. Les droite�•�� ���[� �š���o�}�v�v���P����
permettant ���[���À�}�]�Œ�� ���������•�� ���� �o���� �Œ� �‰�}�v�•���� �h�s�� ���v�� �(�}�v���š�]�}�v�� ������ �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v ont été réalisées. Ces 
informations permettent, une fois le spectre UV en fonction du temps enregistré, de recalculer la 
concentration et donc la conversion en fonction du temps.  

 

Schéma 46. Détermination des cinétiques réactionnelles avec le DBCO-acide (37 °C, PBS/DMSO, 100 µM) 

Les cinétiques obtenues à 37 °C dans le PBS sont relativement bonnes et oscillent entre 25,5 et 26,4 
L/mol/s. A cette vitesse et à cette concentration, le temps de demi-réaction se situe aux alentours de 
6 min soit une conversion totale (conv. > 95%) en presque 2 heures. Pour maintenant valider que la 
quantification des étiquettes de masses est toujours possible dans les milieux biologiques, des tests de 
détection ont été menés en partenariat avec la plateforme SmartMS du SPI, au CEA Paris Saclay et 
seront expliqués dans la partie suivante. Une expérience de détermination des constantes de vitesse 
de ligation coupure à partir cette fois ci des immunoconjugué est en cours au laboratoire. Cependant 
cette expérience est difficile à mettre en place, puisque les concentrations de travail sont faibles, 
empêchant toute détermination de la cinétique par UV. La quantification des EM en fonction du temps 
après ajout de DBCO par spectrométrie de masse est donc nécessaire.  
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Les EM sont relarguées relativement rapidement et quantitativement dans le PBS, il est maintenant 
nécessaire de déterminer leur limite de détection dans différents milieux pour valider la méthode. Ces 
résultats feront �o�[�}���i���š���������o�����•�}�µ�•-partie suivante.   

III.6 Quantification des étiquettes de masse 

Les coefficients de réponse des étiquettes de masse ont été systématiquement déterminés dans des 
milieux biologiques (DMEM), pour vérifier que la détection soit possible. Ces analyses ont été 
effectuées par UPLC-MS/MS (ACQUITY I-���o���•�•�� �h�W�>��� �•�� � �‹�µ�]�‰� �� ���[�µ�v�� �•�‰�����š�Œ�}�u���š�Œ���� ������ �u���•�•���� �t���š���Œ�•��
XEVO�¡  TQ-S, en electrospray positif �‰���Œ�� �o�[� �‹�µ�]�‰���� �^�u���Œ�š-MS de notre institue. Les limites de 
quantification varient de 74,5 pM à près de 65 pM ce qui traduit une assez bonne sensibilité de ce type 
���[� �š�]�‹�µ���š�š���•��de masse qui peuvent être détectées à partir de 20 pM (Tableau 9).   

Tableau 9. Limites de quantification et de détection pour les quatre étiquettes de masse. 

Entrée EM Limite de détection Limite de quantification m/z détecté 
1 ���D�r���ì �î�ì���‰�u�}�o�l�> �ò�ñ�U�ï���‰�u�}�o�l�> �í�ô�ì�U�ì�~���• 
2 ���D�r���õ �î�ñ���‰�u�}�o�l�> �ó�ï�U�ò���‰�u�}�o�l�> �í�ô�ð�U�í�~���• �V���í�ô�ò�U�í 
3 ���D�r���í�ô �î�ì���‰�u�}�o�l�> �ò�ò�U�ï���‰�u�}�o�l�> �í�ô�ó�U�í�~���• �V���í�ô�õ�U�í 
4 ���D�r���î�ó �î�ñ���‰�u�}�o�l�> �ó�ð�U�ñ���‰�u�}�o�l�> �í�õ�í�U�õ�~���• 

(a) ion suivi pour la quantification.  

La quantification des EM va de pair avec une calibration précise de la masse, et des solutions étalons 
ont donc dues être utilisées. Pour se rapprocher au plus près des conditions qui seront utilisées dans 
les expériences vitro et vivo, les EM ont été libérées des esters tert-butyliques correspondants I-9, I-
12, I-13, et I-14. En pratique, une quantité �š�Œ���•���‰�Œ� ���]�•���� ������ �o�[���•�š���Œ�����•�š���•�µ�•�‰���v���µe dans un volume de 
DMSO, 10 équivalents de DBCO sont alors ajoutés p�}�µ�Œ�� �‹�µ���v�š�]�š���š�]�À���u���v�š�� �o�]��� �Œ���Œ�� �o�[EM voulu, 
permettant de faire une solution à 1 M d�[EM dans le DMSO. Cette solution est alors utilisée pour 
calibrer le spectromètre de masse.   

Les limites de quantifications sont bonnes, �‰�µ�]�•�‹�µ�����‹�µ�[���o�o���•��oscillent aux alentours de la soixantaine 
������ �‰�]���}�u�}�o���]�Œ���X�� �^�]�U�� �‰���Œ�����‰�‰�Œ�}�Æ�]�u���š�]�}�v�U�� �o���� �À�}�o�µ�u���� �•���v�P�µ�]�v�� ���[�µ�v���� �•�}uris est de 1,8 mL, cela revient à 
��� �š�����š���Œ�� �µ�v���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ���[EM de 18 femtomoles, �•�}�]�š�� �í�î�� ���š�š�}�P�Œ���u�u���•�� ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•�X�� �>���•�� �o�]�u�]�š���•�� ������
détection varient légèrement en fonction des EM utilisées, alors que celles-ci ne se différencient que 
�‰���Œ�� �o���� �‰�Œ� �•���v������ ���[���š�}�u���•��de deutérium (Figure 26). Ce résultat a déjà été observé par nos 
collaborateurs du SPI �o�}�Œ�•�� ���[études antérieures�X�� ���v�� ���(�(���š�� �o���•�� �Œ���v�����u���v�š�•�� ���[�]�}�v�]�•���š�]�}�v�� �‰���µ�À���v�š�� �!�š�Œ����
sensiblement différents en fonction du nombre de deutériums présents sur une molécule. 
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Figure 26. A. Evolution de l'intensité du signal en infusion ES+ en fonction du nombre de deutériums sur les ions parents 
(MS1). �>�[�]�v�š���v�•�]�š� �����µ���•�]�Pnal est normalisé sur �o�[�]�v�š���v�•�]�š� �����µ���•�]�P�v���o�����µ pyrazole (m/z = 711) B. Evolution de l'intensité du 

signal en infusion ES+ en fonction du nombre de deutériums sur les ions fils (MS2), f-EM �W���(�Œ���P�u���v�š���������o�[� �š�]�‹�µ���š�š�����������u���•�•����
détecté. �>�[�]�v�š���v�•�]�š� �����µ���•�]�Pnal est normalisé sur �o�[�]�v�š���v�•�]�š� �����µ���•�]�P�v���o���������o�����(�Œ���P�u���v�š���š�]�}�v���‰�Œ�]�v���]�‰���o�������µ pyrazole (711>655). 

(20 ng/mL, H2O/MeOH 50/50 0,1% HCOOH à 5µL/min) 

Malheureusement, �o�������]�(�(� �Œ���v���������v���Œ���v�����u���v�š�����[�]�}�v�]�•���š�]�}�v�����v�š�Œ�����o���•�����D���v�[���•�š���‰���•���‰�Œ�}�‰�}�Œ�š�]�}�v�v���o�o�������µ��
nombre de deutériums (Figure 26 A), il en va de même pour les ions fils suivis en MS2 (Figure 26 A). A 
noter, que les résultats de la Figure 26 sont représenté en intensités de signal normalisé �‰���Œ���o�[�]�v�š���v�•�]�š� ��
de signal du pyrazole �‰�Œ� �•���v�š�������v�•���o�����•�}�o�µ�š�]�}�v���~���v���‹�µ���v�š�]�š� ��� �‹�µ�]�u�}�o���]�Œ���������o�[���D dans la solution) pour 
limiter toute imprécision liée à la concentration des solutions.  

Une autre explication est donc nécessaire pour mieux comprendre cette différence. De plus, dans le 
�����•�����[EM-d9 et ���[EM-d18 deux ions sont détectés avec un incrément de masse de deux. Le mécanisme 
de fragmentation des EM pourrait aider à comprendre ce résultat. Une étude plus poussée est 
�v� �����•�•���]�Œ�������š���v�}�š�Œ�������š�š���v�š�]�}�v���•�[���•�š���‰�}�Œ�š� �����•�µ�Œ���o���•���]�}�v�•���(�]�o�•���]�•�•�µ�•���������o�����(�Œ���P�u���v�š���š�]�}�v���������o�[�]�}�v���‰���Œ���v�š�X�������•��
investigations ont été réalisées en collaboration avec �d�]�u�}�š�Z� �������[���v�(�Œ���Ç�����µ���P�Œ�}�µ�‰�������[���v���o�Ç�•�����������v�}�š�Œ����
�•���Œ�À�]�����X�������•���]�}�v�•���(�]�o�•���•�}�v�š����� �š�����š�����o���•�����������•�����}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•���‰�o�µ�•���(���]���o���•���‹�µ���������o�o�����������o�[�]�}�v���‰���Œ���v�š�X���W�}�µ�Œ��
�u�]���µ�Æ�����}�u�‰�Œ���v���Œ���������‹�µ�}�]�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����o�����u���•�•�����������o�[�]�}�v���(�]�o�•, de chaque EM, une étude de fragmentation 
���v�� �,�Z�D�^�l�D�^�� ���� � �š� �� ���(�(�����š�µ� ���� �����v�•�� �v�}�š�Œ���� �o�����}�Œ���š�}�]�Œ���X�� �>���� �(�Œ���P�u���v�š���š�]�}�v�� �v�[���•�š�� �‰���•�� �š�Œ�]�À�]���o���� �‰�µ�]�•�‹�µ���� �o����
�u���•�•���� �����•�� �]�}�v�•�� �}���•���Œ�À� �•�� �v�[���•�š�� �‰���•�� �‰�Œ�}�‰�}�Œ�š�]�}�v�v���o�o���� ���� �o���� �u���•�•���� ������ �o�[�]�}�v�� �‰���Œ���v�š�X�� ���v�� �•���� �����•���v�š�� �•�µ�Œ�� �o����
publication de Miller qui décrit la fragmentation de ���}�u�‰�}�•� �•���‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ� �•�U���]�o�����•�š���‰�}�•�•�]���o�������[�]�u���P�]�v���Œ��
un mécanisme (Figure 27. A).99 Dans la Figure 27 �o�[���Æ���u�‰�o�������[EM-d9 a été choisi mais les mécanismes 
de fragmentation sont exactement les mêmes pour les trois autres étiquettes de masse. Une première 

 
99 T. R. B. Jones, J. M. Miller, J. L. Peterson, and D. W. Meek, Canadian Journal of Chemistry, 54/9 (1976), 1478�t86. 
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fragmentation du EM-d9 génère le radical cation phosphonium f1 ���‰�Œ���•���‰���Œ�š�������[�µ�v�����u�}�o� ���µ�o�����v���µ�š�Œ����
de masse molaire de 219,13. Cette perte correspo�v�����v�š�������o�����‰���Œ�š�]�������o�]�‰�Z���š�]�‹�µ�����������o�[� �š�]�‹�µ���š�š��. f1 peut 
ensuite se réarranger pour porter �o���� �Œ�����]�����o���•�µ�Œ���µ�v���u� �š�Z�Ç�o�������[�µ�v�������•�� �š�Œ�]�u� �š�Z�}�Æ�Ç�����v�Ì���v���•�X�������µ�Æ�������•��
sont alors possibles à cette étape : le radical peut se former sur un méthyle protoné ou sur un deutéré. 
���[���•�š�������š�š����� �š���‰�����‹�µ�]���‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�����Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ���o�[�}���•���Œ�À���š�]�}�v�������������µ�Æ���]�}�v�•���(�]�o�•�����v���D�^�l�D�^���‰�}�µ�Œ les EM-d9  et 
EM-d18. Ensuite, les radicaux méthyliques f3 ou f10 pourraient alors se réarranger pour former les 
intermédiaires f4 ou f11 qui aboutiraient, après une série de fragmentations aux deux ions observés f7 

et f14 . En pratique, les mécanismes sont bien plus complexes comme expliqué dans la partie III.3 
Synthèse des phosphines TMPP-d9, TMPP-d18 , TMPP-d27. les étiquettes de masse sont composées 
���[�µ�v�����•� �Œ�]�����������‹�µ���š�Œ�����]�•�}�u���Œ���•���������‰�}�•�]�š�]�}�v, impliquant donc la formation de trois isomères de f7 et 
trois isomères de f14 possédant tous la même masse. 

 

 

B.  
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Figure 27. A. Mécanisme de fragmentation des étiquettes, exe�u�‰�o�������[EM-d9 B. Spectre HRMS/MS C. Probabilité de 
fragmentation f7 et f14. 

�>�[�]�v�š���v�•�]�š� �������•���‰�]���•���u�}�v�š�Œ�����µ�v���Œ���‰�‰�}�Œ�š���ò�ò���9�����v���‰�Œ� �(� �Œ���v������������f14 et de 33 % pour f7. Lorsque le OCD3 

est en para ���µ�����Ç���o�����o�����(�Œ���P�u���v�š���š�]�}�v�����v�š�Œ���`�v���Œ�����(�}�Œ��� �u���v�š���o�[�]�}�v��f14 alors que quand il est en ortho il a 
50% de chance de se fragmenter en f14 et 50% en f7 (Figure 27) entraînant alors 2 fois plus de chance 
de former f14 que f7.  
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III.7 Evaluation de la technologie in vitro et ex vivo 

Le CTX-d9 a alors � �š� �����Z�}�]�•�]�����}�u�u�����]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ���u�}�����o�����‰�}�µ�Œ���o�����•�µ�]�š�����������o�[� �š�µ�����U�����š�������•���š���•�š�• de 
ligation coupure sur cellules A431 en présence de DBCO-TAMRA, ont permis de vérifier par imagerie 
�‰���Œ���(�o�µ�}�Œ���•�����v�������‹�µ�����o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•���•�����o�]���]�š�����]���v�������o�����•�µ�Œ�(�������������•�������o�o�µ�o���•���š�µ�uorales (Figure 28). Ce résultat 
���•�š�� ���]���v�� �À�]�•�]���o���� �o�}�Œ�•�‹�µ���� �o�[�}�v�� ���}�u�‰���Œ���� �o���•�� �]�u���P���•�� ���v�� �(�o�µ�}�Œ���•�����v������ ���µ��DBCO-TAMRA avec ou sans 
prétraitement au CTX-d9. La superposition des images de fluorescence du DBCO-TAMRA et du CellBrite 
640 (marqueur membranaire), montre que l�[�]�v�š���Œ�v���o�]�•���š�]�}�v��CTX-d9 semble être négligeable puisque la 
fluorescence est essentiellement détectée à la membrane cellulaire.  

 

 

 

 

 

Figure 28. Image en immunofluorescence (plein champ) avec l'immunoconjugué CTX-d9 et le DBCO-TAMRA sur cellules 
A431. (NT : non traité avec anticorps, DAPI : marqueur de noyaux, CellBrite : marqueur membranaire)  

Pour valider le concept, un test de quantification des EM sur coupe tissulaire pathologique (tumeur 
A431 surexprimant EGFR), avec cette fois-ci le cocktail ���[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� s a permis de déterminer 
�o�[�����}�v�����v�������Œ���o���š�]�À�������������Z���‹�µ�� récepteurs au sein de la tumeur.  
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En pratique, la tumeur est découpée puis déposée sur une lame de microscopie, ensuite le cocktail 
���[���v�š�]���}�Œ�‰�• est déposé sur la coupe puis, après incubation la coupe est lavée au PBS puis une solution 
de DBCO pour induire la réaction SPICC est déposée. Le surnagent est collecté puis analysé par 
�•�‰�����š�Œ�}�u� �š�Œ�]�����������u���•�•�����‰�}�µ�Œ����� �š���Œ�u�]�v� ���o�[�����}�v�����v���������������Z���‹�µ�������D�X���>���•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���•�}�v�š�����}�v�����v�•� s dans 
le tableau suivant (Tableau 10).   
 
Le test semble être conclua�v�š���‰�µ�]�•�‹�µ�����ô�ñ�9���������o�[� �š�]�‹�µ���š�š�����������u���•�•������� �š�����š� e après réaction SPICC se 
trouve être EM-d9 associé au cétuximab, qui détecte sélectivement la protéine EGFR. Pour corréler ces 
résultats, des expériences de Western Blot sont en cours pour détecter la présence des 4 protéines au 
seins de la tumeur. A noter que la quantité de chaque EM est divisée �‰���Œ���o�����d���Z���������o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ��
�µ�š�]�o�]�•� �� �‰�}�µ�Œ�� �v�}�Œ�u���o�]�•���Œ�� �o���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�X�� ������ �Œ� �•�µ�o�š���š�� �Œ���À�]���v�š�� ���� �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� ���š�� ���}�v���� ������
récepteurs membranaires du milieu.    
 

 Tableau 10. Quantification des EM sur coupe tissulaire A431 (EGFR positif). 

Entrée EM Récepteur correspondant Conc. détecté(a)  Abondance relative  
1 ���D�r���ì�ì �,���Z�î �ó�í�U�ì���‰�D �ð�U�ô���9 
2 ���D�r���õ�ì ���'�&�Z �í�î�ò�ñ�U�õ���‰�D �ô�ñ�U�î���9 
3 ���D�r���í�ô �W���r�>�í �D���ò�ò�U�ï���‰�D�~���• �v�X�� 
4 ���D�r���î�ó �s���'�& �í�ð�ô�U�ó���‰�D �í�ì�U�ì���9 

(a) ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v���������Œ� �����‰�š���µ�Œ����� �š�����š� �����]�À�]�•� ���‰���Œ���o�����d���Z���������o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �X�� 
(b) En dessous de la limite de quantification 
n.d : non déterminé   
 

Une expérience avec le cocktail et un excès de CTX non dérivatisé met en évidence un déplacement 
total du signal de EM-d9 ce qui montre que �o�����•�]�P�v���o���}���•���Œ�À� �����•�š�����]���v�������o�µ�]���������o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ��CTX-
d9 fixé à ces récepteurs extracellulaires (Figure 29).  

 
Figure 29. Quantité des chaque EM détectées lors de l'expérience sur coupe tissulaire. La quantité de chaque EM est divisée 

�‰���Œ���o�����d���Z���������o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ���µ�š�]�o�]�•� ���‰�}�µ�Œ���v�}�Œ�u���o�]�•���Œ���o���•���Œ� �•�µ�o�š���š�•�X   

Ces deux expériences mettent en évidence la faisabilité ���µ���‰�Œ�}�i���š�U���‰�µ�]�•�‹�µ�[�]�o�����•�š���‰�}�•sible de détecter et 
de quantifier 4 récepteurs différents sur coupe tissulaire. Pour aller plus loin, il serait intéressant de 
voir si notre technologie est applicable in vivo. La prochaine partie sera consacrée aux résultats 
préliminaires nécessaires �����o�[� �o�����}�Œ���š�]�}�v�����[�µ�v���‰�Œ�}�š�}���}�o�������[���v���o�Ç�•���������•���Œ� �����‰�š���µ�Œ�•���š�µ�u�}�Œ���µ�Æ��in vivo.       
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III.8 Evaluation de la technologie in vivo 

III.8.i Pharmacocinétique 

Les expériences in vivo présentées dans ce paragraphe ont été réalisées exclusivement avec des souris 
« nude » athymiques femelles, possédant une tumeur xénogreffée, par nos collaborateurs du SHFJ et 
du SIMoS (Dr. Charles Truillet ; Dr. Mathilde Keck). 

�W�}�µ�Œ��� �À���o�µ���Œ���o�[���(�(�]�������]�š� ���������o�����š�����Z�v�}�o�}�P�]����in vivo, il est essentiel de connaitre la pharmacocinétique 
�����•�� ���D�� ���µ�� �•���]�v�� ������ �o�[�}�Œ�P���v�]�•�u���X��Cette information nous permettra de déterminer quels liquides 
biologiques prélever (sang, urine) et surtout combien de temps attendre après la réaction de SPICC 
pour détecter au mieux les EM.  

�>�[� �š�µ������in vivo a ���}�v�������}�u�u���v��� ���‰���Œ���o�[� �À���o�µ���š�]�}�v���������o�����‰�Z���Œ�u�����}cinétique des 4 EM (EM-d0, EM-d9, 
EM-d18, EM-d27) sur des souris pathologiques portant une tumeur (dans notre cas des cellules A431). 
Pour cela 12 souris ont été implantées avec 5 millions de cellules A451 sur les deux flans de sorte à 
avoir deux zones tumorales. 9 souris ont été allouées aux études de biodistribution et 3 autres ont 
servi de témoin négatif�X���î�ì���i�}�µ�Œ�•�����‰�Œ���•���o�[�]�u�‰�o���v�š���š�]�}�v�������•���š�µ�u���µ�Œ�•�U un cocktail des 4 EM (200 µg/kg/EM 
soit 800 µg/kg pour les 4 EM) a été injecté. Ceci représente 40 µg/EM soit 160 µg de produits injectés 
pour une souris de 20 g.  

Le sang des souris a ensuite été prélevé 1 heure, 2 heures, 4 heures et 24 heures après injection. Les 
urines ont quant à elles été prélevées à 24 heures post-injection (Figure 30).  

 

Figure 30. ���Z�Œ�}�v�}�o�}�P�]�����������o�[���Æ�‰� �Œ�]���v�������������‰�Z���Œ�u�����}���]�v� �š�]�‹�µ��  

Tous les résultats obtenus lors de cette étude sont condensés dans le Tableau 11. 

Tableau 11. Quantification des EM dans le sang et les urines. Les résultats sont exprimé en abondance relative à la quantité 
���[� �š�]�‹�µ���š�š���•���������u���•�•�����]�v�i�����š� ���•�X 

Entrée EM  
Quantité dans le Sang  

Quantité dans 
les Urine 

t+1 h t+2 h t+4 h t+24 h t+24 h 
1 ���D�r���ì�ì �ð�U�ï�í���v�P�l�u�> �í�U�ï�ñ���v�P�l�u�> �í�U�ó�ì���v�P�l�u�> ���r�~���• �ð�ñ�U�ñ���v�P�l�u�> 
2 ���D�r���õ�ì �ï�U�ï�ð���v�P�l�u�> �í�U�ì�í���v�P�l�u�> �í�U�î�ô���v�P�l�u�> ���r�~���• �ï�ó�U�î���v�P�l�u�> 
3 ���D�r���í�ô �ð�U�í�î���v�P�l�u�> �í�U�î�ò���v�P�l�u�> �í�U�ñ�î���v�P�l�u�> ���r�~���• �ð�ï�U�ì���v�P�l�u�> 
4 ���D�r���î�ó �ï�U�ó�ò���v�P�l�u�> �í�U�í�í���v�P�l�u�> �í�U�ï�ò���v�P�l�u�> ���r�~���• �ï�ô�U�ñ���v�P�l�u�> 
5 �r�~���• �v�X�� �v�X�� �v�X�� �v�X�� �v�X�� 

(a) témoins négatif (souris non traitée ���À�������o�������}���l�š���]�o�����[���D�• 
(b) En dessous de la limite de quantification 
n.d : non détecté  
 

Les résultats montrent que les étiquettes de masses ne circulent que très peu de temps dans le sang 
(avec un temps de demi-�À�]�������[���v�À�]�Œ�}�v���í�ì���u�]�v�•�X���h�v�����Z���µ�Œ�������‰�Œ���•���o�[�]�v�i�����š�]�}�v���•���µ�o���u���v�š�����v�À�]�Œ�}�v��1 ng/mL 
���•�š����� �š�����š� ���X�����µ�����}�µ�š���������î�ð���Z���µ�Œ���•���o�����‹�µ���v�š�]�š� �����[� �š�]�‹�µ���š�š���•�����•�š�����v�������•�•�}�µ�•�����µ���u�]�v�]�u�µ�u���Œ���‹�µ�]�•���‰�}�µ�Œ��
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pouvoir les quantifier. Une quantification des EM dans les urines montre quant à elle une quantité 
importante (environ 41 ng/mL) au bout de 24 heures, cette valeur est 745 fois supérieur à la limite de 
quantification des EM�X�� �>���� �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� �����•�� ���D�� �‰�}�µ�Œ�� �o�[���Æ�‰� �Œ�]���v������in vivo que nous envisageons 
pourrait alors �•�����(���]�Œ���������v�•���o���•���µ�Œ�]�v���•���î�ð���Z���µ�Œ���•�����‰�Œ���•���o�[�]�v�i�����š�]�}�v�����µ���������K�������Œ���µ�v�����‹�µ���v�š�]�š� ���•�µ�(�(�]�•���v�š����
���[���D�� �����À�Œ���]���v�š�� �!�š�Œ���� �Œ���š�Œ�}�µ�À� ���� �‰�}�µ�Œ�� �‰���Œ�u���š�š�Œ���� �µ�v���� �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� �(�]�����o���X�� �>���� ���Z�Œ�}�v�}�o�}�P�]���� ������
�o�[���Æ�‰� �Œ�]���v������in vivo pourrait alors se dérouler de la façon suivante (Figure 31).    

 

Figure 31. Chronologie de l'expérience in vivo de détection multiplexée 

�î�ì���i�}�µ�Œ�•�����‰�Œ���•���]�u�‰�o���v�š���š�]�}�v�������•���š�µ�u���µ�Œ�•���o�������}���l�š���]�o�����[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �•���‰�}�µ�Œ�Œ���]�š���!�š�Œ�����]�v�i�����š� ���‰���Œ���À�}�]����
intraveineuse, puis après 48 heures, le DBCO pourrait être à son tour injecté pour induire la réaction 
de ligation coupure SPICC. Pour limiter la réaction entre le DBCO et les anticorps circulant dans le sang, 
le DBCO pourrait être injecté en intratumorale. En plus de limiter les réactions parasites, une injection 
�]�v�š�Œ���š�µ�u�}�Œ���o�������µ�Œ���]�š���‰�}�µ�Œ�����(�(���š�����[������� �o� �Œ���Œ���o�����À�]�š���•�•�����������Œ� �����š�]�}�v���^�WICC puisque le DBCO serait en large 
���Æ�����•�X�� �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v������ ������ ��� �š�����š�]�}�v�� �u�µ�o�š�]�‰�o���Æ� ���� �•�µ�Œ�� �•�}�µ�Œ�]�•��athymiques xénogreffées est en cours au 
laboratoire.  
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IV Conclusions et perspectives  

Le but de ce projet était de concevoir une méthode de détection multiplexée de récepteurs tumoraux 
���v�����o�o�]���v�š���o�������Z�]�u�]�������]�}�}�Œ�š�Z�}�P�}�v���o���U���o�[�]�u�u�µ�v�}�Z�]�•�š�}���Z�]�u�]�������š���o����spectrométrie de masse.   

Une synthèse robuste en 14 étapes a été développée pour les 4 différents immunoconjugués 
nécessaires à ce projet. Ces immunoconjugués ont été caractérisés et utilisés pour la détection de 4 
différents récepteurs sur cellules vivantes et sur coupes tissulaires pathologiques.   

Des expériences in vivo sont en cours pour évaluer la viabilité de la méthode dans un contexte 
préclinique. Une approche sensiblement différente pourrait être utilisée dans le futur pour améliorer 
�o���� ��� �š�����š�]�}�v�� �•�µ�Œ�� ���}�µ�‰���� �š�]�•�•�µ�o���]�Œ���X�� ���v�� �•�[�]�v�•�‰�]�Œ���v�š�� �����•�� �š�Œ���À���µ�Æ�� ������ �t���]�•�•�o���]�����Œ�� ���š de son groupe, nous 
pourrions �]�u���P�]�v���Œ�� �Œ� �]�š� �Œ���Œ�� �o�[���v���o�Ç�•���� ������ �(�����}�v�� ���� ��� �š�����š���Œ�� �•�µ�������•�•�]�À���u���v�š�� �ð�� �Œ� �����‰�š���µ�Œ�• différents à 
chaque cycle avec un lot de quatre autres anticorps. Les cycles pourraient alors être répétés autant de 
fois que nécessaire pour détecter la présence de 4 récepteurs par cycle (Figure 32).  

 

Figure 32. Détection multiplexée par cycles successifs 
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Chapitre 2 : ��� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�� ���[�µ�v���� ���‰�‰�Œ�}���Z���� ������
préciblage au 18F assistée par reconnaissance 
moléculaire pour la détection de tumeurs solides 

I Introduction 

Bien que les marqueurs tumoraux fournissent de précieuses informations �•�µ�Œ���o�������]�}�o�}�P�]�������[�µ�v�����š�µ�u���µ�Œ�U��
ceux-ci ne sont pas toujours faciles à interpréter en raison de nombreux facteurs, le principal étant le 
manque de spécificité. Certains marqueurs peuvent notamment être élevés chez certains patients 
���Ç���v�š�����[���µ�š�Œ��s types de maladies, en effet, de nombreux marqueurs ne sont que très peu spécifiques 
���[�µ�v�������v�����Œ�����}�v�v� �X���W���Œ�����Æ���u�‰�o�����o�� marqueur CA 19.9 peut être associé à des cancers du pancréas, des 
voies biliaires, de la vessie, ������ �o�[���•�š�}�u������ �}�µ�� �u�!�u���� ���µ�� ���}�o�}�v�X���>���� �š���µ�Æ�� ���[�µ�v�� �u���Œ�‹�µ���µ�Œ�� ���}�v�vé peut 
� �P���o���u���v�š�� �!�š�Œ���� �š�Œ���•�� ���]�(�(� �Œ���v�š�� ���[�µ�v�� �‰���š�]���v�š�� ���� �µ�v�� ���µ�š�Œ���� �‰�}�µ�Œ�� �µ�v�� �u�!�u���� �����v�����Œ�X��Par conséquent, les 
marqueurs tumoraux ne permettent pas à eux seuls un diagnostic fiable et doivent être 
impérativement associés à ���[���µ�š�Œ��s méthodes ���[���v���o�Ç�•��s et notamment à de �o�[�]�u���P���Œ�]�����u� ���]�����o���X De 
�v�}�u���Œ���µ�Æ�� �š�Ç�‰���•�� ���[�]�u���P���Œ�]���•�� �u� ���]�����o���•�� ���Æ�]�•�š���v�š�� �~�/�Z�D�U�� �Z�����]�}�P�Œ���‰�Z�]����scintigraphie�Y�•�� ���š�� �‰���Œ�u���š�š���v�š��
���[�}���š���v�]�Œ���������‰�Œ� ���]���µ�•���•���]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•�U��elles restent essentielles pour aider le praticien à poser le bon 
diagnostic. Les méthodes les plus efficaces pour diagnostiquer un cancer restent la scintigraphie, et 
�•�}�v����� �À���o�}�‰�‰���u���v�š���À�����������‰���]�Œ�����À�������o�[���(�(�]�������]�š� �����µ���Œ�����]�}�š�Œ�������µ�Œ�X���>�������Z�]�u�]�����i�}�µ�������o�}�Œ�•���µ�v���Œ�€�o���������v�š�Œ���o�X���� 
 
La prochaine partie sera dédiée à une présentation de la scintigraphie sans entrer dans les détails 
physiques. Ensuite une sous partie sera consacrée aux techniques de préciblage dont le 
développement est en pleine essore.  

I.1 La tomographie par émission de positons (TEP) 

Parmi les techniques les plus utilisées pour imager des lésions cancéreuses, on retrouve la tomographie 
par émission de positons (TEP) ou encore la tomographie par émission monophotonique (TEMP). La 
TEP ainsi que la TEMP, sont des techniques ���[�]�u���P���Œ�]����fonctionnelle non-invasives qui permettent de 
visualiser in vivo �o���� �����À���v�]�Œ�� ���[�µ�v���� �u�}�o� ���µ�o���� �]�v�i�����š� ����possédant soit un radio-isotope émetteur de 
positons pour la TEP, soit un � �u���š�š���µ�Œ�� ������ �‰�Z�}�š�}�v�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� �d���D�W�X�� �>���� �d���W�� �Œ���‰�}�•���� �•�µ�Œ�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������
radionucléides émetteurs de positons à vie courte comme le carbone-11 (�t�=, t1/2 = 20 min, Evmax = 1656 
KeV) ou encore le fluor-18 (�t�=, t1/2 = 110 min, Evmax = 960 KeV). Cette technique fournit des 
informations sur les paramètres physiologiques du patient (débit et volume sanguin, pH intracellulaire 
�}�µ�� �u�!�u���� �o���� ���}�v�•�}�u�u���š�]�}�v�� �š�]�•�•�µ�o���]�Œ���� ���v�� �}�Æ�Ç�P���v���� ���š�� ���v�� �P�o�µ���}�•���•�X�� �>�[���v���o�Ç�•���� ���o�]�v�]�‹�µ���� �•���� ��� �Œ�}�µ�o����
généralement en trois grandes étapes, la première consiste à générer artificiellement le radioélément 
�~�•�}�µ�À���v�š�� ���� �o�[���]���������[�µ�v�� ���Ç���o�}�š�Œ�}�v). Ensuite une ou plusieurs réactions chimiques permettent de 
synthétiser le radioligand à partir du radioélément. Après purification et formulation, �o�[�����u�]�v�]�•�š�Œ���š�]�}�v��
du composé radiomarqué au patient se fait par voie intraveineuse. �>�[���v�Œ���P�]�•�š�Œ���u���v�š�����š���o�[���v���o�Ç�•����des 
données �‰���Œ�u���š���o�[�}���š���v�š�]�}�v�����[�µ�v�����]�u���P�������v���š�Œ�}�]�•�����]�u���v�•�]�}�v�•���������o�[�}�Œ�P���v����� �š�µ���]� ���~Figure 33).  
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Figure 33. Principe général de l'examen clinique par imagerie TEP 

Le 2-[18F]fluoro-2-désoxy-D-glucose ou [18F]FDG est très largement utilisé en oncologie pour suivre la 
demande en glucose des tumeurs ou des lésions métastatiques. Comme les cellules cancéreuses ont 
�����•�}�]�v���������‰�o�µ�•�����[� �v���Œ�P�]�����‹�µ�����o���•�������o�o�µ�o���•���•���]�v���•, le [18�&�•�&���'���•�[�������µ�u�µ�o�����•���v�•���‰�}�µ�À�}�]�Œ���!�š�Œ�����u� �š�����}�o�]�•� , 
du fait de sa différence structurale en position 2 comparé au glucose naturel. Cette accumulation de 
[18F]FDG entraine une accumulation d���� �Œ�����]�}�����š�]�À�]�š� �� �����v�•�� �o���•�� �Ì�}�v���•�� �š�µ�u�}�Œ���o���•�� �‹�µ�[�]�o�� ���•�š�� �‰�}�•�•�]���o����
���[���v�Œ���P�]�•�š�Œ���Œ��via �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������������u� �Œ��s TEP. Le principal �]�v���}�v�À� �v�]���v�š���������o�����d���W�����•�š���o�[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v�������•��
�‰���š�]���v�š�•�� ���µ�� �Œ�����]�}�v�µ���o� �]������ �‰�}�µ�À���v�š�� ���v�š�Œ���]�v���Œ�� �����•�� �o� �•�]�}�v�•�� ������ �o�[�����E�U�� �u���]�•��des techniques ont été 
développées �‰�}�µ�Œ�� �o�]�u�]�š���Œ�� ���µ�� �u���Æ�]�u�µ�u�� �o���� �š���u�‰�•�� ������ �Œ� �•�]�����v������ ���µ�� �o�[� �o� �u���v�š�� �Œ�����]�}�u���Œ�‹�µ� �� �����v�•��
�o�[�}�Œ�P���v�]�•�u���X�� 

I.2 Préciblage par réaction bioorthogonale 

�>�����‰�Œ� ���]���o���P�������•�š���µ�v�����š�����Z�v�]�‹�µ�����Œ���o���š�]�À���u���v�š���Œ� �����v�š����� �o�����}�Œ� �����‰�}�µ�Œ���o�]�u�]�š���Œ���o�����‰�o�µ�•���‰�}�•�•�]���o�����o�[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v��
des patients aux agents radiomarqués et pour limiter le bruit de fond dû au ciblage non spécifique dans 
�o���������•���������o�[�]�u���P���Œ�]�� �d���W�������o�[���]���������[���P���v�š�����������]���o���P��. Cette approche implique deux grandes étapes, la 
première consiste à injecter au patient un agent de ciblage (typiquement un anticorps) capable de se 
lier de façon spécifique à la tumeur, la seconde étape consiste quant à elle à injecter un agent de 
contraste capable de réagir spécifiquement avec �o�[agent de ciblage pour imager ou tuer les cellules 
ciblées (Figure 34. B).   

�>���•�� �‰�Œ���u�]���Œ�•�� �š�Œ���À���µ�Æ�� �Œ���‰�}�Œ�š���v�š�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������ �‰�Œ� ���]���o���P���� �}�v�š�� � �š� �� �‰�µ���o�]� s ���v�� �í�õ�ô�ó�� �‰���Œ�� �o�[� �‹�µ�]�‰���� ������
Rusckovski.100 Dans cet article, les auteurs décrivent �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���������o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v���Z���µ�š���u���v�š���•�‰� ���]�(�]�‹�µ����
�‹�µ�]�����Æ�]�•�š�������v�š�Œ�����o�������]�}�š�]�v�������š���o�����•�š�Œ���‰�š���À�]���]�v���X�������š�š�����]�v�š���Œ�����š�]�}�v�����•�š���o�[�µ�v���������•���‰�o�µ�•���(�}�Œ�š���•�����}�v�v�µ���•�������v�•��

 
100 D. J. Hnatowich, F. Virzi, and M. Rusckowski, J. of Nucl. Med., 28/8 (1987), 1294�t1302. 
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la nature avec une constante de dissociation des deux partenaires comprises entre 10-13 et 10-15 mol/L. 
�>���•�����µ�š���µ�Œ�•���}�v�š���•�Ç�v�š�Z� �š�]�•� �������•�����]�o�o���•�����[���P���Œ���‰�}�o�Ç�(�}�v���š�]�}�v�v���o�]�•� ���•���‰���Œ�������•���Œ� �•�]���µ�•�����]�}�š�]�v�����‹�µ�]���µ�v�����(�}�]�•��
injectées in vivo ont été marquées �����o�[���]�������������•�š�Œ���‰�š���À�]���]�v�����Œ�����]�}�����š�]�À���X�����v�•�µ�]�š�����µ�v���•�]�u�‰�o�������}�u�‰�š���P����
������ �o�����Œ�����]�}�����š�]�À�]�š� �� ���� �‰���Œ�u�]�•�� ���[� �À���o�µ���Œ���o�����Œ� �‰���Œ�š�]�š�]�}�v��������celle-ci dans les souris ayant reçu ou non un 
�‰�Œ� �š�Œ���]�š���u���v�š�����µ�Æ�����]�o�o���•�����[���P���Œ��et de déterminer si �o�����Œ� �����š�]�}�v�����[���•�•�}���]���š�]�}�v�������•�������µ�Æ partenaires avait 
bien eu lieu in vivo. Toutefois, l'immunogénicité de la streptavidine ainsi que la toxicité induite par le 
risque de liaison avec la biotine endogène explique pourquoi les essais cliniques n'ont pas atteint la 
�‰�Z���•���� �/�/�/�� �u�!�u���� �•�]�� ���[���µ�š�Œ���•��� �‹�µ�]�‰���•���}�v�š���š���v�š� �� ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ���o�[���‰�‰�Œ�}���Z���X�� �W���Œ���o���� �•�µ�]�š��, les chercheurs se 
sont tournés vers des méthodes plus biocompatibles et ces avancées vont de pair avec celles réalisées 
en chimie bioorthogonale.  

 

Figure 34. A. Approche courante vs B. approche de préciblage pour la radioimmunothérapie 

Les anticorps (Atc) sont des protéines naturelles, produites par le système immunitaire et utilisées par 
le corps pour déclencher une attaque ciblée contre un agent pathogène donné. Les chercheurs se sont 
rapidement rendu compte que, bien choisis, ils pouvaient être des armes redoutables pour traquer et 
détruire des cellules tumorales. Associer les anticorps à des stratégies de préciblage pour imager ou 
�š�Œ���]�š���Œ���o���•�������o�o�µ�o���•���š�µ�u�}�Œ���o���•���•�[���•�š�����}�v�����Œ� �À� �o� ���!�š�Œ�����µ�v�������‰�‰�Œ�}���Z����� �o� �P���v�š�������š���š�Œ���•�����(�(�]�����������‰�}�µ�Œ���!�š�Œ��������
la fois spécifique tout en minimisant la toxicité des agents thérapeutiques ou de contrastes. Le 
marquage direct ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•�����µ��18�&���v�[���•�š���‰���•���‰�}�•�•�]���o�����‰�µ�]�•�‹�µ�����o���•�����}�v���]�š�]�}�v�•���������uarquage requièrent 
des températures supérieures à 100 °C. Il est donc néc���•�•���]�Œ���� ���[�µ�š�]�o�]�•���Œ�� �µ�v���� �u�}�o� ���µ�o�� prosthétique 
capable de porter le fluor �í�ô�������v�•���•�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ�����š�}�µ�š�����v��� �š���v�š���(�����]�o���u���v�š���������Œ�}���Z�����o�����•�µ�Œ���o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�X�� 

�h�v�����‰�Œ���u�]���Œ����� �š���‰�����À�]�•�������������u�]�v�]�•�š�Œ���Œ���o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•���u�}�v�}���o�}�v���o���u�}���]�(�]� ���‰�}�µ�Œ�����]���o���Œ���o�����š�µ�u���µ�Œ�X�����v�•�µ�]�š���U��
après �µ�v�����‰� �Œ�]�}���������[�]�v���µ�����š�]�}�v���‰���Œ�u���š�š���v�š�������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•���������•������ioaccumuler sur le site tumoral, une 
petite molécule radiomarquée capable de réagir spécifiquement avec �o�[anticorps est injectée. 
���}�u�‰���Œ� ���������o�[�]�v�i�����š�]�}�v�����[�µ�v�����v�š�]���}�Œ�‰�•�����]�Œ�����š���u���v�š���Œ�����]�}�u���Œ�‹�µ� �������š�š�����š�����Z�v�]�‹�µ�����o�]�u�]�š�����o�[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v�����µ��
patient au radionucléide �‰�µ�]�•�‹�µ���� �o���� �Œ�����]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�� �‰�}�•�•�������� �µ�v�� �š���u�‰�•�� ������ �À�]���� �����v�•�� �o�[�}�Œ�P���v�]�•�u����
beaucoup plus court que les anticorps. En choisissant bien le radio-isotope il est aussi possible de 
�o�]�u�]�š���Œ���o�[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v�������o�����Œ�����]�}�����š�]�À�]�š� �����v���µ�š�]�o�]�•���v�š�������•���v�}�Ç���µ�Æ���Œ�����]�}�����š�]�(�•�������(���]���o�����š���u�‰s de demi-vie. Le 
fluor-18 est alors un très bon candidat.          

Pour lier de façon ���}�À���o���v�š�����o�����Œ�����]�}�o�]�P���v���������o�[���v�š�]�š� ��tumeur-anticorps, les stratégies plébiscitées par 
�o���•�����Z���Œ���Z���µ�Œ�•���•�[���‰�‰�µ�]���v�š toutes sur des réactions de ligations biocompatibles. His�š�}�Œ�]�‹�µ���u���v�š�����[���•�š��

A. 

B. 
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la ligation de Staudinger qui pour la première fois a été utilisée �����v�•�� �o���� �������Œ���� ���[�µ�v���� ���‰�‰�Œ�}���Z���� ������
préciblage avec des Atc �‰���Œ���o�[� �‹�µ�]�‰����������Dongen.101 Malheureusement la cinétique réactionnelle assez 
lente et la faible stabilité de la phosphine �}�v�š���o�]�u�]�š� ���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������������š�š�������‰�‰�Œ�}che conduisant à des 
résultats peu concluants.      

Les réactions bioorthogonales sont ensuite devenues de plus en plus performantes et les plus 
prometteuses ont été incluses dans des approches de préciblage pour évaluer leur efficacité.  

I.2.i Préciblage par réaction SPAAC 

Pour pallier les inconvénients de la ligation de Staudinger, �o���•�����Z���Œ���Z���µ�Œ�•���•�����•�}�v�š�����[�����}�Œ�����š�}�µ�Œ�v� �•���À���Œ�•��
la réaction SPAAC. À notre connaissance, il n'existe aujourd'hui que trois publications utilisant cette 
réaction dans une approche de préciblage soit pour l'imagerie soit pour la thérapie. La première étude, 
publiée en 2013 �Œ���o���š�����o�[utilisation du rituximab (dirigé contre les récepteurs CD20) fonctionnalisé par 
des fonctions azotures comme agent de ciblage et de cyclooctynes radiomarqués avec du lutétium-
177.102 Malheureusement �o���•�����µ�š���µ�Œ�•���v�[�}�v�š �‰���•���Œ� �µ�•�•�]�������u���š�š�Œ�������v��� �À�]�����v�������o�[�µ�š�]�o�]�š� ���������o�����^�W���������‰�}�µ�Œ��
précibler des cellules tumorales.  

Toujours dans une optique de préciblage assisté par réaction bioorthogonale, �o�[� �‹�µ�]�‰�����������<�]�u������élaboré 
�µ�v���� �•�š�Œ���š� �P�]���� �o� �P���Œ���u���v�š�� ���]�(�(� �Œ���v�š���� �����•� ���� �•�µ�Œ�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������ �v���v�}�‰���Œ�š�]���µ�o���•�� ������ �•�]�o�]������ �u� �•�}�‰�}�Œ���µ�•����
capables de �•�[�������µ�u�µ�o��r dans les tumeurs par effet EPR.103 En utilisant des nanoparticules décorées 
par des motifs DBCO, �<�]�u�� ���š�� �•�}�v�� � �‹�µ�]�‰���� �}�v�š�� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ�[�]�o�� � �š���]�š�� �‰�}�•�•�]���o���� ���[�]mager une tumeur par 
imagerie TEP en utilisant la réaction de SPAAC in vivo. Un dérivé azoture 18F a été injecté par voie 
�]�v�š�Œ���À���]�v���µ�•���U�� �î�ð�Z�� ���‰�Œ���•�� �o�[�]�v�i�����š�]�}�v�� �����•�� �v���v�}�‰���Œ�š�]���µ�o���•�� �������K�X�� �>�[�]�u���P���Œ�]�� TEP indique une 
accumulation de la radioactivité au niveau de la tumeur.  

Plus récemment, en 2018, Au et al.104 �}�v�š�� �(�]�v���o���u���v�š�� ��� �u�}�v�š�Œ� �� �o�[���(�(�]�������]�š� �� ������la SPAAC pour la 
radioimmunothérapie sur des souris porteuses de lymphomes non hodgkiniens. Ils ont démontré une 
amélioration de la survie médiane avec 67% du groupe de souris tests qui ne possédaient plus de 
tumeur après 30 jours et le reste du groupe où les tumeurs étaient à peine détectables.  

I.2.ii Préciblage par réaction TCO/Tz 

Enfin, la réaction de loin la plus utilisée est la réaction IEDDA entre le trans-cyclooctène et un dérivé 
tétrazine (TCO/Tz). En 2010, �Z�}���]�o�o���Œ�������š���•�}�v��� �‹�µ�]�‰�����}�v�š�����Œ�]�o�o���u�u���v�š����� �u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�[�]�o��� �š���]�š���‰�}�•�•�]���o����������
cibler des cellules tumorales LS174T in vivo en injectant un Atc non-internalisant CC49-PEG12-TCO 
dirigé ���}�v�š�Œ���� �o�[���v�š�]�P���v���� �d���'-�ó�î�� ���š�� �‹�µ�[�]�o�� � �š���]�š�� �‰�}�•�•�]���o���� ������ �o�}�����o�]�•���Œ�� �o���� �š�µ�u���µ�Œ�� �‰���Œ�� �]magerie TEMP en 
�]�v�i�����š���v�š���µ�v����� �Œ�]�À� ���š� �š�Œ���Ì�]�v�����u���Œ�‹�µ� ���‰���Œ���o�����o�[�]�v���]�µ�u-111.105  

À la suite de cette découverte, �������v�}�u���Œ���µ�•���•�����µ�š�Œ���•��� �‹�µ�]�‰���•���}�v�š�����•�•���Ç� �����[���u� �o�]�}�Œ���Œ���o�������}�v�����‰�š�����v��
�u�}���µ�o���v�š�� �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�U�� �o���� �Œ�����]�}� �o� �u���v�š�� ���š�� �o���•�� �š�����Z�v�]�‹�µ���•�� ���[�]�u���P���Œ�]���X2 Dans cette partie nous avons 
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choisi de présenter de façon non exhaustive les travaux effectués avec le couple réactionnel TCO/Tz 
depuis la première étude de Robillard. 

En �î�ì�í�ï���o�����u�!�u����� �‹�µ�]�‰�����‰�µ���o�]�����µ�v�����Œ�š�]���o������� ���Œ�]�À���v�š���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�����[���P���v�š�•���������u���•�‹�µ���P�����~�}�µ�����P���v�š��������
clairance : AC) capable de réagir spécifiquement avec les anticorps circulant dans le flux sanguin pour 
les empêcher de réagir avec le radioligand 106 (Figure 35�•�X���>�[� �‹�µ�]�‰��������� �o�����}�Œ� ���µ�v��bioconjugué albumine-
Tétrazine capable de circuler spécifiquement dans le flux sanguin pour masquer les fonctions réactives 
présent dans le sang.   

 

Figure 35. Approche de préciblage par IEDDA avec agent de clearance 

L'utilisation d'u�v�� ���P���v�š�� ������ ���o�����Œ���v������ ���� �‰���Œ�u�]�•�� ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ le rapport tumeur/sang ���[�µ�v�� �(�����š���µ�Œ���í�î�ñ��
trois heures après son injection. La dosimétrie de la souris a suggéré que cette approche permettrait 
���[�]�v�i�����š���Œ���ô���(�}�]�•���‰�o�µ�•���������Œ�����]�}�����š�]�À�]�š� ���‹�µ�����������‹�µ�]�����•�š���‰�}�•�•�]���o�������À�������µ�v�����Œ�����]�}�š�Z� �Œ���‰�]�����v�}�v�����]���o� ���X�� 

I.2.iii Préciblage par réaction SPSAC 

Outre les réactions décrites ci-dessus, notre équipe a récemment élaboré une méthode de préciblage 
�]�u�‰�o�]�‹�µ���v�š���µ�v�����Œ� �����š�]�}�v���^�W�^�������‰�}�µ�Œ���������o�[�]�u���P���Œ�]�����d���W��in vivo (Figure 36).94 �E�}�µ�•�����À�}�v�•����� �u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�[�]�o��
était �‰�}�•�•�]���o�������[�µ�š�]�o�]�•���Œ���µ�v���]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ���‰�}�•�•� �����v�š���µ�v���u�}�š�]�(�����Z�o�}�Œ�}�•�Ç���v�}�v�����~CTX-ClSYD) et de le 
faire réagir avec un DBCO radiomarqué au fluor-18 in vivo. L'imagerie TEP de souris portant des 
tumeurs issues de cellules A431 injecté en sous-cutané a montré accumulation de la radioactivité dans 
la tumeur mais l'élimination hépatobiliaire du [18F]F-PEG2-DBCO �•�[���•�š�� �Œ� �À� �o� e assez faible, ce qui a 
conduit à de faibles contrastes en imagerie. Nous avons également démontré que cette réaction 
pouvait se produire avec une bonne cinétique dans le sang à 37 °C (k = 350 L/mol/s).   

 

 

 

 
106 R. Rossin, T. Läppchen, S. M. van den Bosch, R. Laforest, and M. S. Robillard, J. Nucl. Med, 54/11 (2013), 1989�t95. 
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Figure 36. Approche de préciblage par SPSAC 

Les réactions de ligation classiques suivent des cinétiques de deuxième ordre. Cela implique que 
�o�[���(�(�]�������]�š� ��du marquage radioactif dépend directement de la concentration �������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�����š�����µ���‰�Œ�}���µ�]�š��
radioactif clickable dans la zone tumorale. Or, ces concentrations peuvent en réalité être extrêmement 
faibles puisqu�[�]�o�����•�š�������u�]�•���‹�µe seulement 10% au mieux des anticorps injectés atteignent la tumeur. 
De plus le radiotraceur clickable est utilisé en quantité très faible. Pour contourner ce problème des 
chercheurs ont travaillé sur le développement de nouvelles techniques utilisant le principe de 
reconnaissance moléculaire, par exemple avec des PNAs, pour augmenter la concentration locale des 
réactifs.  

I.2.iv Utilisation des PNA pour des approches de préciblage  

Les PNA, ou acides nucléiques peptidiques en français, �•�}�v�š�� ���}�u�‰�}�•� �•�� ���[���v���Z���`nements de bases 
nucléiques reliées par des liaisons peptidiques. Le squelette des PNAs possède le même nombre 
���[���š�}�u���• ainsi que le même type de bases que l�[�����E (Figure 37). Ces similarités structurales en font 
de �‰���Œ�(���]�š�•�����v���o�}�P�µ���•���������o�[�����E�����v���‰�o�µ�•�����[�!�š�Œ�����‰�o�µ�•���•�š�����o��s et plus facilement synthétisables. Les PNAs 
sont capables de �•�[���‰�‰���Œ�]���Œ ���v�š�Œ�������µ�Æ�����}�u�u�����o�[�����E���‰�}�µ�Œ���(�}�Œ�u���Œ�������•�����µ�‰lex stables par des liaisons de 
Watson et Crick.107 

 
107 M. Egholm, O. Buchardt, L. Christensen, C. Behrens, S. M. Freier, D. A. Driver, R. H. Berg, S. K. Kim, B. Norden, P. E. Nielsen, Nat. 1993, 365, 
566�t568 

  [18F]F-PEG2-DBCO               [18F]F-PEG2-DBCO +           [18F]F-PEG2-DBCO +   
                                                         CTX-ClSYD                CTX-ClSYD + blockage  
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Figure 37. Structure des PNAs 

De nombreuses applications ont été développées pour tirer parti des particularités des PNAs et 
notamment pour des approches de préciblage. Parmi les études développées on peut notamment citer 
les travaux de Gasser et al. qui avec son équipe a développé une approche de préciblage avec un 
anticorps relié à un PNA [17 bases] et un PNA [17 bases]  complémentaire radiomarqué au 99mTc (Figure 
38).108 �>�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ�  Atc-PNA a été injecté par voie intraveineuse, puis un PNA radiomarqué au 
99m�d��������� �š� ���]�v�i�����š� ���î�ð���Z���µ�Œ���•�����‰�Œ���•�X���í���Z���µ�Œ�������‰�Œ���•���o�[�]�v�i�����š�]�}�v�����µ���W�E�����Œ�����]�}�u���Œ�‹�µ� �������•�����o�]���Z� �•��ont été 
enregistrés.  

 

Figure 38. Préciblage assisté par PNA A. Sans Atc-PNA, 99mTc-PNA injecté seul B. Avec Atc-PNA et 99mTc-PNA  

Les images montrent une accumulation de la radioactivité au sein de la tumeur, �‹�µ�[�]�o�����•�š���‰�}�•�•�]���o����������
���}�u�‰���Œ���Œ�����µ���P�Œ�}�µ�‰�����š� �u�}�]�v���}�¶���o�[Atc-�W�E�����v�[�����‰���•��� �š� ���]�v�i�����š� �X�������š�š�����]�u���P�����‰�Œ�}�µ�À�����‹�µ�����o�����‰�Œ� ���]���o���P��������
bien fonctionné.  

Dans notre laboratoire nous avons montré d���v�•�� �o���� �������Œ���� ������ �o���� �š�Z���•���� ������ �:�µ���]�š�Z�� �����µ�����š�� �‹�µ�[�]�o�� � �š���]�š��
�‰�}�•�•�]���o�������[�µ�š�]�o�]�•���Œ���o���•���W�E���•���‰�}�µ�Œ�����(�(�����š�µ���Œ�������•���Œ� �����š�]�}�v�•���������o�]�P���š�]�}�v�����}�µ�‰�µ�Œ�������v�š�Œ���������•���]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•��
et des cyclooctynes. Cette modification entraî�v�����v�}�š���u�u���v�š���µ�v�����Z���v�P���u���v�š���������o�[�}�Œ���Œ�����������o�����Œ� �����š�]�}�v��
q�µ�]���‰���•�•�������o�}�Œ�•�����[�µ�v���}�Œ���Œ���������µ�Æ�������µ�v���‰�•���µ���}���}�Œ���Œ�����µ�v. Cela signifie que la vitesse de réaction ne dépend 
plus de la concentration des réactifs, contrairement à ce qui est habituellement observé dans les 
réactions bioorthogonales classiques (Figure 39). Cette propriété est très appréciable lorsque la 
concentration des réactifs est extrêmement faible.  

 

 

 

 
108 A. Leonidova, C. Foerster, K. Zarschler, M. Schubert, H.-J. Pietzsch, J. Steinbach, R. Bergmann, N. Metzler-Nolte, H. Stephan, and G. 

Gasser, Chem. Sci., 6/10 (2015), 5601�t16. 
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Figure 39. Travaux du laboratoire sur les PNAs pour la ligation 

Le nombre de paires de bases ainsi que leur enchaînement ont été étudiés pour déterminer les 
conditions optimales jouant sur la cinétique de la cycloaddition. Il a été déterminé que les PNA à 6 
paires de bases TTAGTG et son complémentaire AATCAC donnaient les meilleures cinétiques.  

���v���•�[�]�v�•�‰�]�Œ���v�š�������������•���š�Œ���À���µ�Æ���v�}�µ�•�����À�}�v�•���À�}�µ�o�µ��� �À���o�µ���Œ���o���µ�Œ���µ�š�]�o�]�š� ����ans une approche de préciblage. 

I.3 Présentation du projet  

Le projet vise à développer une approche de préciblage pour localiser une tumeur solide chez une 
�•�}�µ�Œ�]�•�� �‰���Œ�� �]�u���P���Œ�]���� �W���d�X�� �>�[�}�Œ�]�P�]�v���o�]�š� �� ������ ������ �‰�Œ�}�i���š�� �Œ���‰�}�•���� �•�µ�Œ�� �o���� ���}�u���]�v���]�•�}�v�� ������ �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ���[�µ�v����
réaction bioorthogonale avec la reconnaissance moléculaire entre deux brins de PNAs. Dans cette 
���‰�‰�Œ�}���Z�����o���•���W�E���•���i�}�µ���v�š���µ�v���Œ�€�o�����]�u�‰�}�Œ�š���v�š�����v���‰���Œ�u���š�š���v�š�����[���(�(�����š�µ���Œ���o�����Œ� �����š�]�}�v�����À�������µ�v�����š�Œ���•�����}�v�v����
�À�]�š���•�•���� �Œ� �����š�]�}�v�v���o�o���� �u�!�u���� ���� �����•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� ������ �o�[�}�Œ���Œ���� ���µ��nanomolaire. Le projet vise donc à 
évaluer la combinaison de la reconnaissance moléculaire par les PNAs avec une réaction 
bioorthogonale dans �µ�v�������‰�‰�Œ�}���Z�����������‰�Œ� ���]���o���P���U�����v���•�[���‰�‰�µ�Ç���v�š���•�µ�Œ���v�}�š�Œ�����‰�Œ� ��� �����v�š����� �š�µ���������À�������o���•��
chlorosydnones (Figure 40). De fait, il sera possible de comparer les deux études pour en tirer des 
���}�v���o�µ�•�]�}�v�•���•�µ�Œ���o�[�µ�š�]�o�]�š� �������•���W�E���•�X�� 

 

Figure 40. Principe du projet de préciblage assisté par PNA 
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II Résultats  

II.1 �^�Ç�v�š�Z���•�����������o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ��CTX-PNA-ClSYD 

�h�v���� �‰�Œ���u�]���Œ���� �Œ� �����š�]�}�v�� ���[���o�l�Ç�o���š�]�}�v�� ������ �o�[�����]������ �ð-���u�]�v�}�����v�Ì�}�]�‹�µ���� ���� �o�[���]������ ���[�����]������ ���Z�o�}�Œ�}����� �š�]�‹�µ����
�‰���Œ�u���š�� ���[�}���š���v�]�Œ���o���� ���}�u�‰�}�•� ��II-1 avec un rendement acceptable de 64 %. Ensuite, une réaction de 
nitrosylati�}�v�� ���Ç���o�}��� �•�Z�Ç���Œ���š���š�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �o���� �•�Ç���v�}�v����II-2 avec un rendement de 44% 
(Schéma 47).  

 

Schéma 47. Synthèse du PNA-ClSYD. 
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La chloration en position C4 de la sydnone II-2 �‰���µ�š���•�[���(�(�����š�µ���Œ�������v�•���µ�v���u� �o���v�P�����,���o���Z�Ç�‰�}���Z�o�}�Œ�]te de 
�•�}���]�µ�u�����À�������µ�v���Œ���v�����u���v�š���������ð�ì�9�X���>�[�����]���������Œ�}�u���š�]�‹�µ�������•�š�����v�•�µ�]�š���������š�]�À� �������o�[���]���������[�µ�v�����u�]�Æ�š�µ�Œ������������
�E�,�^���‰�}�µ�Œ���(�}�Œ�u���Œ���o�[���•�š���Œ��������N-hydroxysuccinoyl correspondant II-4 avec un rendement de 46% après 
�‰�µ�Œ�]�(�]�����š�]�}�v�X�������š�����•�š���Œ�����•�š�����v�•�µ�]�š�����š�Œ���]�š� �����À�������o�[���u�]�v�����‰���P�Ç�o� ���������v�•���o�������D�&���‰�}�µ�Œ���(�}�Œ�u���Œ���o�������}�u�‰�}�•� ��II-
5 avec un rendement de 43%. La suite de la synthèse se déroule sur support solide et a été effectuée 
par Judith Baudet dans le cadre de son doctorat. Le PNA encore sur support solide est fonctionnalisé 
par la chlorosydnone par couplage peptidique. Après clivage du PNA chlorosydnone de la résine en 
milieu acide et purification par HPLC semi préparative, le PNA-ClSYD est traité avec 1,0 équivalent 
���[�����]������ �P�o�µ�š���Œ�]�‹�µ���� �‰�}�µ�Œ���]�v�š�Œ�}���µ�]�Œ���� �µ�v���� �(�}�v���š�]�}�v�� �����]�����X�� �����š�š���� �(�}�v���š�]�}�v�� �����]������ ���•�š�����v�•�µ�]�š���� �����š�]�À� ���� �•�}�µ�•��
�(�}�Œ�u�������[���•�š���Œ���������E�,�^���‰���Œ�����µ���d�^�d�h�������v�•���o�������D�&�X�������š�š�����•�}�o�µ�š�]�}�v�����[���•�š���Œ�������š�]�À� ��PNA-ClSYD est ensuite 
ajoutée à une solution de Cetuximab dans un tampon hydrogénocarbonate (pH = 8,3) à température 
���u���]���v�š���� �‰���v�����v�š���ð�� �Z���µ�Œ���•�� �‰�}�µ�Œ���(�}�Œ�u���Œ���o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ��CTX-PNA-ClSYD (Schéma 47).  Dans un 
�‰�Œ���u�]���Œ���š���u�‰�•�U���o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� ������� �š� ���‰�µ�Œ�]�(�]� ���‰���Œ�����Æ���o�µ�•�]�}�v���•�š� �Œ�]�‹�µ�����•�µ�Œ�����}�o�}�v�v�����u�]���]�d�Œ���‰� �U���u���]�•���]�o��
�•���u���o���Œ���]�š�� �‹�µ���� �o���� �W�E���� ���v�� ���Æ�����•�� �����v�•�� �o���� �Œ� �����š�]�}�v�� ������ ���}�µ�‰�o���P���� ���� �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� �•�[�������Œ�}���Z����via des 
interactions non covalentes puisque même après deux purifications successives, du PNA libre est 
��� �š�����š� �� �����v�•�� �o���� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ���[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �� �‰���Œ��HPLC. Une purification sur protéine A avec une 
�•�}�o�µ�š�]�}�v����� �š���Œ�P���v�š�����‰���Œ�u���š���������•�[���(�(�Œ���v���Z�]�Œ���������������‰�Œ�}���o���u�������š���o�[�]�u�u�µ�v�}���}�v�i�µ�P�µ� �����•�š��ainsi obtenu de 
façon pure. Une caractérisation �‰���Œ�� ���v���o�Ç�•���� �D���>���/�� �‰���Œ�u���š�� ������ ���}�v�(�]�Œ�u���Œ�� �‹�µ���� �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� ���� ���]���v�� � �š� ��
fonctionnalisé, avec une incorporation moyenne de 4,0 PNA par anticorps (Figure 41).  

 

Figure 41. Analyse MALDI A. CTX, B. CTX-PNA-ClSYD. Masse molaire PNA = 2865,29 g/mol 

Une fois le premier partenaire réactionnel obtenu nous avons tourné notre attention sur la synthèse 
du PNA complémentaire comportant la fonction DBCO, puis nous avons développé une méthode de 
radio-marquage du PNA-DBCO au Fluor 18.  
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II.2 Synthèse du PNA-DBCO et étude cinétique de la réaction de ligation 

La synthèse du PNA-DBCO a été effectuée au laboratoire par Judith Baudet sur support solide (Figure 
42). 

 

Figure 42. Structure du PNA-DBCO 

Une fois le composé obtenu des calculs de cinétique réactionnelle ont permis de déterminer une 
constante de vitesse apparente k1 = 0,053 s-1�X���>�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������•���W�E���•���‰�}�µ�Œ�������•���Œ� �����š�]�}�v�•���������o�]�P���š�]�}�v���š���v����
���� ���Z���v�P���Œ�� �o�[�}�Œ���Œ���� ������ �o���� �Œ� �����š�]�}�v�� �‰�}�µ�Œ�� �‰���•�•���Œ�� ���[�µ�v���� �Œ� �����š�]�}�v�� ���[�}rdre deux à un pseudo ordre 1. La 
cinétique observée est très rapide puisque le temps de demi-réaction est de seulement 10 secondes 
(Figure 43).  

 

 

Figure 43. Cinétique de cycloaddition entre PNA-DBCO et PNA-ClSYD, (C = 100 µM, 37 °C, PBS). 

�>�������]�v� �š�]�‹�µ�������������Ç���o�}�������]�š�]�}�v�����v�š�Œ�����µ�v�������Z�o�}�Œ�}�•�Ç���v�}�v�������š���o�����������K�����•�š�����[���v�À�]�Œ�}�v���ï�ì�ì���>�l�u�}�o�l�•���������‹�µ�]��
représente un temps de demi-réaction de 3333 s pour une concentration de 1 µM, or en utilisant des 
PNAs ce temps est divisé par 333 pour la même concentration. Cette évolution est encore plus 
�•�‰�����š�����µ�o���]�Œ�����o�}�Œ�•�‹�µ�[�}�v���š�Œ���À���]�o�o�������������•�����}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�����v���}�Œ�����‰lus faibles. Le temps de demi-réaction, 
est alors multiplié par 10 lorsque la concentration est divisée par 10, alors que pour un ordre 1 le temps 
de demi-réaction reste le même quelque soit la concentration de travaille.  Ce chiffre met en lumière 
�š�}�µ�š���o�[�]�v�š� �Œ�!�š�������•���W�E���•���•�µ�Œ���o���•�����]�v� �š�]�‹�µ���•�����������Ç���o�}�������]�š�]�}�v�X 
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II.3 Marquage du PNA-ClSYD  

Ces travaux ont été réalisés par Dr. Simon Specklin du SHFJ. Pour marquer le PNA nous nous sommes 
inspirés des travaux de nos collaborateurs du Service Hospitalier Fréderic Joliot qui ont développé une 
méthode pour marquer des biomolécules avec un thiol pyridine radioactif.109 Dans cet article, les 
auteurs proposent la synthèse de 2-[18F]-fluoropyridine via une réaction de substitution nucléophile 
���Œ�}�u���š�]�‹�µ�������v���‰���Œ�š���v�š�����[�µ�v���•���o���������î-trimétylammonium pyridine. Après clivage de la fonction trityle, 
le thiol peut alors être utilisé pour marquer des molécules possédant un accepteur de Michael. Cette 
approche a permis aux auteurs de marquer des molécules comme le cyclo-RGDfC ou même des 
déhydroalanine. La synthèse radioactive se déroule en deux étapes, une première étape de SNAr en 
présence du sel de triméthylammonium et de K[18F]F·K222 dans le DMSO à 160 °C pendant 5 min permet 
���[�}���š���v�]�Œ���o�����š�Z�]�}�o���‰�Œ�}�š� �P� ���Œ�����]�}�u���Œ�‹�µ� �X�����v�•�µ�]�š�����µ�v������� �‰�Œ�}�š�����š�]�}�v���������o�����(�}�v���š�]�}�v���š�Z�]�}�o�����v���‰�Œ� �•���v������������
�d�&���� ���š�� ������ �d�/�W�^�� �����v�•�� �o���� �����D�� ���� �ò�ì�� �£���� �‰���Œ�u���š�� ���[�}���š���v�]�Œ��II-7 après une purification par HPLC-semi 
préparative radioactive (Schéma 48).   

 

Schéma 48. Marquage de II-6 

Le rendement radiochimique de cette synthèse est de 7% après 70 min, soit 50 mCi pour 600 µL. 
�>�[�����š�]�À�]�š� ���•�‰� ���]�(�]�‹�µ�����}���š���v�µ�����o�}�Œ�•�������������š�š�����•�Ç�v�š�Z���•�������•�š���•�µ�(�(�]�•���v�š�����‰�}�µ�Œ�����(�(�����š�µ���Œ���o�����Œ�����]�}-marquage du 
PNA-DBCO.   

Une optimisation de la réaction de Michael entre II-7et le maléimide II-8 a été effectuée pour utiliser 
le moins possible de PNA-DBCO qui reste assez complexe à obtenir (Tableau 12).  

Tableau 12. Optimisation de la réaction de Michael entre II-7 et II-8 

 

Entrée Conc. en II-8 Solvant TCEP Temps Temp.  Conversion 
1 1 mM DMSO 10 mM 20 min 40 °C 0% 
2 10 mM MeCN 10 mM 15 min 40 °C 0% 
3 500 mM MeCN 10 mM 15 min 40 °C 100% 
4 10 mM MeCN/PBS 10 mM 15 min 40 °C 11% 
5 10 mM MeCN - 10 min 40 °C 100% 
       

�>���� �Œ� �����š�]�}�v���v���� �•���u���o���� �‰���•���(�}�v���š�]�}�v�v���Œ�������v�•���o�������D�^�K������ �ð�ì�� �£�����‰�µ�]�•�‹�µ�[���µ���µ�v���� ���}�v�À���Œ�•�]�}�v���v�[���� �‰�µ���!�š�Œ����
observée (Tableau 12, Entré 1)�X�����(�]�v�����[� �À�]�š���Œ���o�������]�u� �Œ�]�•���š�]�}�v�����µ���š�Z�]�}�o���•�}�µ�•���(�}�Œ�u�������������]�•�µ�o�(�µ�Œ���U���o�[���i�}�µ�š��
de TCEP à la réaction est nécessaire. En modifiant la concentration en maléimide et en remplaçant le 
���D�^�K�� �‰���Œ�� ������ �o�[����� �š�}�v�]�š�Œ�]�o���� �o���� ���}�v�À���Œ�•�]�}�v�� ���•�š�� �����š�š���� �(�}�]�•-ci totale (Tableau 12, Entré 3). Le produit 

 
109 M. Richard, F. Hinnen, and B. Kuhnast, EJNMMI Radiopharmacy and Chemistry, 7/1 (2022), 7. 
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���[�������]�š�]�}�v�� ���•�š�� �}���•���Œ�À� �� �‰���Œ�� �,�W�>���� ���‰�Œ���•��décroissance radioactive. Une fois les conditions optimales 
déterminées des tests ont été effectués sur le PNA-DBCO (Schéma 49).  

 

Schéma 49. Marquage du PNA-DBCO 

�>���•�����}�v���]�š�]�}�v�•���������o�[���v�š�Œ� �����ñ�����µ Tableau 12 ont été utilisées pour marquer le PNA-DBCO. Le PNA-DBCO 
a été incubé pendant 45 min à 40 °C avec 2.2 équivalents de II-7 �����v�•���o�[����� �š�}�v�]�š�Œ�]�o���X�����v�•�µ�]�š����[18F]Py-
PNA-DBCO est purifié par exclusion stérique Minitrap G10 (cut-off 700 Da). La radioactivité a ensuite 
été corrigée par rapport à un temps de référence EOB (End Of Bombardment), qui normalise �o�[�����š�]�À�]�š�  
en fonction du temps écoulé depuis �o�����(�]�v���������‰�Œ�}���µ���š�]�}�v���������o�[�]�•�}�š�}�‰�����Œ�����]�}�����š�]�(. Ainsi le [18F]Py-PNA-
DBCO est obtenu avec un rendement radiochimique de 38% (0,601 µCi). Ce résultat est assez 
encourageant puisque les RCY (rendement radiochimique) sont classiquement compris entre 1 et 10%. 
Pour caractériser le [18F]Py-PNA-DBCO�U�� �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���•�š�� �•�]�u�‰�o���u���v�š�� �o���]�•�•é 24 heures en enceinte 
blindée pour attendre la décroissance, le produit est alors injecté en HPLC puis caractérisé par 
spectrométrie de masse.   
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II.4 Évaluation de la technologie sur cellules  

�>�[���‰�‰�Œ�}���Z����������préciblage a directement été testée sur cellules vivantes (A431 surexprimant EGFR) par 
le Dr. Simon Specklin et la Dr. Estelle Porret du SHFJ. Dans un premier temps les cellules ont été 
incubées 2 heures avec 10 µg de CTX-PNA-ClSYD (1 équivalent) à 37 °C. Après lavage, les cellules sont 
incubées avec 96 µCi (20 équivalents) de [18F]Py-PNA-DBCO pendant 20 minutes. Les cellules sont 
lavées une seconde fois et le comptage de la radioactivité permet de déterminer si la réaction de 
ligation a bien fonctionné (Schéma 50). 

  

Schéma 50. Expérience sur cellules 

Un test de déplacement a également été effectué pour vérifier si la réaction est bien spécifique. Ce 
test est réalisé dans les même ���}�v���]�š�]�}�v�•���•�]���������v�[���•�š���‹�µ�����í�ì�ì��� �‹�µ�]�À���o���v�š�•��de cétuximab non modifié 
sont ajoutés au CTX-PNA-ClSYD avant incubation des cellules (Figure 44). 

 

Figure 44. Résultat de l'expérience sur cellules. La quantification du CTX sur les cellules a été réalisée par mesure de 
radioactivité 

Le test de déplacement est ���}�v���o�µ���v�š���‰�µ�]�•�‹�µ�[�}�v���}���•���Œ�À�����µ�v�����v���š�š�������]�(�(� �Œ���v�������������Œ�����]�}�����š�]�À�]�š� �����v�š�Œ����
cette expérience et celle de blocage (100X CTX). Ces résultats encourageants nous ont conforté dans 
�o�������Z�}�]�Æ�������•���W�E���•���‰�}�µ�Œ���µ�v�������‰�‰�Œ�}���Z�����������‰�Œ� ���]���o���P���U�����š�������v�•���o�����(���]�š���‹�µ�[�]�o���(���o�o���]�š���š���•ter notre méthode in 
vivo. 

II.5 Évaluation in vivo de la technologie  

Les expériences in vivo présentées dans ce paragraphe ont été réalisées exclusivement avec des souris 
« nude » athymiques femelles, possédant une tumeur xénogreffe, par nos collaborateurs au SHFJ (Dr. 
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Charles Truillet ; Dr. Estelle Porret). La procédure expérimentale a été validée par le comité régional 
���[� �š�Z�]�‹�µ�������š�����(�(�����š�µ� �������v���������}�Œ�������À�������o���•���o�]�P�v���•�����]�Œ�����š�Œ�]�����•�����µ���u�]�v�]�•�š���Œ�����(�Œ���v�����]�•���������o�[���P�Œ�]���µ�o�š�µ�Œ�������š�������•��
forêts (décret 2013-�í�í�ô�•�� ���]�v�•�]�� �‹�µ�[���À������ �o���•�� ���]�Œ�����š�]�À���•�� ���µ�� ���}�v�•���]�o�� �����•�� ���}�u�u�µ�v���µ�š� �•�� ���µ�Œ�}�‰� ���v�v���•��
(2010/63/UE).  

Dans un premier temps les cellules tumorales sont implantées en sous-cutané sur un groupe de 20 
souris, après croissance tumorale (12 jours) les 20 souris sont séparées en trois sous-groupes G1, G2 et 
G3. Chaque sous-groupe �����Œ�����µ���µ�v�����]�v�i�����š�]�}�v���]�v�š�Œ���À���]�v���µ�•�����•�}�]�š�����[�µ�v�����•�}lution physiologique pour le 
groupe contrôle G1 (n=7), soit de CTX-PNA-ClSYD à 66.4 µg/souris pour le groupe test (n=6) soit de 
CTX-PNA-ClSYD/CTX (30X) à 66,4 µg/2mg pour le groupe blocage G3 (n=6) (Tableau 13).  

Tableau 13. Chronologie de l'expérience in vivo 

 

Nbr de souris, 
Groupe 

1ère injection 2ème injection 
Biodistribution Imagerie TEP 

 1 h p.i 4 h p.i 4 h p.i 
n = 7, G1 NaCl 0,9 % [18F]Py-PNA-DBCO n = 3 n = 4 n = 1 
n = 6, G2 CTX-PNA-ClSYD [18F]Py-PNA-DBCO n = 3 n = 3 n = 1 

n = 6, G3 
CTX-PNA-ClSYD 

CTX (30X) 
[18F]Py-PNA-DBCO n = 3 n = 3 n = 1 

p.i post-injection 

�ó�î�� �Z���µ�Œ���•���•�}�v�š���v� �����•�•���]�Œ���•���‰�}�µ�Œ���‹�µ���� �o���•�����v�š�]���}�Œ�‰�•���•�[�������µ�u�µ�o���v�š�������v�•���o�����Ì�}�v���� �š�µ�u�}�Œ���o���X�����‰�Œ���•�������•�� �ï��
jours les 19 souris ont reçu une injection intraveineuse de [18F]Py-PNA-DBCO (7,7 µg, 105 µCi). Le 
groupe contrôle G1 �‹�µ�]�� �v�[���� �‰���•�� �Œ�����µ�� ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� �‰���Œ�u���š�� ������ ��éterminer la biodistribution du 
radiotraceur. Le groupe de blocage G3 permet quant à lui de déterminer si la réaction a bien eu lieu. 
Enfin le groupe G2 représente le groupe test pour le préciblage. Trois souris de chaque groupe sont 
sacrifiées 1 heure apr���•���o�[�]�v�i�����š�]�}�v�����µ���Œ�����]�}�š�Œ�������µ�Œ���‰�}�µ�Œ����� �š���Œ�u�]�v���Œ���o�������]�}���]�•�š�Œ�]���µ�š�]�}�v�X���>���•���•�}�µ�Œ�]�•���•�}�v�š��
sacrifiées par dislocation cervicalaire, les organes sont prélevés et la radioactivité est déterminée. 
�Y�µ���š�Œ���� �Z���µ�Œ���•�� ���‰�Œ���•�� �o�[�]�v�i�����š�]�}�v�� ���µ�� �Œ�����]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ���µ�v���� �•�}�µ�Œ�]�•�� ������ ���Z���‹�µ�����P�Œ�}�µ�‰���� ���•�š�� �]�u���P� ���� ���� �o�[���]������
���[�µ�v���]�u���P���µ�Œ���d���W�X�����v�(�]�v�U���š�}�µ�š���•���o���•���•�}�µ�Œ�]�•���•�}�v�š���•�����Œ�]�(�]� ���•���‰�}�µ�Œ���(���]�Œ�����o�������]�}���]�•�š�Œ�]���µ�š�]�}�v�������ð���Z���µ�Œ���•�X���>���•��
résultats des biodistributions sont regroupés dans les graphiques présentés en Figure 45 et Figure 46 
et sont représentés en fonction de la dose injectée par gramme (%DI/g). Cette valeur traduit le 
�‰�}�µ�Œ�����v�š���P�����������(�o�µ�}�Œ���í�ô���‰���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š�������o�������}�•�����]�v�i�����š� ���������v�•���o�[�}�Œ�P���v����� �š�µ���]� �����}�Œ�Œ�]�P� ���������o������� ���Œ�}�]�•�•���v������
radioactive.   
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Figure 45. Biodistribution 1 h après injection du 18F-PNA-DBCO 

Après 1 heure, la répartition de la radioactivité semble être assez uniforme et ce quel que soit le 
groupe. Le radiotraceur semble cependant avoir un tropisme particulier pour les reins et les intestins 
mettant en lumière une possible toxicité rénale et intestinale. Malheureusement, des résultats 
similaires sont observés pour le groupe test G2�X�� ���µ���µ�v���� �������µ�u�µ�o���š�]�}�v�� �‰�Œ� �(� �Œ���v�š�]���o�o���� �v�[���•�š�� ��� �š�����š� ����
�����v�•���o�����š�µ�u���µ�Œ�X���������Œ� �•�µ�o�š���š���•�}�µ�o�]�P�v�����o�[�]�v���(�(�]�������]�š� ���������o�����u� �š�Z�}�������µ�v�����Z���µ�Œ�������‰�Œ���•���o�[�]�v�i�����š�]�}�v�X�����‰�Œ���•���ð��
heures, des résultats similaires ont été observés et le graphique montre une forte accumulation dans 
�o���•�� �Œ���]�v�•�� ���š�� �o���•�� �}�•�X�� �>�[�������µ�u�µ�o���š�]�}�v�� �}�•�•���µ�•���� �•���u���o���� �]�v���]�‹�µ���Œ�� �‹�µ�[�µ�v�� �‰�Œ�}���o���u���� ���•�š�� �•�µ�Œ�À���v�µ�� �o�}�Œ�•�� ������ �o����
radiosynthèse du PNA-DBCO. En effet le fait que �o�����Œ�����]�}�����š�]�À�]�š� ���•�[�������µ�u�µ�o���������v�•���o���•���}�•���š�Œ�����µ�]�š���•�}�µ�À���v�š��
�o�����‰�Œ� �•���v���������[�]�}�vs fluorures dans la dose injectée. Les ions fluorures réagissent avec le calcium des os 
�‰�}�µ�Œ���•�[�Ç���(�]�Æ���Œ�X���^�]���o�����•�}�o�µ�š�]�}�v�����[�]�v�i�����š�]�}�v�����}�v�š���v���]�š�������•���]�}�v�•���(luorures cela signifie que la réaction de SNAr 
sur le substrat pyridine-���u�u�}�v�]�µ�u���v�����•�[���•�š���‰���•�����]���v����� �Œ�}�µ�o� ���X 

 

Figure 46. Biodistribution 4 h après injection du 18F-PNA-DBCO 
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���v�� �•�[�]�v�š� �Œ���•�•���v�š�� �‰�o�µ�•�� �‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ���u���v�š�� ���µ�Æ�� ���Z�]�(�(�Œ���•�� �}���š���vus sur les tumeurs, il est possible de 
�Œ���u���Œ�‹�µ���Œ���‹�µ�[���µ���µ�v�����������µ�u�µ�o���š�]�}�v���v�[���•�š���}���•���Œ�À� ���������v�•���o�[���Æ�‰� �Œ�]���v������������préciblage (Figure 47).  

 

Figure 47. Evolution de la radioactivité au niveau de la tumeur 

En regardant de plus près les images enregistrées par imagerie TEP les résultats ne sont pas plus 
���}�v���o�µ���v�š�•�X�����v�����(�(���š�U�����µ���µ�v�����Œ�����]�}�����š�]�À�]�š� ���v�[���•�š����� �š�����š� ���������v�•���o���•���Ì�}�v���•���š�µ�u�}�Œ���o���•�����š���o���•���š�µ�u���µ�Œ�•���v����
sont pas visibles (Figure 48). 

 

Figure 48. Images TEP des souris après 4 heures (flèche orange : emplacement de la tumeur) 

Trois cas de figure sont alors envisageables pour expliquer ces mauvais résultats. Une première 
hypothèse est que du fluor 18 libre était présent dans la dose injectée, expliquant la forte accumulation 
�}�•�•���µ�•���X���/�o�����•�š��� �P���o���u���v�š���‰�}�•�•�]���o�����‹�µ�����o�[�}�Œ�P���v�]�•�u�������]�š métabolisé le motif fluoropyridine pour libérer 
�o�[�]�}�v���(�o�µ�}�Œ�µ�Œ���X�������š�š�����Z�Ç�‰�}�š�Z���•�����š�Œ�����µ�]�Œ���]�š�����o�}�Œ�•���o�[�]�v�•�š�����]�o�]�š� ���u� �š�����}�o�]�‹�µ���������������š�š�����(�}�v���š�]�}�v�X�� 
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�>�����š�Œ�}�]�•�]���u�������Æ�‰�o�]�����š�]�}�v�����•�š���š�}�µ�š���•�]�u�‰�o���u���v�š���‹�µ�����o�[���‰�‰�Œ�}���Z�����������‰�Œ� ���]���o���P�����v�����•�}�]�š���‰���•��transférable in 
vivo et qu�[���o�o���� �v���� �•�}�]�š�� �‰���•�� �À�]�����o���� �•�}�]�š�� ���� �����µ�•���� ���� problèmes de pharmacocinétique soit de 
biodistribution du CTX-PNA-ClSYD.     

Au vu des problèmes rencontrés le jour de la radiosynthèse il est également très probable que la dose 
injectée soit responsable de ces résultats inattendus. En effet, le cyclotron principal est tombé en 
panne et la dose a dû être obtenue avec le cyclotron de secours, ainsi une plus faible quantité de 18F a 
été obtenue ���}�u�‰�o���Æ�]�(�]���v�š�� ���]�v�•�]�� �o���� �Œ�����]�}�•�Ç�v�š�Z���•���X�� �W�}�µ�Œ�� �(�]�v�]�Œ�U�� �o���� �•�Ç�v�š�Z���•���� ���µ�� �š�Z�]�}�o�� �•�[��st révélée très 
complexe puisque sans aucune explication le produit II-7 a été obtenu avec des impuretés radioactives 
non identifiées Il est donc assez difficile de conclure sur cette expérience qui met en lumière toute la 
���]�(�(�]���µ�o�š� �����[� �o�����}�Œ���Œ�������•�����Æ�‰� �Œ�]��nces in vivo.  

III Conclusions et perspective 

Dans ce chapitre nous avons développé une approche de préciblage au fluor 18 assistée par des PNAs. 
Dans un premier temps les objets moléculaires ont été construits, le cétuximab a été fonctionnalisé 
par un PNA chlorosydnone. Ensuite le PNA complémentaire (PNA-DBCO) a été synthétisé puis 
�Œ�����]�}�u���Œ�‹�µ� �� ���� �o�[���]������ ���[�µ�v���� �u�}�o� ���µ�o���� �‰�Œ�}�•�š�Z� �š�]�‹�µ���� �Œ�����]�}�u���Œ�‹�µ� ���X�� �����•�� �‰�Œ���u�]���Œ�•�� �š���•�š�•�� �•�µ�Œ�� �����o�o�µ�o���•��
vivantes ont alors montré que la réaction de préciblage avait bien fonctionné, confirmant la viabilité 
du projet. Pour finir, une expérience in vivo �•�µ�Œ���µ�v���o�}�š���������í�õ���•�}�µ�Œ�]�•���������}�v�v� �������•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���v�[� �š���v�š���‰���•��
���v�� ����� �‹�µ���š�]�}�v�� ���À������ �v�}�•�� ���š�š���v�š���•�� ���š�� ���µ���µ�v�� �u���Œ�‹�µ���P���� �•�‰� ���]�(�]�‹�µ���� �v�[���� �‰�µ�� �!�š�Œ���� ��� �š�����š� �� �����v�•�� �o���•�� �Ì�}�v���•��
tumorales. Ce résultat non concluant est probablement dû aux problèmes matériels rencontrés lors 
de la radiosynthèse. Afin de tirer des conclusions plus pertinentes sur cette étude, une nouvelle 
expérience in vivo serait nécessaire, mais malheureusement ces expériences sont onéreuses, difficiles 
à organiser et très chronophages.  
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Chapitre 3 �W�� �^�Ç�v�š�Z���•���� ���š�� ��� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�� ���[Alkyl et 
���[Aryl-iminosydnones pour des applications en 
bioconjugaison 

Des études antérieures réalisées au laboratoire ont montré �o�[�]�v�(�o�µ���v������ ���]�Œ�����š���� ������
�o�[���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š��� �o�����š�Œ�}�v�]�‹�µ���� ������ �o�[���Ì�}�š���� ���Æ�}���Ç���o�]�‹�µ�� sur la cinétique de la réaction de cycloaddition 
[3+2] entre les iminosydnones et les cycloalcynes.64 En effet, la réaction est favorisée dans le cas où 
�o�[���Ì�}�š�����E6 est enrichi électroniquement. Ces effets ont été théorisés en 2017 dans une étude menée 
par Champagne et Houk dans laquelle ils d� ���Œ�]�À���v�š���o�[�]�v�(�o�µ���v�������������o�[���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š��� �o�����š�Œ�}�v�]�‹�µ�����������o����
position 6 de différents dipôles en fonction de leur réactivité.110 ���[���‰�Œ���•�������š�š����� �š�µ�����U �o�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v��������
groupements alkyls ou même aryls en position N6 �����•���]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•���‰���Œ�u���š�š�Œ���]�š�������o�����(�}�]�•�����[accélérer 
�o���� �À�]�š���•�•���� ������ �Œ� �����š�]�}�v�U�� �š�}�µ�š�� ���v�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� �o���� �o�]��� �Œ���š�]�}�v�� ���}�v�š�Œ�€�o� ���� ���[�µ�v�� �]�•�}���Ç���v���š���� �����š�š���� �(�}�]�•-ci plus 
stable que les isocyanates activés par un groupement électroattracteur précédemment décrits dans la 
littérature (Schéma 51).111 De tels composés ne sont pas décrits dans la littérature et les voies 
synthétiques habituelles des iminosydnones ne peuvent être utilisées pour les préparer. Ce dernier 
chapitre de thèse est consacré à ces nouveaux composés dont nous devons inventer un accès 
synthétique et confirmer (ou infirmer) leur haute réactivité pour la réaction SPICC. 

 

 

Schéma 51. Objectifs du projet  

I Synthèse et développement de 6-N-alkyl iminosydnones  

�>�����À�]�š���•�•�����������Œ� �����š�]�}�v�����•�š���o�[�µ�v�������•���‰���Œ���u���š�Œ���•���o���•���‰�o�µ�•���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���‰�}�µ�Œ��� �À���o�µ���Œ���o�[���(�(�]�������]�š� �����[�µ�v�����Œ� �����š�]�}�v��
bioorthogonale : plus la cinétique est rapide plus la réaction peut fonctionner à des concentrations 
faibles, ce qui est typiquement le cas dans des organismes vivants. Le projet qui sera développé dans 
�����š�š���� �‰���Œ�š�]���� �•�[�]�v�•���Œ�]�š�� �����v�•�� �����š�š���� ��� �u���Œ���Z���U�� �‹�µ�]�� ���•�š�� ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ�� �o���� ���]�v� �š�]�‹�µ���� �Œ� �����š�]�}�v�v���o�o���� ���v��
développant des outils plus performants.  

 
110 P. A. Champagne and K. N. Houk, JOC, 82/20 (2017), 10980�t88. 
111 S. Bernard, D. Audisio, M. Riomet, S. Bregant, A. Sallustrau, L. Plougastel, E. Decuypere, S. Gabillet, R. A. Kumar, J. Elyian, M. N. Trinh, 

O. Koniev, A. Wagner, S. Kolodych, and F. Taran, Angew. Chem. Int. Ed., 56/49 (2017), 15612�t16. 
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I.1 Travaux antérieurs du laboratoire  

Les travaux présentés ci-dessous (Schéma 52) ont été développés conjointement avec le Dr. Karine 
Porte et le Dr. Arnaud Chevalier dans le cadre de leur thèse et contrat post doctoral. 

 

Schéma 52. S�š�Œ���š� �P�]�������[���o�l�Ç�o���š�]�}�v�����µ���•���o�����[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�� III-1. 

�����•���‰�Œ���u�]���Œ�•���š���•�š�•�����[���o�l�Ç�o���š�]�}�v�����]�Œ�����š�������µ���•���o���������]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v����III-1 �����o�[���]���������[� �o�����š�Œ�}�‰�Z�]�o���•���‰�µ�]�•�•���v�š�•��
�~�D���/�U�����]�u� �š�Z�Ç�o�•�µ�o�(���š���U���•�µ�o�š�}�v���U���}�Æ���š�Z���v���•���v�[�}�v�š���‰���•���‰���Œ�u�]�•�����[�}���š���v�]�Œ���o���•���‰�Œ�}���µ�]�š�•����� �•�]�Œ� �•���~Schéma 52). 
�������]���‰���µ�š���•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ�����[�µ�v�����‰���Œ�š���‰���Œ���o�����(���]���o�����v�µ���o� �}�‰�Z�]�o�]�����������o�[���Ì�}�š�����E6 ���š�����[���µ�š�Œ�����‰���Œ�š���‰���Œ���o�[�]�v�•�š�����]�o�]�š� ��
du sel III-1 en conditions basiques. Ces problèmes réduisent considérablement les possibilités de 
fonctionnalisation de III-1.     

�E�}�š�Œ���� �o�����}�Œ���š�}�]�Œ���� �•�[���•�š�� ���v�•�µ�]�š���� �š�}�µ�Œ�v� �� �À���Œ�•�� �o�[���u�]�v���š�]�}�v�� �Œ� ���µ���š�Œ�]������ �‹�µ�]�� �‰���Œ�u���š�� �o���� �u�}�v�}-alkylation 
���[���u�]�v���•�����v�����}�v���]�š�]�}�v�•�������]�����•�X���>���•���‰�Œ���u�]���Œ�•���š���•�š�•���u���v� �•�����v���‰�Œ� �•���v�������������‰���Œ���(�}�Œ�u���o��� �Z�Ç��e et III-1 ont 
�‰���Œ�u�]�•�����[�}���•���Œ�À���Œ���‰�}�µ�Œ���o�����‰�Œ���u�]���Œ�����(�}�]�•�������•���š�Œ������s du composé mono-méthylé par suivi LC/MS.    

�>�[�}�‰�š�]�u�]�•���š�]�}�v�� ������ �o���� �Œ� �����š�]�}�v�� ���� � �š� �� ���(�(�����š�µ� ���� �•�µ�Œ�� �µ�v���� �Œ� �����š�]�}�v�� �u�}�����o���� �À�]�•���v�š�� �o���� �����v�Ì�Ç�o���š�]�}�v�� ���µ�� �•���o��
���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v����III-1 �‰���Œ���Œ� �����š�]�}�v�� ���[���u�]�v���š�]�}�v�� �Œéductrice en présence de benzaldéhyde et de tetra-
acétoxyborohydrure de sodium. Plusieurs paramètres ont été évalués (température, solvant, 
���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�U���‹�µ���v�š�]�š� �����[���P���v�š���Œ� ���µ���š���µ�Œ�U Tableau 14).  
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Tableau 14�X���K�‰�š�]�u�]�•���š�]�}�v���������o�����Œ� �����š�]�}�v�����[���u�]�v���š�]�}�v���Œ� ���µ���š�Œ�]���������v�š�Œ�����o�����•���o��III-1 et le benzaldéhyde 

 

 

 

Entrées Solvant Temps [III-1] Temp. NaBH(OAc)3 
III-2a/ III-

�î�[(a) 
Conv. de 
III-1 (a) 

Rdt en 
III-2a(b) 

1 1,2-DCE 24 h 0,2 M t.a 1,05 éq. - < 10% Traces 
2 1,2-DCE 24 h 0,2 M t.a 3,0 éq. - 60% 41% 
3 1,2-DCE 24 h 0,2 M 40 °C 3,0 éq. - > 99% 17% 
4 1,2-DCE 24 h 0,4 M t.a 3,0 éq. 98/02 > 99% 50% 
5 THF 24 h 0,4 M t.a 3,0 éq. 98/02 > 99% 45% 
6 MeCN 24 h 0,4 M t.a 3,0 éq. 86/14 90% 51% 
7 MeOH 24 h 0,4 M t.a 3,0 éq. 02/98 90% Traces 

 

(a) Conversion calculée par UPLCMS ; 
(b) Rendement isolé  
 

�>���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ���[���P���v�š�� �Œ� ���µ���š���µ�Œ�� ���š�� �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ���v�� �‰�Œ�}���µ�]�š�� ������ ��� �‰���Œ�š�� �•���u���o���v�š�� ���À�}�]�Œ�� �µ�v���� �(�}�Œ�š����
influence sur la réaction. En effet, le passage de 1,05 équivalents à 3,0 équivalents de NaBH(OAc)3 
permet de multiplier la conversion du produit de départ par plus de 6 (Tableau 14, Entrées 1-2). A 
�v�}�š���Œ���‹�µ�����o�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v���������o�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v��������III-1 �‰���Œ�u���š�����[�}���š���v�]�Œ���µ�v�������}�v�À���Œ�•�]�}�v���š�}�š���o���X�� 

Les solvants protiques, tel que MeOH, sont à proscrire puisque seul le composé III-�î�[ �]�•�•�µ���������o�[�}�µ�À���Œ�š�µ�Œ����
�������o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v����III-1 �����‰�µ���!�š�Œ�����]�•�}�o� �������v�•�������•�����}�v���]�š�]�}�v�•�X���>�[�����•���v�������������o�µ�u�]���Œ�����‰���v�����v�š���o�����Œ� �����š�]�}�v��
semble également améliorer les rendements.   

Après avoir déterminé les conditions optimales de réaction (Tableau 14, Entrée 4), le composé III-2a a 
pu être isolé avec un rendement de 50%. Malgré un taux de conversion très élevé ���š�� �o�[�����•���v������ ������
�‰�Œ�}���µ�]�š�•�� �•�����}�v�����]�Œ���•�U�� �o���� �Œ���v�����u���v�š�� �]�•�}�o� �� �Œ���•�š���� �(���]���o���X�� �������]�� �•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���� �‰���Œ�� �o���� �•���v�•�]���]�o�]�š� �� �����•��alkyl-
iminosydnones, entrainant une dégradation partielle durant la purification. Une fois isolé, III-2a �•�[���•�š��
néanmoins révélé être assez stable dans le temps. Les conditions basiques fortes sont néanmoins à 
proscrire avec ce type de substrat.  

Une fois les conditions optimales établies�U���o�[� �š���v���µ�����������o�����Œ� �����š�]�}�v������� �š� ��� �š�µ���]� ���X�� 

I.2 ���š�µ�������������o�[� �š���v���µ�����������o�����Œ� ����tion    

�����‰���Œ�š�]�Œ�������•���•���o�•�����[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�����}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����v�š�•�U���o�����Œ� �����š�]�}�v�����[���u�]�v���š�]�}�v���Œ� ���µ���š�Œ�]����������� �š� �����(�(�����š�µ� ����
avec une série de différents aldéhydes comportant une variété de fonctions chimiques dans les 
conditions réactionnelles optimisées (Schéma 53). Les 6-N-alkyl iminosydnones sont isolées sous 
forme de sels de chlorhydrate ou de trifluoroacétate en fonction des méthodes de purification 
utilisées. Les travaux précédents effectués ���µ�� �o�����}�Œ���š�}�]�Œ���� �}�v�š�� �‰���Œ�u�]�•�� ���[�]�•�}�o���Œ�� �ñ�� �]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•��
différentes. Mon travail de thèse a donc ���[�����}�Œ�������}�v�•�]�•�š� ���������}�u�‰�o� �š���Œ���o�[� �š�µ�������������o�[� �š���v���µ���������������š�š����
réaction en préparant 8 nouvelles iminosydnones. 
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Schéma 53�X�����Æ���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v���•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o�����������o�����Œ� �����š�]�}�v�����–���u�]�v���š�]�}�v���Œ� ���µ���š�Œ�]�������‰�}�µ�Œ���o�����•�Ç�v�š�Z���•�������[alkyl-iminosydnones 

Cette étude montre une relative tolérance pour une variété de groupements fonctionnels comme les 
halogènes (III-2b), les acides carboxyliques (III-2d) ou encore plus étonnamment des fonctions 
réactives comme les azotures (III-2f). Néanmoins, les rendements obtenus sont faibles ou modérés. 
�����Œ�š���]�v�•�����}�u�‰�}�•� �•���•�����•�}�v�š���Œ� �À� �o� �•���!�š�Œ�����‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ���u���v�š���]�v�•�š�����o���•�������o�[�]�u���P���������•���]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•��III-2n, 
III-2o et III-2p qui une fois isolées se sont dégradées pendant les analyses.  

���(�]�v�����[� �o���Œ�P�]�Œ���o�[���Æ���u�‰�o�]�(�]�����š�]�}�v���������o�����Œ� �����š�]�}�v�U�������•���‰�Œ���u�]���Œ�•�����•�•���]�•�U�����v���‰�Œ� �•���v�����������š�š�����(�}�]�•-ci de cétone, 
ont été menés (Schéma 54�•�X�� �D���o�P�Œ� �� �o���•�� ���(�(�}�Œ�š�•�� ��� �‰�o�}�Ç� �•�U�� ���µ���µ�v���� ���}�v���]�š�]�}�v�� �v�[���� �‰���Œ�u�]�•�� ���[�]�•�}�o���Œ�� �o����
�‰�Œ�}���µ�]�š�� �•�}�µ�Z���]�š� �X�� �^���µ�o���•�� �����•�� �š�Œ�������•�� �}�v�š�� �‰�µ�� �!�š�Œ���� �}���•���Œ�À� ���•�� ���v�� �‰�Œ� �•���v������ ���[�µ�v�� � �‹�µ�]�À���o���v�š�� ������ �š�Œ�]�•-
pentafluorophenylborane. Pour aller plus loin, des réactions de type Petasis en présence de 
�����v�Ì���o��� �Z�Ç���������š�����[�����]�������‰�Z� �v�Ç�o���}�Œ�}�v�]�‹�µ�����}�v�š��� �š� ��testées mais sans succès (Schéma 54).  
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Schéma 54. Tentatives de synthèse ���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�� alkyl alpha-N6 disubstituée 

Nous nous sommes alors intéressés à la synthèse des 6-N-aryl iminosydnones. Le paragraphe suivant 
décrit nos efforts de synthèse pour accéder à ces composés. 

II Synthèse et développement de 6-N-aryl-iminosydnones 

II.1 Voie de synthèse envisagée 

�h�v�����‰�Œ���u�]���Œ�����À�}�]�������v�À�]�•���P� �����‰�}�µ�Œ���]�v�š�Œ�}���µ�]�Œ�����µ�v���P�Œ�}�µ�‰���u���v�š�����Œ�}�u���š�]�‹�µ�����•�µ�Œ���o�[���Ì�}�š�������Æ�}���Ç���o�]�‹�µ�������[�µ�v����
�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���� ���� � �š� �� ���[�µ�š�]�o�]�•���Œ�������•�� ���}�v���]�š�]�}�v�•�� ���o���•�•�]�‹�µ���•�� ������ ���}�µ�‰�o���P���� ������ �š�Ç�‰���� �h�olmann ou Buchwald-
Hartwig (Schéma 55�•�X�� �D���o�Z���µ�Œ���µ�•���u���v�š�U�� ���µ���µ�v���� �����•�� ���}�v���]�š�]�}�v�•�� �š���•�š� ���•�� �v�[���� �‰���Œ�u�]�•�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �o����
composé désiré.   

 

Schéma 55. Tentatives de synthèse 6-N-aryl-iminosydnones par couplage métallo-catalysé 

���(�]�v�����������}�v�š�}�µ�Œ�v���Œ�������•�����]�(�(�]���µ�o�š� �•�U���v�}�µ�•�����À�}�v�•����� ���]��� �����������Z���v�P���Œ�����}�u�‰�o���š���u���v�š���o�����(�����}�v�����[�����}�Œ�����Œ���o����
�•�Ç�v�š�Z���•�����������������š�Ç�‰�������������}�u�‰�}�•� �•�X���W�o�µ�š�€�š���‹�µ�������[���•�•���Ç���Œ���������‰�}�•�š-�(�}�v���š�]�}�v�v���o�]�•���Œ���µ�v���•���o�����[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v����
III-1, nous nous sommes orientés vers le développement d�[�µ�v�����u� �š�Z�}�������������•�Ç�v�š�Z���•�����‹�µ�]���‰���Œ�u���š�š�Œ���]�š��
���[������� �����Œ�����µ�����}�u�‰�}�•� ���u� �•�}�]�}�v�]�‹�µ������� �i�����(�}�v���š�]�}�v�v���o�]�•� ��via �����•���Œ� �����š�]�}�v�•���•�]�u�‰�o���•�������u���š�š�Œ�������v���ˆ�µ�À�Œ���U��
plus robustes mais également plus versatiles. 

 

Schéma 56. A. Voie rétrosynthétique classique des iminosydnones B. Voie rétrosynthétique envisagée pour la synthèse 
directe des iminosydnones. 

La synthèse des iminosydnones décrite pour la première fois par Walker et Ohta en 1957 implique la 
���Ç���o�]�•���š�]�}�v�����[���u�]�v�}�v�]�š�Œ�]�o����N-Nitrosylé en conditions acides (Schéma 56. A).57 Cette voie de synthèse 
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pourrait être adaptée en utilisant non plus des aminonitriles mais des aminoamides qui pourraient 
être nitrosilés puis cyclisés (Schéma 56 B�•�X�������š�š�����u� �š�Z�}�������‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�����o�}�Œ�•���‰���Œ�u���š�š�Œ�������[���À�}�]�Œ�����������•�������µ�v����
large gamme de composés inédits en faisant simplement varier le groupement R.  

La prochaine partie sera donc consacr� ���� ���� �o���� �u�]�•���� ���µ�� �‰�}�]�v�š�� ���[�µ�v���� �u� �š�Z�}���}�o�}�P�]���� ������ �•�Ç�v�š�Z���•����
���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�� �����•� ���� �•�µ�Œ�� �µ�v���� �•�Ç�v�š�Z���•���� ���]�Œ�����š���� ���µ�� �u� �•�}�]�}�v�]�‹�µ���� �(�}�v���š�]�}�v�v���o�]�•� ��via réaction de 
nitrosylation cyclodeshydratation.  

�W�}�µ�Œ���À���o�]�����Œ���v�}�š�Œ���� ���‰�‰�Œ�}���Z���� �]�o�� ���� ���[�����}�Œ���� �(���o�o�µ�� ��� �À���o�}�‰�‰���Œ���µ�v���� �Œ� �����š�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[������� �����Œ�����µ��N-
nitroso-phenyl(phenylamino)acetamide qui sera utilisée comme substrat modèle pour étudier les 
réactions de nitrosylation et de cyclodeshydratation. Le couplage peptidique nous a semblé être une 
approche adéquate.  

�����v�•���µ�v���‰�Œ���u�]���Œ���š���u�‰�•�U���o�����•�Ç�v�š�Z���•�����������o�[���•�š���Œ���������E�,�^���������o����N-phenylglycine en présence de DCC et 
���[�µ�v�� ���Æ�����•�� ������ �E�,�^�� �‰���Œ�u���š�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �‹�µ���v�š�]�š���š�]�À���u���v�š�� �o�[���•�š���Œ��activé III-3 (Schéma 57�•�X�� �>�[���•�š���Œ�� ���•�š��
���v�•�µ�]�š���� �š�Œ���]�š� �� ���À������ �µ�v�� ���Æ�����•�� ���[���v�]�oine dans le DCM pour former �o�[���o�‰�Z��-aminoamide III-4a avec un 
rendement de 59%. Une autre voie de synthèse a également été explorée en partant de chlorure de 
���Z�o�}�Œ�}����� �š�Ç�o�������š�����[���v�]�o�]�v���������v�•���o���������D���‰�}�µ�Œ���(�}�Œ�u���Œ���o�[���o�‰�Z��-chloramide intermédiaire, qui est ensuite 
engagé directement dans une substitution nucléophi�o���� ���À������ �o�[���v�]�o�]�v���� �‰�}�µ�Œ�� �(�}�Œ�u���Œ��III-4a. Ces deux 
�u� �š�Z�}�����•�����}�v�v���v�š�������•���Œ���v�����u���v�š�•�����}�u�‰���Œ�����o���•���u���]�•���o�����u� �š�Z�}��������������� �š� ���‰�Œ�]�À�]�o� �P�]� �����‰�µ�]�•�‹�µ�[���o�o�����v����
�v� �����•�•�]�š�����‹�µ�[�µ�v�����•���µ�o�����‰�µ�Œ�]�(�]�����š�]�}�v�X�� 

 

Schéma 57. Synthèse de N-phenyl(phenylamino)acetamide 

III-4a est alors quantitativement nitrosylé en présence de tert-Butyl nitrite dans le DCM à 50 °C pendant 
20 minutes (Schéma 58) ���(�]�v�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �o���� �•�µ���•�š�Œ���š�� �u�}�����o���� ������ �o���� �Œ� �����š�]�}�v�� ������ ���Ç���o�}�����•�Z�Ç���Œ���š���š�]�}�v��
III-4a-NO.   

 

Schéma 58. Réaction de nitrosylation 

Une fois le composé III-4a-NO en notre possession, la réaction de cyclodeshydratation a pu être 
étudiée.  
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II.2 �D�]�•�������µ���‰�}�]�v�š���������o�����Œ� �����š�]�}�v�����������Ç���o�}�����•�Z�Ç���Œ���š���š�]�}�v���‰�}�µ�Œ���o�[�}���š���v�š�]�}�v���������E-6-aryl-
iminosydnones 

�>���� ���µ�š�� � �š���v�š�� ���[�����š�]�À���Œ���µ�v����fonction amide, plusieurs réactifs couramment utilisés pour cela ont été 
testés. POCl3 ou encore SOCl2 (Tableau 15�U�����v�š�Œ� ���•���í�����š���î�•���v�[�}�v�š���‰���•���‰���Œ�u�]�•�����[�}���š���v�]�Œ���o�������}�u�‰�}�•� ����� �•�]�Œ� ��
et seule de la dégradation a été observée. En revanche, une faible conversion a pu être observée en 
�‰�Œ� �•���v���������������Z�o�}�Œ�µ�Œ�������[�}�Æ���o�Ç�o���X�������•���š�Œ�������•���������‰�Œ�}���µ�]�š���}�v�š��� �š� ���}���•���Œ�À� ���•�����]�v�•�]���‹�µ�[�µ�v�����(���]���o�����‹�µ���v�š�]�š� ��
du produit de protodenitrosylation III-4a. Des résultats sensiblement meilleurs ont été observés avec 
�o�[���v�Z�Ç���Œ�]�������š�Œ�]�(�o�µ�}�Œ�}����� �š�]�‹�µ�����~Tableau 15, Entrée 5).   

Tableau 15. Optimisation de la réaction de cyclodeshydratation du composé III-4a-NO  

 

Entrée solvant Temps Temp. 
[III-4a-
NO] 

Réactif  
III-5a/  
III-4a 

Conv. (a) 
III-4a-
NO 

Rdt (b) 

III-5a 

1 POCl3 1 h 40 °C 0,2 M - - - - 
2 SOCl2 1 h 40 °C 0,2 M - - - - 
3 AcCl 1 h 40 °C 0,2 M - 99/01 0% - 
4 DCM 1 h 40 °C 0,2 M COCl2 (1,1 equiv.) 99/01 5% Traces 
5 DCM 1 h 40 °C 0,2 M TFAA (1,1 equiv.) 98/02 10% Traces 
6 DCM 1 h rt 0,2 M A (1,1 equiv.) - 0% - 
7 DCM 1 h rt 0,2 M B (1,1 equiv.) - 0% - 
8 DCM 1 h rt 0,2 M PCl5 (3,0 equiv.) 99/01 > 99% 93% 
9 DCM 1 h rt 0,2 M PCl5 (1,1 equiv.) 99/01 > 99% 95% 
10 DCM 1 h rt 0,2 M Tf2O (1,1 equiv.) 95/05 > 99% 82% 

(a) Conversion calculée par UPLCMS ; 
(b) Rendement isolé  
 

�>�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���������ï�U�ì��� �‹�µ�]�À���o���v�š�•���������W���o5 �‰���Œ�u���š�����[�}���š���v�]�Œ��III-5a �������u���v�]���Œ�����‹�µ���v�š�]�š���š�]�À�������v���u�}�]�v�•�����[�µ�v����
heure et à température ambiante (Tableau 15, Entrée 8)�X���>�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������� �•���µ�o���u���v�š���í�U�í��� �‹�µ�]�À���o���v�š�•��
donne les mêmes résultats (Tableau 15, Entrée 9). Le pentachlorure de phosphore possède une 
réactivité intrinsèque très forte et pour pallier au possible manque de compatibilité structurale, 
d�[���µ�š�Œ���•�����P���v�š�•����������� �•�Z�Ç���Œ���š���š�]�}�v���u�}�]�v�•��drastique �}�v�š��� �š� ���š���•�š� �•�������o�[�]�u���P�������µ���d�ï�W���~A) ou encore du 
réactif de Burgess (B). Malheureusement, aucun���� ���}�v�À���Œ�•�]�}�v�� �v�[���� � �š� �� �}���•���Œ�À� �� avec ces réactifs 
(Tableau 15, Entrées 6 et 7)�X�������v�}�š���Œ���‹�µ�����o�[���v�Z�Ç���Œ�]de triflique donne également de bons résultats avec 
un rendement isolé de plus de 80% (Tableau 15, Entrée 10). La purification de ce type de composé 
�•�[���•�š���Œ� �À� �o� e être impossible en phase normale, III-5a a donc été purifié par chromatographie en phase 
inverse sur colonne C18 (phase mobile : H2O + 0,1% TFA/MeCN + 0,1% TFA). Lors de la purification le 
���}�v�š�Œ�����]�}�v�����Z�o�}�Œ�������•�š��� ���Z���v�P� �����À�������o�[���v�]�}�v���š�Œ�]�(�o�µ�}�Œ�}����� �š���š�����‰�Œ� �•���v�š�������v�•���o�����‰�Z���•�����u�}���]�o���X�� 

Pour limiter au maximum la manipulation de N-Nitrosamines toxiques, des essais de réaction 
monotope ont été effectué�•���u���]�•���o�[���Æ�����•��������t���µ�K�E�K���v� �����•�•���]�Œ���������o�����Œ� �����š�]�}�v���������v�]�š�Œ�}�•�Ç�o���š�]�}�v���v�[���•�š���‰���•��
compatible avec le PCl5 ���š���o�����Œ� �����š�]�}�v���v�����(�}�v���š�]�}�v�v�����‰���•�X�����v���Œ���À���v���Z���U���o�[� �À���‰�}�Œ���š�]�}�v�����µ�����Œ�µ�š���Œ� �����š�]�}�v�v���o��
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���‰�Œ���•���o�����v�]�š�Œ�}�•�Ç�o���š�]�}�v���‰���Œ�u���š���o�[� �o�]�u�]�v���š�]�}�v���������o�[���Æ�����•������ tBuONO et du tert-Butanol issu de la réaction 
de nitrosylation. Ensuite, la resuspension dans le DCM distillé suivie �������o�[���i�}�µ�š���������í�U�í��� �‹�µ�]�À���o���v�š���������W���o5 
donne le même rendement que présenté en Entrée 9. La voie de synthèse des iminosydnones est la 
même depuis plus de 60 ans,112 or �����š�š�����v�}�µ�À���o�o�����Œ� �����š�]�}�v�����}�v�•�š�]�š�µ�����µ�v�����v�}�µ�À���o�o�����À�}�]�������[���������•�����������•��
���}�u�‰�}�•� �•�����š���‰���Œ�u���š�����[�}���šenir des iminosydnones jamais décrites jusque-là.  

II.3 Etude mécanistique de la réaction de cyclodeshydratation.   

Pour améliorer notre compréhension de la réaction nous avons voulu déterminer son mécanisme 
(Schéma 59). En effet, deux possibilités sont envisageables �W���•�}�]�š���o�[�����š�]�À���š�]�}�v�����µ�����}�u�‰�}�•� ��III-4a-NO par 
PCl5 �•�����(���]�š���•�µ�Œ���o�[�}�Æ�Ç�P���v�������µ���P�Œ�}�µ�‰���u���v�š���v�]�š�Œ�}�•�}���~�s�}�]�������•���•�}�]�š��via �o�[�����š�]�À���š�]�}�v���������o�����(�}�v���š�]�}�v�����u�]�������~�À�}�]����
���•�X���W�}�µ�Œ��� �À���o�µ���Œ�������•�������µ�Æ���Z�Ç�‰�}�š�Z���•���•�U���o�����•�Ç�v�š�Z���•�������[�µ�v�����}�u�‰�}�•� ���u���Œ�‹�µ� ���•�µ�Œ���o�[�}�Æ�Ç�P���v�����������o�[���u�]�������‰���Œ��
�µ�v���]�•�}�š�}�‰�����������o�[�}�Æ�Ç�P���v���U���€18O], nous permettrait de discriminer les deux mécanismes (voie A et voie B).  

 

Schéma 59. Mécanismes possibles pour la réaction de cyclodéshydratation 

La sourc���� �o���� �‰�o�µ�•�� ���]�•�‰�}�v�]���o���� ���[�}�Æ�Ç�P���v���� �í�ô�� � �š���v�š�� �o�[�����µ�� �€18O]H2O, nous avons élaboré une voie de 
�•�Ç�v�š�Z���•�����‰���Œ�u���š�š���v�š�����[�]�v�š�Œ�}���µ�]�Œ�����(�����]�o���u���v�š���o�[�}�Æ�Ç�P���v�����í�ô���‰���Œ���•�]�u�‰�o�����Z�Ç���Œ���š���š�]�}�v�����[�µ�v���]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ����
activé. Cet intermédiaire pourrait �!�š�Œ���� �µ�v���� ���Z�o�}�Œ�]�u�]�v���� �(�}�Œ�u� ���� �‰���Œ�� �Œ� �����š�]�}�v�� ���[�µ�v���� ���u�]������ ���À������ �o����
pentachlorure de phosphore (Schéma 59).  

 
112 Greco, C. V.; Nyberg, W. H.; Cheng, C. C. J. Med. Chem. (1962), 5, 899. 
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Schéma 60. Synthèse de [18O]-III-5a et cyclodéshydratation de [18O]-III-5a 

�>���� ���Z�o�}�Œ�µ�Œ���������� ���Z�o�}�Œ�}����� �š�Ç�o���� ���•�š���š�Œ���]�š� �� ���À������ �í�U�ì��� �‹�µ�]�À���o���v�š�����[���v�]�o�]�v���� �‰�}�µ�Œ���(�}�Œ�u���Œ���o�[���o�‰�Z��-chloramide 
correspondant. Ensuite la fonction amide est activée en présence de PCl5 dans le THF à 70 °C. Pour finir 
�o�[�Z�Ç���Œ���š���š�]�}�v���������o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ�� chlorimine �‰���Œ�u���š�����[������� �����Œ�������o�[���o�‰�Z��-chloramide marquée.  

Ensuite, une � �š���‰���� ������ �•�µ���•�š�]�š�µ�š�]�}�v�� �v�µ���o� �}�‰�Z�]�o���� �‰���Œ�u���š�� ���[����céder au composé [18O]-III-4a avec un 
rendement de 55�9�����v���ð��� �š���‰���•�X�������š�š���� �v�}�µ�À���o�o�����u� �š�Z�}������ �‰���Œ�u���š�����[������� �����Œ������ �����•�� ���u�]����s marquées 
avec un enrichissement isotopique de 94,5%.  

[18O]-III-4a est ensuite engagé dans les conditions optimisées de nitrosylation/cyclodéshydratation et 
�µ�v�� ���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š�� �]�•�}�š�}�‰�]�‹�µ���� ���µ�� ���Œ�µ�š�� �Œ� �����š�]�}�v�v���o�� �u�}�v�š�Œ���� �‹�µ���� �o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���� �(�}�Œ�u� ���� �v���� �‰�Œ� �•���v�š����
aucun enrichissement isotopique sur son atome ���[�}�Æ�Ç�P���v�����~Schéma 60). Cette expérience montre que 
���[���•�š���µ�v�]�‹�µ���u���v�š���o�����À�}�]����B qui se déroule lors de la cyclodéshydratation. Cette information est assez 
���•�•���v�š�]���o�o���� �‰�}�µ�Œ���u�]���µ�Æ�� ���‰�‰�Œ� �Z���v�����Œ�� �o�[�]�v�(�o�µ���v������ �����•�� �•�µ���•�š�]�š�µ���v�š�•�� �•�µ�Œ�� �o�[���u�]���� aromatique. Ainsi, une 
amide appauvrie aura tendance à réagir moins rapidement avec le pentachlorure de phosphore alors 
�‹�µ�����o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ�����(�}�Œ�u� ���•���Œ�����‹�µ���v�š�������o�µ�]���‰�o�µ�•���Œ� �����š�]�(�U�����š���o�����Œ� �����š�]�}�v�����������Ç���o�]�•���š�]�}�v���•�����(���Œ�������[���µ�š���v�š���‰�o�µ�•��
facilement. Les substituants de la N-aryl-nitrosamine auront eux aussi une influence directe sur la 
�Œ� �����š�]�}�v���‰�µ�]�•�‹�µ�[�µ�v�������v�]�o�]�v�������‰�‰���µ�À�Œ�]�����Œ� ���P�]�Œ�����u�}�]�v�•���(�����]�o���u���v�š�����À�������o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ�������Z�o�}�Œ�]�u�]�v���X���� 

II.4 ���š�µ�������������o�[� �š���v���µe de la réaction 

Pour déterminer la compatibilité fonctionnelle des réactions de nitrosylation et de 
cyclodéshydratation, une série de 23 N-aryl(arylamino)acetamide comportant une variété de fonctions 
chimiques et d'hétérocycles aromatiques a été synthétisée avec des rendements allant de 63% à 95% 
(Schéma 61). La seule limitation de cette méthode réside dans la seconde étape de substitution 
nucléophile qui, dans le cas des anilines appauvries, ne fonctionne pas du tout.   
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Schéma 61. Structures de N-aryl(arylamino)acetamides synthétisés (boule rouge �W�������‰���Œ�š�]�Œ�����[���•�š���Œ���������E�,�^�U�����}�µ�o�������o���µ�� : à 
partir de chlorure de chloroacétyle) 

Les 23 aminoamides obtenues ont ensuite été testées dans la réaction de 
nitrosylation/cyclodéshydratation.  
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21 6-N-Aryl-iminosydnones ont ainsi pu être isolées et caractérisées comme indiqué dans le Schéma 
62. Celles-ci sont isolées sous forme de sels de trifluoroacétate en raison de la purification en phase 
inverse utilisant 0,1% de TFA dans la phase mobile. 

 

 

Schéma 62. Etendue de la réaction de nitrosylation cyclodéshydratation. 

La compatibilité fonctionnelle est assez remarquable compte tenu des réactifs utilisé (PCl5 et Tf2O) 
puisque de nombreuses iminosydnones possédant des motifs hétéroaromatiques assez complexes ont 
pu être obtenus. Les fonctions protiques semblent être cependant incompatibles, ainsi que les 
substrats trop pauvres en électrons sur la fonction amide (Schéma 62). Le phénol peut sans doute 
réagir avec le PCl5 (cas du composé III-5w). Quant aux amides pauvres en électrons le problème est 
probablement dû à �o�������]�(�(�]���µ�o�š� �����[�����š�]�À���Œ���o�����(�}�v���š�]�}�v�����u�]�������~�����•��������III-5v�•���‰���Œ���o�[���P���v�š����� �•�Z�Ç���Œ���š���v�š�X�������•��
���•�•���]�•�� ���� �‰�o�µ�•�� �Z���µ�š���•�� �š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���•�� �~�ó�ì�� �£���•�� �v�[�}�v�š�� �‰���•�� �‰���Œ�u�]�•�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �o���� �‰�Œ�}���µ�]�š�� ���š�� �•���µ�o���� ������ �o����
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��� �P�Œ�������š�]�}�v�� ���� �‰�µ�� �!�š�Œ���� �}���•���Œ�À� ���� �����v�•�� ������ �����•�X�� �>�[���v���}�u���Œ���u���v�š�� �•�š� �Œ�]�‹�µ���� �v�[�]�v�(luence pas 
particulièrement la réaction puisque III-5o a pu être isolé avec un très bon rendement de 92%. Pour 
ce qui est du composé III-5u�U���•���µ�o�����o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���������d�(2�K�������‰���Œ�u�]�•�����[�}���š���v�]�Œ���o�����‰�Œ�}���µ�]�š����� �•�]�Œ� �X 

Cette nouvelle voie de synthèse pour ce type de composé est assez intéressante car elle donne accès 
���� �����•�� �•���o�•�� ���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�� ���Ç���v�š�� �����•�� �P�Œ�}�µ�‰���u���v�š�•�� � �o�����š�Œ�}���š�š�Œ�����š���µ�Œ�•�� ���v�� �‰�}�•�]�š�]�}�v�� �E3 en une seule 
� �š���‰�������o�}�Œ�•���������‹�µ�]���v�[� �š���]�š���‰���•���‰�}�•�•�]���o�������À�������o�����u� �š�Z�}���������o���•�•�]�‹�µ���X���� 

 

Schéma 63. A. synthèse du composé III-5u B. Synthèse du composé III-5x 

Le composé III-5u �‰���Œ�� ���Æ���u�‰�o���� �v���� �‰���µ�š�� �‰���•�� �!�š�Œ���� �}���š���v�µ�� ���]�Œ�����š���u���v�š�� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ������ �o�[���u�]�v�}�v�]�š�Œ�]�o����
correspondant. Ce composé nécessitait donc de former une iminosydnone iodée, puis une étape de 
carbonylation pallado-�����š���o�Ç�•� ���� �‰���Œ�(�}�]�•�� ���]�(�(�]���]�o���� ���� �u���š�š�Œ���� ���v�� �ˆ�µ�À�Œ���� ���š�� �‰���µ�� �Œ���‰�Œ�}���µ���š�]ble (Schéma 
63. A) est nécessaire. 

Une iminosydnone supplémentaire a pu être obtenue par post-fonctionnalisation (Schéma 63. B). Des 
tests de nitration du composé III-5t �}�v�š�� ���v�� ���(�(���š�� �‰���Œ�u�]�•�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �µ�v�� � �‹�µ�]�À���o���v�š�� ������
thionitrobenzoxadiazole (TNBD) qui est un fluorophore décrit dans la littérature pour émettre à plus 
de 530 nm (Schéma 63. B�•�X���>�����Œ���o���Œ�P���P�������}�v�š�Œ�€�o� �����[�µ�v���]�•�}���Ç���v���š�����d�E�������‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�����À�}�]�Œ�������•�����‰�‰�o�]�����š�]�}�v�•��
intéressantes en bioconjugaison par exemple.    

Les 6-N-aryl et 6-N-alkyl-iminosydnones sont des composés totalement nouveaux, des études 
structurales poussées sont nécessaires afin de mieux apprécier leur réactivité vis-à-vis des 
���]�‰�}�o���Œ�}�‰�Z�]�o���•�� �‰�}�µ�Œ�����[� �À���v�š�µ���o�o���•�� �Œ� �����š�]�}�v�•�� ������ �o�]�P���š�]�}�v�l���}�µ�‰�µ�Œ���X�� �>���� �š�Œ�}�]�•�]���u���� �‰���Œ���P�Œ���‰�Z���� �•���Œ���� ���}�v����
���}�v�•�����Œ� �� ���� �o���� �����Œ�����š� �Œ�]�•���š�]�}�v�� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���o���� ������ �����•�� ���}�u�‰�}�•� �•�� ���]�v�•�]�� �‹�µ�[���� �o�[� �š�µ������ ������ �o���µrs propriétés 
physicochimiques et de réactivité vis-à-vis des dipolarophiles.      
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III Etude des propriétés physicochimiques des 6-N-Alkyl/ Aryl iminosydnones 

III.1 Analyses structurales  

La cristallographie est une des méthodes les plus efficaces pour visualiser la structure des molécules, 
chaque iminosydnone a donc été systématiquement mise dans des conditions de cristallisation lente 
dans un mélange eau/acétonitrile et 5 structures cristallographiques ont ainsi pu être obtenues.  

 

 

Figure 49. Structures cristallographiques et surfaces de Hirshfeld des composés III-5a, III-5f, III-5r, III-5u et III-5p 
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Plusieurs informations essentielles ont pu être dégagées des structures RX (Figure 49). Dans un 
premier temps il est possible de confirmer que les 6-N-aryl-iminosydnones sont obtenues sous forme 
de sel de trifluoroacetate. La surface de Hirshfeld modélisant les interactions au sein du cristal nous 
indique quant à elle que les deux oxygènes du contre ion font une liaison hydrogène avec le proton N6-
H et celui du C4-H. Cela pourrait traduire la relative acidité de ses deux protons. A noter que le composé 
III-5r �v�����(���]�š���‹�µ�[�µ�v�����•���µ�o�����o�]���]�•�}�v���Z�Ç���Œ�}�P���v�������v�š�Œ�����o�����E6-H et le trifluoroacétate ce qui pourrait traduire 
une plus faible acidité du proton C4-H de cette 3-N-alkyl-6-N-aryl-iminosdynone. Toutes ces données 
�•�}�v�š�����}�v�(�]�Œ�u� ���•���‰���Œ���o�����‰�Œ� �•���v�������������š�����Z���•�����[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�•���~���v���Œ�}�µ�P�����•�µ�Œ���o�����Œ���‰�Œ� �•���v�š���š�]�}�v���������o�����•�µ�Œ�(��������
������ �,�]�Œ�•�Z�(���o���•�X�� �>�[�����]���]�š� �� ���µ�� �‰�Œ�}�š�}�v�� ��4-H peut également être appréhendée par le fort déblindage en 
RMN du proton (environ 8,0 ppm). Le proton sur N6 ���•�š���‹�µ���v�š�������o�µ�]���o�����]�o�������š���v�[���•�š���‰���•���}���•���Œ�À�����o�������¸������
son échange rapide avec le solvant deutéré (MeOD-d4).  

De plus, des longueurs de liaisons C5-N6 �}�v�š�� �‰�µ�� �!�š�Œ���� �����o���µ�o� ���•�� ���� �o�[� �š���š�� �•�}�o�]�����U�� ���o�o���•�� �]�v���]�‹�µ���v�š�� �‹�µ���� �o����
liaison possède un fort caractère sp2 puisque la valeur oscille entre 1,302 Å et 1,417 Å (longueur 
classique C=N 1,279 Å) alors que les iminosydnones ont été isolées ici sous forme protonée et non sous 
�o���µ�Œ���(�}�Œ�u�����u� �•�}�]�}�v�]�‹�µ���X�������š�š�����]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v���š�Œ�����µ�]�š���o������� �o�}�����o�]�•���š�]�}�v�����µ�����}�µ���o���š���������o�[���Ì�}�š���������v�•���o�������Ç���o���X���� 

Pour ce qui est du composé III-5x �o���� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���� ���Œ�]�•�š���o�o�}�P�Œ���‰�Z�]�‹�µ���� �]�v���]�‹�µ���� �‹�µ���� ���[���•�š�� �o���� �(�}�Œ�u����
mésoionique qui a été obtenue (due au traitement basique suite à la réaction de nitration) (Figure 50). 
La longueur de la liaison C5-N6 (1,305 Å) ���•�š��� �P���o���u���v�š���š�Œ���•���‰�Œ�}���Z�������[�µ�v�����o�]���]�•�}�v�����}�µ���o�������A�E�X Ce résultat 
nous indique également �o�[�����]���]�š� ���Œ���o���š�]�À�������µ���E6-H qui peut être facilement déprotoné pour passer sous 
forme mésoionique.    

 

Figure 50. Structure cristallographique du composé III-5x 

�>���� �•�µ�]�š���� �o�}�P�]�‹�µ���� ������ �o�[� �š�µ������ ���� ���}�v���� ���}�v�•�]�•�š� �� ���� � �š�µ���]���Œ�� �o�[�����]���]�š� �� �����•�� �‰�Œ�}�š�}�v�•�� �‰�Œ� �•���v�š�•�� �•�µ�Œ�� �����•�� �•���o�•��
���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�X�� �d�Œ�}�]�•�� ���}�u�‰�}�•� �•�� �u�}�����o���•�� �}�v�š�� � �š� �� �•� �o�����š�]�}�v�v� �•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� �•�µ�]�š���� ������ �o�[� �š�µ�����U�� �]�o�•��
représentent les 3 �š�Ç�‰���•�����[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•���v�}�µ�À���o�o���u���v�š���•�Ç�v�š�Z� �š�]�•� es (III-2a, III-5a, III-5r).  

III.2 Détermination des pKa 

La forme mésoionique et la forme protonée possèdent des maximums ���[�����•�}�Œ�����v������distincts, ce qui 
permet ���������}�Œ�Œ� �o���Œ���o�����‰�Œ� �•���v���������[�µ�v�������•�‰��������au pH de la solution par mesure spectroscopique. Pour 
�����o���U���µ�v�������v���o�Ç�•�������[�����•�}�Œ�����v���� des composés modèles à différents pH a été effectuée. Une solution 
de soude à 1,0 M est ajoutée progressivement à une solution ���[�]�u�]�vosydnone �����v�•���������o�[�����]����������� �š�]�‹�µ����
à 0,1 M. Après chaque ajout, le pH est mesuré de façon précise �����o�[���]���������[�µ�v���‰�,-mètre et le spectre 
���[�����•�}�Œ�����v���������•�š���u���•�µ�Œ� �X�����v���š�Œ�������v�š���o����mesure d�[�����•�}�Œ�����v���������µ���u���Æ�]�u�µ�u�����[�����•�}�Œ�‰�š�]�}�v�����v���(�}�v���š�]�}�v��
du pH il est possible de déterminer le pKa du composé étudié (voir partie expérimentale). 
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Figure 51. pKa des composés III-2a, III-5a et III-5r. 

Les pKa se sont révélés être assez faibles : 8.7, 6.6 et 6.8 pour les composés III-2a, III-5r et III-5a, 
respectivement (Figure 51).  

Des essais de suivi RMN de déprotonation en C4 du composé III-5a �v�[�}�v�š���‰���•���‰���Œ�u�]�•����������� �š���Œ�u�]�v���Œ���o����
�À���o���µ�Œ�� ���µ�� �‰�<���� ������ �����š�š���� �‰�}�•�]�š�]�}�v�X�� �E� ���v�u�}�]�v�•�U�� �]�o�� ���•�š�� �‰�}�•�•�]���o���� ���[���(�(�]�Œ�u���Œ�� �‹�µ�[���v�� ���}�v���]�š�]�}�v�•�� �����•�]�‹�µ���•��
organiques (Et3�E�U�� �ï�U�ì�� ���‹�µ�]�À�X�•�� �o�[�����•�š�Œ�����š�]�}�v�� ���µ�� �‰�Œ�}�š�}�v�� �•���� �(���]�š�� �Œ���‰�]�����u���v�š�� �‰�µ�]sque le singulet 
caractéristique du proton en position C4 disparait.  

Connaissant maintenant les pKa des protons N6-�,�����š�����}�v�����o�����‰�,���‹�µ�[�]�o���(���µ�š�����š�š���]�v���Œ�����‰�}�µ�Œ���‰���•�•���Œ���•�}�µ�•��
forme mésoionique, des études cinétiques ont été conduites et sont présentées dans le paragraphe 
suivant.  

III.3 Réactivité des 6-N-alkyl et 6-N-aryl iminosydnones 

De façon similaire aux iminosydnones amide, urée ou sulfonyl, les iminosydnones aryl et alkyl se 
���}�u�‰�}�Œ�š���v�š�����}�u�u���������•�����]�‰�€�o���•���µ�v�]�‹�µ���u���v�š���o�}�Œ�•�‹�µ�[���o�o���•���•�}�v�š���•�}�µ�•���(�}�Œ�u�����u� �•�}�]�}�v�]�‹�µ���X�����o�o���•���‰���µ�À���v�š��
alors réagir avec des dipolarophiles suivant un processus en deux étapes successives : une 
���Ç���o�}�������]�š�]�}�v���€�ï�=�î�•���•�µ�]�À�]�������[�µ�v�����Œ� �š�Œ�}�����]���o�•-���o�����Œ���~�Œ�����•���‰���Œ�u���š�š���v�š���o�����o�]��� �Œ���š�]�}�v�����[�µ�v���]�•�}���Ç���v���š�������š�����[�µ�v��
pyrazole (Schéma 64). Lorsque la position N6 est substituée par une fonction amide, urée ou 
sulfonamide, les iminosydnones sont entièrement déprotonées à pH neutre et sont donc 
exclusivement sous forme mésoionique. En revanche, la situation est différente dans le cas 
���[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�� ���Ç���v�š�� �µ�v�� �P�Œoupement alkyl ou aryl. A un pH donné deux formes peuvent être 
présentes dans des proportions différentes en fonction du pKa du H-N6 du composé étudié. Le pH 
devrait alors fortement influencer la vitesse de cycloaddition.  

 

Schéma 64. Réaction entre une iminosydnone et un cyclooctyne 

Les valeurs des constantes de vitesse de la réaction de ligation et coupure ont été déterminées par 
suivi de la décroissance �������o�[�����•�}�Œ�����v���������µ���u���Æ�]�u�µ�u�����[�����}�Œ�š�]�}�v���������o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�� étudiée dans le 
milieu (Figure 52). Les mesures ont été effectuées à des concentrations de 100 µM en iminosydnone. 
�>�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�����[�µ�v���•�‰�����š�Œ�}�u���š�Œ�����h�s-�s�]�•�]���o����� �‹�µ�]�‰� �����[�µ�ve �����o�o�µ�o�������[�������]�š�]�}�v��in situ �‰���Œ�u���š���o�[���i�}�µ�š���������o����
solution de cyclooctyne directement dans la �•�}�o�µ�š�]�}�v�� ���v�� ���}�µ�Œ�•�� ���[���v���o�Ç�•���X�� �����š�� � �‹�µ�]�‰���u���v�š�� �‰���Œ�u���š��
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���[���v�Œ���P�]�•�š�Œer de façon très précise des cinétiques relativement rapides (��  1 s). En fonction du pH du 
���}�u�‰�}�•� �� � �š�µ���]� �� ���š�� ���µ�� �u�]�o�]���µ�� �µ�š�]�o�]�•� �U�� �o���� �o�}�v�P�µ���µ�Œ�� ���[�}�v������ ���[�}���•���Œ�À���š�]�}�v�� ���•�š�� ��� �š���Œ�u�]�v� ��, ainsi que la 
droi�š���� ���[� �š���o�}�v�v���P���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[���À�}�]�Œ�� ���������•�� ���� �o���� �Œ� �‰�}�v�•���� �h�s�� ���v�� �(�}�v���š�]�}�v�� ������ �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�X�� �����•��
informations permettent, une fois le spectre UV en fonction du temps enregistré, de recalculer la 
concentration et donc la conversion en fonction du temps.  

 

Figure 52. Exemple de cinétique 

La valeur de la constante de vitesse est finalement calculée en déterminant la pente de la régression 
linéaire du tracé f(t) = (1-C) �t (1/C0) avec C0 la concentration initiale des réactifs et C la concentration 
�����o�[�]�v�•�š���v�š���š�X�� 

Une première étude, a permis de déterminer les cinétiques de réaction des trois composés modèles 
(III-5r, III-5a, III-2a,) avec le DBCO à différent pH (5,0, 6,0, 7,4, 8,0, 8,8, 9,5) (Figure 53)�X���W�}�µ�Œ���•�[���•�•�µ�Œ���Œ��
de la reproductibilité des mesures, les expériences ont été effectuées en duplicata ce qui permet de 
calculer des déviations standards.  

 

Figure 53. Influence du pH sur la constante de vitesse de la réaction SPICC avec le DBCO (C = 100 µM, 37 °C, n = 2).   
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�����š�š�����‰�Œ���u�]���Œ����� �š�µ�������u�}�v�š�Œ�����š�}�µ�š�����[�����}�Œ�����o�����Œ���u���Œ�‹�µ�����o�����]�v�(�o�µ���v�������������o�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���������•���]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•��
sur leur réactivité �W���‰�o�µ�•���o�[���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š��� �o�����š�Œ�}�v�]�‹�µ���� �•���u���o�� important sur N6 �‰�o�µ�•���o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v����
est réactive (comparer III-2a avec III-5a�•�� ���š�� �‰�o�µ�•�� �o�[���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š�� � �o�����š�Œ�}�v�]�‹�µ���� ���•�š�� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� �•�µ�Œ�� �E3 
�u�}�]�v�•���o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�������•�š���Œ� �����š�]�À�����~���}�u�‰���Œ���Œ��III-5a avec III-5r�•�X�������‰���v�����v�š�������‰�,���‰�Z�Ç�•�]�}�o�}�P�]�‹�µ�����ó�U�ð���o�[���Œ�Ç�o��
iminosydnone III-5a ���•�š�� �ð�� �(�}�]�•�� �‰�o�µ�•�� �Œ� �����š�]�À���� �‹�µ���� �o�[���o�l�Ç�o-iminosydnone III-2a puisque la forme 
mésoionique est 20 fois plus présente. Le motif sur N3 ���•�š�� � �P���o���u���v�š�� ���•�•���Ì�� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� �‰�µ�]�•�‹�µ�[���� �‰�,��
physiologique III-5r reste le moins réactif des trois substrats étudiés. Toutes ces valeurs de constante 
de vitesse peuvent être corrélées en fonction du pourcentage de forme mésoionique dans la solution. 
Le pH a une remarquable influence sur la réaction, par exemple pour le composé III-2a la cinétique est 
510 fois plus élevée à p�,���õ�U�ñ���‹�µ�[�����‰�,���ñ�U�ì�X�� 

Le pKa étant connu il est aisé de déterminer le pourcentage de forme mésoionique pour chaque pH 
�µ�š�]�o�]�•� �X�����]�v�•�]�U�����À�������µ�v���‰�<�����������ô�U�ó���o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v����III-2a est présente à hauteur de seulement 4,7% sous 
forme mésoionique à pH = 7,4. En représentant la constante de vitesse en fonction de la concentration 
������ �u� �•�}�]�}�v�]�‹�µ���� �]�o�� ���•�š�� �‰�}�•�•�]���o���� ���[�}���š���v�]�Œ�� �����•�� ���}�Œ�Œ� �o���š�]�}�v�•�� �o�]�v� ���]�Œ���•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���•�� �š�Œ�}�]�•�� ���}�u�‰�}�•� �•�� � �š�µ���]� �•��
(Figure 54).     

 

Figure 54. Evolution de la constante de vitesse en fonction du pourcentage de forme mésoionique 

�>���� �À���o���µ�Œ�� ������ �o���� �‰���v�š���� �š�Œ�����µ�]�š�� ���]�Œ�����š���u���v�š�� �o���� �Œ� �����š�]�À�]�š� �� �]�v�š�Œ�]�v�•���‹�µ���� ���µ�� ���]�‰�€�o���� � �š�µ���]� �U�� ���]�v�•�]�� �o�[���o�l�Ç�o-
iminosydnone III-2a est 4,5 fois plus réactive que III-5a et 78 fois plus réactive que III-5r. Ce graphique 
�u�}�v�š�Œ����� �P���o���u���v�š���‹�µ�����o���•�����Œ�}�]�š���•���‰���•�•���v�š���‰���Œ���o�[�}�Œ�]�P�]�v�����������‹�µ�]�����[�µ�v���‰�}�]�v�š���������À�µ�������Z�]�u�]�‹�µ�����]�v���]�‹�µ�����‹�µ����
la forme protonée ne cycloadditionne pas.  Ce résultat était prédictible puisque sous forme protonées 
les iminosydnones ne sont pas des dipôles susceptibles de réagir avec des dipolarophiles.   

���(�]�v�� ���[envisager des applications dans des milieux complexes, des cinétiques ont également été 
réalisées dans du lysat cellulaire et dans du plasma humain (Figure 55).  
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Figure 55. Influence du milieu sur la constante de vitesse de la réaction SPICC avec le DBCO (C = 100 µM, 37 °C, n = 2, pH = 
7,4)  

Les cinétiques ont tendance à être légèrement plus élevées dans les milieux complexes que dans le 
PBS. Ce résultat a déjà été observé par Wagner et son équipe.113 Dans cette étude les auteurs ont mis 
en évidence que la présence de protéines dans le milieu accélère la réaction SPAAC. Des effets de 
concentration locale pourraient également être responsables de cette accélération.  Dans notre cas la 
réaction SPICC est donc toujours aussi efficace et rapide malgré la complexité du milieu.  

���v�•�µ�]�š���U���o�[�]�v�(�o�µ���v������ ������ �o�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���������•��iminosydnones a été évaluée en calculant des cinétiques sur 
différents substrats modèles comportant une variété électronique sur les azotes N3 et N6 (Figure 56).   

 

Figure 56. �/�v�(�o�µ���v�������������o�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ�����������o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�����•�µ�Œ���o�������}�v�•�š���v�š�����������À�]�š���•�•�����������o�����Œ� �����š�]�}�v���^�W�/���������À�������o�����������K���~�����A���í�ì�ì��
µM, 37 °C, n = 2, pH = 7,4) 

Les résultats �•���u���o���v�š���u�}�v�š�Œ���Œ�����v���}�Œ�����µ�v�����(�}�]�•���‹�µ�����‰�o�µ�•���o�[���Ì�}�š�����E6 est riche et plus N3 est pauvre en 
électrons, plus la cinétique est rapide. Mais ce résultat est à contrebalancer ���À�������o�[�]�v�(�o�µ���v���������µ���‰�<�����•�µ�Œ��
la cinétique de cycloaddition puisque �‰�o�µ�•�� �o�[���Ì�}�š���� �E6 est riche électroniquement et plus le pKa sera 

 
113 D. Warther, E. Dursun, M. Recher, S. Ursuegui, M. Mosser, J. Sobska, W. Krezel, G. Chaubet, and A. Wagner, Org. Biomol. Chem., 19/23 
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élevé, le dipôle sera donc intrinsèquement plus réactif mais la forme mésoionique sera moins présente 
à un pH donné. La réactivité des aryl iminosydnones est donc un subtil équilibre entre la réactivité du 
dipôle et le pKa de de la fonction N-H en position 6.  

�D���o�Z���µ�Œ���µ�•���u���v�š�U�� �o���� ���]�v� �š�]�‹�µ���� ������ ���Ç���o�}�������]�š�]�}�v�� �•�[���•�š�� �Œ� �À� �o� ���� �!�š�Œ���� ���Æ�š�Œ�!�u���u���v�š�� �o���v�š���� ���À������ �o����
composé III-5x. Ce substrat aurait pu être utile pour le relargage du fluorophore TNBD. Cette absence 
de réactivité pourrait provenir du groupement nitro qui favorise les formes mésomères inactives 
(forme B et C indiquées dans le Schéma 65).  

 

Schéma 65. Formes mésomères du composé III-5x 

Ensuite, �o�[�]�v�(�o�µ���v�������������o�����•�š�Œ�µ���š�µ�Œ�������µ�����]�‰�}�o���Œ�}�‰�Z�]�o��������� �š� ��� �š�µ���]� �����~Figure 57).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57. Influence de la structure du dipôle sur la constante de vitesse de la réaction SPICC avec III-5a (C = 100 µM, 37 °C, 
n = 2, pH = 7,4) 

�d�}�µ�š�����[�����}�Œ���U���o�����������K�����•�š���������o�}�]�v���o�����‰�o�µ�•���Œ� �����š�]�(�������•�����Ç���o�}�}���š�Ç�v���•���š���•�š� �•�U���i�µ�•�‹�µ�[�����ñ�ò���(�}�]�•���‰�o�µ�•���Œ� �����š�]�(���‹�µ����
le BCN et 60 fois plus que le MFCO. Le cyclononyne DACN est quant à lui le moins réactif, ce qui est 
certainement dû à sa tension de cycle moins forte que les trois autres. Le TCO, très utilisé comme 
���]�‰�}�o���Œ�}�‰�Z�]�o���������v�•���o�����Œ� �����š�]�}�v���/���������U���•�[���•�š���Œ� �À� �o� ���š�}�š���o���u���v�š���]�v���Œ�š������vec III-5a.  

Les aryls iminosydnones sont donc totalement orthogonales à la réaction de cycloaddition à demande 
inverse (Tz/TCO) et pourraient donc être utilisées pour des applications de double click avec par 
exemple une sydnone aryl comportant dans sa structure une tétrazine (Schéma 66).   
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Schéma 66. Double click IEDDA/SPICC 

�d�}�µ�•���o���•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���}���š���v�µ�•���•�}�v�š�����•�•���Ì�����v���}�µ�Œ���P�����v�š�•���‰�}�µ�Œ���o�����•�µ�]�š�����������o�[� �š�µ�������‰�µ�]�•�‹�µ�����o���•�����}�v�•�š���v�š���•��������
�À�]�š���•�•���� �•�}�v�š�� �i�µ�•�‹�µ�[���� �í�� �u�]�o�o�]�}�v�� ������ �(�}�]�•�� �‰�o�µ�•�� �Œ���‰�]������ �‹�µ���� �����o�o���•�� ��� ���Œ�]�š���•�� �����v�•�� �o����littérature avec des 
iminosydnones1 ou même 5000 fois plus rapide que la SPAAC qui est la réaction référence dans le 
domaine 114.  

�>�[�]�v�(�o�µ���v�������������o�����š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���������(�]�v���o���u���v�š��� �š� ���]�v�À���•�š�]�P�µ� ���U���o���•�����]�v� �š�]�‹�µ���•�����������Ç���o�}�������]�š�]�}�v���}�v�š�����}�v����
été calculées à différentes températures allant de 10 °C à 37 °C (Figure 58).     

 

 

Figure 58. Influence de la température sur la constante de vitesse de la réaction SPICC avec III-5a ou III-2a (C = 100 µM, 
PBS/DMSO, n = 2, pH = 7,4) 

La température a comme attendu une influence assez importante sur la cinétique réactionnelle : plus 
elle est faible plus la réaction est lente. Cela indique que la réaction est endothermique.  

�W�}�µ�Œ���(�]�v�]�Œ�U���]�o�����•�š���‰�}�•�•�]���o�����������š�]�Œ���Œ�����[���µ�š�Œ���•���]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•�������•�����Æ�‰� �Œ�]���v�����•���������À���Œ�]���š�]�}�v���������o�����š���u�‰� �Œ���š�µ�Œ���X��
���v�����(�(���š�U�����v���µ�š�]�o�]�•���v�š���o�����u�}�����o�����[���Ç�Œ�]�v�P-Polanyi il est possible de tracer ln(K/T) = f(1/T) = aT + b (Figure 
59).  

 
114 D. Svatunek, N. Houszka, T. A. Hamlin, F. M. Bickelhaupt, and H. Mikula, Chem. Eur. J., 25/3 (2019), 754�t58. 
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Figure 59. A. �Z� �P�Œ���•�•�]�}�v���o�]�v� ���]�Œ�����������o�[� �‹�µ���š�]�}�v��D'Eyring-Polanyi, kB : constante de Boltzmann, h : constante de Planck B. 
Régression D'Eyring-Polanyi pour le composé III-2a, C. pour le composé III-5a.  

�����š�š���� �o�]�v� ���Œ�]�•���š�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�� ������ ��� �š���Œ�u�]�v���Œ�� �o�[� �v���Œ�P�]���� ���[�����š�]�À���š�]�}�v�� ������ �o���� �Œ� �����š�]�}�v�� ������ ���Ç���o�}�������]�š�]�}�v��
(Tableau 16). 

Tableau 16. Paramètres déterminé régression d'Eyring-Polanyi 

Entrée IS a b �ûrH# �ûrS# 
1 �/�/�/�r�î�� �r�õ�ô�ò�ò �ï�ì�U�í�ñ �í�õ�U�ó���l�����o�l�u�}�o �í�ï�U�ï���l�����o�l�u�}�o�l�< 
2 �/�/�/�r�ñ�� �r�ð�ò�ð�ó �í�ð�U�ó�ï �õ�U�ì���l�����o�l�u�}�o �r�í�ó�U�ñ���l�����o�l�u�}�o�l�< 

 

Dans le cas du composé III-2a�U���o�[���v�š�Z���o�‰�]�������[�����š�]�À���š�]�}�v�����Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���oe ���•�š���������í�õ�U�ó���l�����o�����š���o�[���v�š�Œ�}�‰�]�������•�š��
de 13,3 kcal/K. Ces valeurs sont dans les mêmes ordres de grandeurs que celles décrites dans la 
littérature.68 En revanche, dans le cas du composé III-5a �o�[���v�š�Z���o�‰�]���� ���[�����š�]�À���š�]�}�v�� ���•�š�� �š�Œ���•�� �(���]���o����
comparée à celle obtenue avec III-2a.  
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�>�[���v�š�Œ�}�‰�]�� ���[�����š�]�À���š�]�}�v ������ �Œ� �����š�]�}�v�� �]�v���]�‹�µ���� �o���� �u�}�o� ���µ�o���Œ�]�š� �� ������ �o�[� �š���‰���� ��� �š���Œ�u�]�v���v�š�� �o���� �À�]�š���•�•���� ������ �o����
réaction, �������‹�µ�]���š�Œ�����µ�]�š�����]�Œ�����š���u���v�š���•�]���o���•�������µ�Æ���Œ� �����š�]�(�•���•�[���•�•�}���]���v�š���}�µ���•�������]�•�•�}���]�����o�}�Œ�•�����µ���‰�Œ�}�����•�•�µ�•�X���>���•��
�À���o���µ�Œ�•���‰�}�•�]�š�]�À���•���•�µ�P�P���Œ���v�š���µ�v�������µ�P�u���v�š���š�]�}�v���������o�[���v�š�Œ�}�‰�]���U���������‹�µ�]���š�Œ����uit un mécanisme dissociatif. 
�����o�[�]�v�À���Œ�•�����•�]���o�[���v�š�Œ�}�‰�]�������•�š���v� �P���š�]�À���U���o�����Œ� �����š�]�}�v����� �š���Œ�u�]�v���v�š���o�����À�]�š���•�•�����������Œ� �����š�]�}�v�����•�š�����•�•�}���]���š�]�À���X�� 

 

 

 

 

 

Schéma 67. Cycloaddition et retro Diels-Alder 

Les résultats obtenus sont assez surprenants puisque la réaction entre III-2a est le DBCO induit une 
���v�š�Œ�}�‰�]���� ���[�����š�]�À���š�]�}�v�� �����o���µ�o� ���� �‰�}�•�]�š�]�À���U�� �o���� �À���o���µ�Œ�� ������ ���]�v� �š�]�‹�µ���� �•���Œ���]�š�� ���o�}�Œ�•�� �����o���µ�o� ���� �•�µ�Œ�� �µ�v���� �Œ� �����š�]�}�v��
dissociative, soit la réaction de rétro Diels-Alder. La valeur de la constante de vitesse de la cycloaddition 
�•���Œ���]�š�����o�}�Œ�•���������µ���}�µ�‰���‰�o�µ�•��� �o���À� �����‹�µ���������o�o�����������o�����Œ�����X�������o�[�]�v�À���Œ�•���U�������v�•���o���������•���������o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v�������Œ�Ç�o�]�‹�µ����
III-5a �o�[���v�š�Œ�}�‰�]�������[�����š�]�À���š�]�}�v�����•�š���v� �P���š�]�À�����������‹�µ�]�������š�š�����(�}�]�•-ci traduit que la vitesse est calculée sur la 
réaction de cycloaddition. La constante de vitesse de la rétro Diels-Alder serait alors beaucoup plus 
grande que celle de la cycloaddition. 

Ces deux résultats opposés sont assez surprenants puisque les deux composés modèles ne possèdent 
pas une différence chimique significative, aucune explication ne permet actuellement de conclure sur 
ces données. Les valeurs expérimentales ne sont peut-être pas assez précises pour calculer avec 
exactitude les paramètres thermodynamiques. Une petite variation sur une constante de vitesse 
���v�š�Œ���]�v���� �µ�v���� �À���Œ�]���š�]�}�v�� �•�]�P�v�]�(�]�����š�]�À���� �•�µ�Œ�� �o�[���v�š�Z���o�‰�]���� �Œ� �����š�]�}�v�v���o�o���� ���Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���X�� ������ �‰�o�µ�•�U�� �o���� �o�]�P���š�]�}�v��
���}�µ�‰�µ�Œ�������•�š���µ�v���‰�Œ�}�����•�•�µ�•�����v�������µ�Æ��� �š���‰���•���‹�µ�[�]�o�����•�š�����]�(�(�]���]�o�����������u�}��� �o�]�•���Œ�����À�������o���•��� �‹�µ���š�]�}�v�•�����[���Ç�Œ�]�v�P���‹�µ�]��
elles traduisent des réactions simples.  

III.4 Calcul DFT 

Après avoir déterminé les paramètres influençant la réaction ainsi que les valeurs expérimentales 
���[� �v���Œ�P�]�������[�����š�]�À���š�]�}�v�U�������•�������o���µ�o�•�����&�d���}�v�š��� �š� ���u���v� �•�����(�]�v���������u�]���µ�Æ�����}�u�‰�Œ���v���Œ�����o���•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���}���š���v�µ�•��
dans la partie précédente. Cette partie à été effectuée par le Dr. Grégory Pieters de notre unité de 
recherche en collaboration étroite avec le Prof. Pier-Alexandre Champagne du New Jersey Institute of 
Technology aux USA. Dans un premier temps une optimisation rapide des structures au niveau MM2 
�‰���Œ�u���š�� ���[���À�}�]�Œ�� �µne idée de la structure tridimensionnelle des composés. Les structures optimisées 
�•�}�v�š�� ���v�•�µ�]�š���� �Œ� �µ�š�]�o�]�•� ���•�� �‰�}�µ�Œ�� ��� �š���Œ�u�]�v���Œ�� �o�[� �v���Œ�P�]���� �o�]���Œ���� ���[�����š�]�À���š�]�}�v�� ������ �o�[� �š���š�� ������ �š�Œ���v�•�]�š�]�}�v�� ������ �o����
cycloaddition [3+2].    

�����v�•���v�}�š�Œ���������•�������µ�Æ�����}�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•�����[� �v���Œ�P�]�������]�(�(� �Œentes sont possibles, la forme cis et la forme trans. 
(Figure 60). �W�}�µ�Œ�������o���µ�o���Œ���o�[� �v���Œ�P�]���������•��� �š���š�•���������š�Œ���v�•�]�š�]�}�v���o�����(�}�Œ�u�����o�����‰�o�µ�•�������•�•�������v��� �v���Œ�P�]������st prise 
comme base pour le calcul.  
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Figure 60. Calculs énergétiques des formes cis et trans pour les composé III-2a et III-5a sous forme mésoionique. 

Dans les deux cas la forme trans est la plus basse en énergie et donc la plus stable, avec des écarts 
observés entre les deux formes de 1,217 kcal/mol pour III-2a et 0,07 kcal/mol pour III-5a. Cette 
���]�(�(� �Œ���v���������[� �v���Œ�P�]�������•�•���Ì���(���]���o�� traduit une répartition de population similaire entre les deux formes, 
�o�[� �‹�µ�]�o�]���Œ����cis-trans est sans doute extrêmement rapide.   

���v���•�[�]�v�•�‰�]�Œ���v�š�������•���š�Œ���À���µ�Æ���������,�}�µ�l�U115 et en collaboration avec Pier-Alexandre Champagne, les états de 
transitions ont été déterminés pour les deux composés modèles III-5a et III-2a avec des niveaux de 
calculs M06-2X avec une base 6-31+G(d,p) (Figure 61). Pour modéliser le DBCO, la chaine aliphatique 
a été réduite pour optimiser les temps de calcul, cette approximation implique que la fonction acide 
���µ���������K���v�[���•�š���‰���•���]�u�‰�o�]�‹�µ� ���������v�•�������•���]�v�š���Œ�����š�]�}�v�•���v�}�v�����}�À���o���v�š���•�������v�•���o�[� �š���š���������š�Œ���v�•�]�š�]�}�v�X�� 

 
115 H. Tao, F. Liu, R. Zeng, Z. Shao, L. Zou, Y. Cao, J. Murphy, K. N. Houk, Y. Liang, Chem. Comm., (2018), 54, 5082-5085. 

 III-2a, forme trans - 513474,77 kcal/mol  

 III-5a, forme trans G = - 488838,31 kcal/mol  III-5a, forme cis G = - 488838,39 kcal/mol  

III-2a, forme cis - 513475,99 kcal/mol 
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Figure 61. A. Etat de transition obtenu avec III-2a et le DBCO. B. Etat de transition obtenu avec III-5a et le DBCO 

�>���•�������o���µ�o�•���u�}�v�š�Œ���v�š���‹�µ�����o�����Œ� �����š�]�}�v�����v�š�Œ���]�v�����µ�v�������}�µ�Œ���µ�Œ�������µ�����]�‰�€�o�����‹�µ�[�]�o�����•�š���‰�}�•�•�]���o�����������À�]�•�µ���o�]�•���Œ��
sur les états de transition obtenus. La visualisation de la fréquence de vibration permet également de 
confirmer ce phénomène. Les enthalpies réactionnelles ont ensuite été déterminées, ainsi la réaction 
entre III-2a ���š���o�����������K���‰�}�•�•���������µ�v�������v�š�Z���o�‰�]�������[�����š�]�À���š�]�}�v���������î�ì�U�ì���l�����o�l�u�}�o�����o�}�Œ�•���‹�µ�����o�����Œ� �����š�]�}�v�����À������
III-5a a une enthalpie de 20,5 kcal/mol (Tableau 17). 

Tableau 17. Valeurs thermodynamiques calculées vs expérimentales  

Entrée IS �ûrH# expérimental �ûrH# calculé 
1 �/�/�/�r�î�� �í�õ�U�ó���l�����o�l�u�}�o �î�ì�U�ì���l�����o�l�u�}�o 
2 �/�/�/�r�ñ�� �õ�U�ì���<�����o�l�u�}�o �î�ì�U�ñ���l�����o�l�u�}�o 

 

Le profil réactionnel complet pour la réaction de III-2a avec le DBCO modèle a ensuite été déterminé 
(Schéma 68.). �����v�}�š���Œ���‹�µ�[�µ�v���‰�Œ�}�(�]�o similaire aurai été obtenu avec III-5a. 

 

Schéma 68. Profil de réaction de III-2a avec le DBCO modèle. Les énergies libres en kcal/mol ont été obtenues au niveau de 
théorie M06-2X/6-31+G(d,p)/PCM(H2O) // M06-2X/Def2TZVPP/PCM(H2O) 
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La cycloaddition passant par TS1 a une barrière d'activation de 20,0 kcal/mol et conduit à l'adduit avec 
une énergie libre de réaction de -18,6 kcal/mol. En raison des exigences orbitalaires pendant la 
cycloaddition, le substituant phényle en N3 est dans une position pseudo-axiale sur la structure 
bicyclique de l'adduit. La réaction de rétro-Diels-���o�����Œ���•�[���(�(�����š�µ���������‰���v�����v�š��via TS2 pour former les 
produits : le pyrazole et �o�[isocyanate. Il est intéressant de noter que la fréquence imaginaire de ce TS 
correspond principalement au retournement autour de l'azote N3, plaçant le substituant phényle dans 
une position pseudo-équatoriale. Après ce changement conformationel, aucun intermédiaire stable 
ne peut être localisé et la rétro-Diels-Alder se produit spontanément. Ceci est en accord avec des 
cycloadditions similaires entre sydnones et cyclooctynes.116 Cette étape est très exergonique (-94,7 
kcal/mol), en raison de la formation du produit pyrazole aromatique très stable.  

�W�}�µ�Œ�� ���}�u�‰���Œ���Œ�� �o���� �Œ� �����š�]�À�]�š� �� ���v�š�Œ���� �o���•�� ���Œ�Ç�o�� �]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�� ���š�� �o���•�� ���o�l�Ç�o�� �]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���•�U�� �o�[� �v���Œ�P�]���� ������
stabilisation de résonance (RSE) a été déterminée pour les deux composés modèles au niveau M06-
2X/6-311+G(d,p)/M06-2X/6-31G(d) et cette énergie a été corrélée en fonction de leur énergie 
���[�����š�]�À���š�]�}�v�X �>�[� �v���Œ�P�]�����������•�š�����]�o�]�•���š�]�}�v���‰���Œ���Œ� �•�}�v���v�������š�Œ�����µ�]�š���o���������Œ�����š���Œ�������Œ�}�u���š�]�‹�µ�������[�µ�v�����u�}�o� ���µ�o���U��
en effet dans notre cas plus la RSE est élevée (i.e plus la molécule est stable) plus la cycloaddition (qui 
entraine une désaromatisation du système) sera lente. Ces données ont été implémentées à celles 
��� �i�����}���š���v�µ���•���‰���Œ���o�����P�Œ�}�µ�‰�������������Z���u�‰���P�v�����‰�}�µ�Œ�����[���µ�š�Œ���•�����]�‰�€�o���•���u� �•�}�]oniques (structure de tous les 
�u� �•�}�]�}�v�]�‹�µ���•�� �����v�•�� �o�[���Œ�š�]���o���� ���� Houk et son équipe).110 Le graphe de la Figure 62 montre que plus 
�o�[� �v���Œ�P�]�����������•�š�����]�o�]�•���š�]�}�v���������Œ� �•�}�v���v���������•�š���(���]���o�����‰�o�µ�•���o�[���v�š�Z���o�‰�]�������[�����š�]�À���š�]�}�v�����•�š���(���]���o�������š�����}�v�����‰�o�µ�•���o����
dipôle est réactif�X�� ���� �š�]�š�Œ���� ���[���Æ���u�‰�o���� �o�[�]�u�]�v�}�•�Ç���v�}�v���� ���uide III-6 est ���[���À���v�š���P����sur la droite de la 
régression que III-2a et III-5a, expérimentalement ce dipôle cycloadditionne 150 000 fois moins 
rapidement que III-2a par exemple�X�� �����•�� �]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•�� �š�Œ�����µ�]�•���v�š�� ���v�� ���[���µ�š�Œ���•�� �š���Œ�u���•�� �‹�µ���� �‰�o�µ�•�� �o����
groupement en position N6 ���•�š��� �o�����š�Œ�}���}�v�v���µ�Œ�U���‰�o�µ�•���o�[� �v���Œ�P�]�����������Z�^�����•���Œ�����(���]���o�������š���‰���Œ�����}�v�•� �‹�µ���v�š���o����
���]�‰�€�o���� �•���Œ���� �‰�o�µ�•�� �Œ� �����š�]�(�� ���š�� �•���� ���}�v�•�š���v�š���� ������ ���Ç���o�}�������]�š�]�}�v�� �•���Œ���� �‰�o�µ�•�� � �o���À� ���X�� ���v�� ���}�u�‰���Œ���v�š�� �o�[� �v���Œ�P�]����
���[�����š�]�À���š�]�}�v��������III-2a et III-5a (20,0 kcal/mol vs 20,5 kcal/mol) il est possible de déterminer que III-2a 
cycloadditionne théoriquement 2,3 fois plus vite que III-5a. La valeur expérimentale est quant à elle 
de 4,5.  

 

Figure 62. Corrélation ���v�š�Œ�����o�[� nergie d'activation de la cycloaddition (kcal/mol, avec acétylène) et l'énergie de stabilisation 
de résonance (kcal/mol, calculée à l'aide de l'équation eq. SI-2) pour différents dipôles (Cf partie expérimentale). Chaque 

point noir représente un mésoionique (Cf partie expérimentale110)  

 
116 E. Yen-Pon, F. Buttard, L. Frédéric, P. Thuéry, F. Taran, G. Pieters, P. A. Champagne, and D. Audisio, JACS Au, 1/6 (2021), 807�t18. 
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