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Plusieurs facteurs tel que le vieillissement de la population, l’augmentation du nombre de 

cancers et une utilisation étendue de la médecine nucléaire en cardiologie, neurologie ou 

oncologie conduisent à une expansion du marché des radiopharmaceutiques. La création de 

nouveaux radiopharmaceutiques permet un développement accéléré de la médecine nucléaire. 

Un diagnostic rapide et efficace participe au bien-être de la population offrant une intervention 

thérapeutique rapide et adaptée évitant ainsi la morbidité et les dépenses médicales dramatiques 

qui menacent la viabilité des systèmes de santé. Avec l’augmentation du nombre de cancers, un 

diagnostic précoce apparait comme la solution préconisée et chaque cas étant particulier, la 

médecine personnalisée est donc d’actualité. Dans ce contexte, la tendance est donc d’utiliser 

certaines biomolécules permettant de cibler des pathologies précises et de les conjuguer à une 

sonde spécifique à la technique d’imagerie visée. 

Au cours de ces deux dernières décennies, deux techniques d’imagerie médicale, l’imagerie 

par Tomographie par Emission de Positons (TEP) et l’imagerie par fluorescence proche infra-

rouge (FPIR) ont émergé et commencent à avoir un impact significatif sur la prise en charge 

clinique en général et du cancer en particulier. La TEP s’est largement développée grâce à 

l’implantation de cyclotrons biomédicaux pour produire du 2-désoxy-2-[18F]fluoro-D-glucose 

([18F]FDG), radiotraceur utilisé en routine pour le diagnostic de cancers. Aujourd’hui, 

l’imagerie TEP assistée par la diversification des produits radiopharmaceutiques 

commercialisés, est devenue un outil de référence grâce à sa sensibilité et spécificité en 

oncologie et en neurologie[1,2]. L’imagerie FPIR est une technique très prometteuse pour la 

résection guidée par imagerie de tissus tumoraux, car elle offre la haute résolution de la 

délimitation des marges tumorales en temps réel.[1,3] Plusieurs essais cliniques sont aujourd’hui 

en cours pour évaluer le ciblage moléculaire en imagerie de fluorescence pour la chirurgie-

guidée utilisant, dans la plupart des cas, des anti-corps marqués avec un fluorophore dérivé de 

cyanine (IRDye800).  

Dans ces essais cliniques, l’addition pré-opératoire d’un composé de diagnostic pour les 

imageries TEP/FPIR combinées utilisant un agent d’imagerie bimodale portant une sonde 

fluorescente et un radioisotope serait d’un grand bénéfice pour la santé du patient. Seulement, 



Introduction générale et objectifs des travaux de thèse 

4 
 

quelques essais cliniques combinant l’imagerie duale TEP/FPIR et la chirurgie sont réalisés 

aujourd’hui, en dépit des avantages qu’une telle combinaison représente pour le patient. 

Dans cette association de techniques d’imagerie TEP/FPIR, la combinaison 

radiométaux/fluorophore est la plus décrite dans la littérature. Les radiométaux présentent 

l’avantage d’un radiomarquage par complexation facile à mettre en œuvre, ne nécessitant pas 

de liaison covalente. Néanmoins, les édifices moléculaires construits avec les chélatants des 

radiométaux peuvent donner lieu à des transchélation et transmétallation in vivo. Une 

alternative prometteuse, très peu explorée à ce jour est la combinaison fluor-18/fluorophore. Le 

fluor-18, couramment utilisé en TEP, a l’avantage de former des liaisons covalentes conduisant 

à des outils de diagnostic plus stables.  

Les peptides sont considérés comme une classe prometteuse de médicaments et de candidats 

radiopharmaceutiques. Ils sont connus pour leur haute sélectivité envers leur cible. Ils 

démontrent une distribution rapide, une bonne clairance et une faible immunogénécité 

(contrairement aux anti-corps) ainsi qu’une faible toxicité (contrairement aux nanoparticules 

métalliques). Par ailleurs, leur facilité de synthèse et leur tolérance chimique permet de réaliser 

des modifications chimiques, couplage avec une petite molécule par exemple, en accord avec 

leurs propriétés biologiques. La présence d’un fluorophore ou d’autres sondes chimiques 

modifie peu leurs propriétés pharmacologiques. A l’inverse, les modifications chimiques de 

petites molécules ainsi que de petits peptides (tri-, tétra-, pentapeptides) peuvent induire une 

modification des propriétés biologiques qu’il convient donc de réévaluer après l’étape de 

fonctionnalisation. 

L’objectif de ces travaux de thèse est de réaliser la synthèse d’outils moléculaires 

radiomarqués au fluor-18 pour l’imagerie TEP dans un premier temps et pour l’imagerie 

bimodale TEP/FPIR dans un second temps (Figure 1). L’utilisation de dérivés de sucres en tant 

que plate-forme fonctionnalisable à façon et connus pour augmenter la biodistribution, semble 

tout à fait pertinente dans ce contexte. Plus précisément, l’utilisation de dérivés de type C-

glycoside est particulièrement étudiée compte tenu de leur stabilité supérieure à celle des O-

glycosides. 
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Ce manuscrit est articulé en trois chapitres : le premier chapitre présente l’état de l’art sur 

les différentes techniques d’imagerie moléculaire, notamment la TEP et FPIR, l’imagerie 

bimodale TEP/FPIR et le marquage des biomolécules, en particulier les peptides. Centré sur 

une application en imagerie TEP, le deuxième chapitre décrit la synthèse, la radiosynthèse, les 

évaluations biologiques in vitro et in vivo ainsi que les études de dynamique moléculaire des 

groupes prosthétiques de type C-glycosides et glycopeptides correspondants. Après ce 

développement de groupements prosthétiques et radiotraceurs au fluor-18, nous nous sommes 

intéressés à l’élaboration des sondes duales utilisant à nouveau des unités de type C-glycoside. 

Ces sondes duales portent donc un fluor-18 et un fluorophore adapté à la FPIR. La conjugaison 

de cette sonde avec une biomolécule, conduit un agent d’imagerie bimodal leur synthèse est 

présentée dans le troisième chapitre. 

 

 

 

Figure 1 : Schéma des outils moléculaires pour l’imagerie TEP et l’imagerie bimodale 
TEP/FPIR 
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I- Imagerie moléculaire 

 Généralités  

A l’heure actuelle, la caractérisation in vivo de processus biologiques est réalisée 

notamment grâce à l’imagerie moléculaire. Ce domaine scientifique permet de réaliser de 

manière non-invasive et en temps réel la visualisation d’un processus physiologique ou 

pathologique d’un organisme vivant à l’échelle cellulaire ou moléculaire. L’imagerie 

moléculaire joue un rôle important dans le diagnostic de maladies ainsi que dans le 

développement et la découverte de nouveaux médicaments. Ce type d’imagerie requiert d’une 

part, des instruments de mesure ayant des hautes résolution et sensibilité et d’autre part, des 

agents d’imagerie propres à chaque technique d’imagerie. L’imagerie moléculaire comprend 

cinq principales techniques d’imagerie qui sont : l’imagerie numérisée par tomographie des 

rayons-X (ex : tomodensitométrie TDM), l’imagerie optique (ex : de fluorescence), l’imagerie 

par radionucléide (incluant l’imagerie par Tomographie par Emission de Positon (TEP) et 

l’imagerie par Tomographie par Emission Mono-Photonique (TEMP)), l’imagerie par ultrason 

(US) et l’imagerie par résonance magnétique (IRM).[4,5] Au cours de ces deux dernières 

décennies, les instruments de ces techniques d’imagerie ont connu d’importantes avancées 

technologiques. Grâce au développement de ces instruments, il est possible d’obtenir des 

images à haute résolution ce qui permet d’observer de très petites lésions ainsi que le suivi d’un 

processus biologique. En parallèle à ce développement, la préparation d’agents d’imagerie 

pouvant se lier de manière très spécifique et avec une très bonne affinité est en plein essor. 

Dans le but de comprendre de manière concrète un phénomène biologique à l’aide de 

l’imagerie moléculaire, un ciblage moléculaire est nécessaire. En fonction de la technique 

d’imagerie moléculaire utilisée, le design de l’agent d’imagerie est adapté. Après une mise au 

point de la synthèse de l’agent d’imagerie, des tests en pré-clinique sur petit animal sont réalisés 

permettant d’obtenir des images par l’intermédiaire de traitement informatique. En fonction des 

résultats obtenus les tests pré-cliniques continuent et évoluent vers des tests cliniques.[6] Les 

différentes techniques d’imagerie moléculaire sont expliquées de manière succincte dans le 

paragraphe suivant. 
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 Les techniques d’imagerie moléculaire 

I.2.1) Imagerie par rayons-X  

L’imagerie par rayons-X fonctionne par l’intermédiaire d’un scanner qui mesure 

l’absorption de ces rayons par les tissus du corps humain en fonction de leur densité. Avec cette 

technique d’imagerie, il est possible d’obtenir des images en 2D (par radiographie) et en 3D 

(par TDM). Grâce à la différence de densité des tissus humains, un contraste apparaît et permet 

de visualiser des anomalies in vivo. Ce sont les os qui ont le plus fort contraste au sein de 

l’organisme. Pour améliorer le contraste entre les différentes zones du corps, il existe plusieurs 

agents de contrastes utilisés de manière courante en TDM.[7] Cette technique d’imagerie est 

utilisée pour visualiser des anomalies structurales ou volumiques comme des tumeurs, des 

hémorragies, des infections ou pour suivre un traitement médical.[8] 

 

I.2.2) Imagerie par ultrasons  

L’imagerie par ultrasons connue sous le nom d’échographie consiste à utiliser les ondes 

ultra-sonores pour créer un contraste entre les différents tissus. La diversité des tissus créée une 

réflexion des ondes-sonores différente en fonction de chaque tissu. Pour recevoir la réflexion 

des ondes sonores, il faut un transducteur qui transforme les ondes réfléchies en image. Cette 

technique d’imagerie permet la visualisation d’une grande partie du corps, comme l’abdomen, 

le cou et certains organes (foie, reins, vessie, rate, thyroïde). L’échographie permet aussi 

l’observation de tumeurs ou d’infection. Cependant, l’utilisation de l’imagerie par ultrasons est 

limitée pour les organes qui contiennent de l’air, qui est un mauvais conducteur d’ondes 

sonores.[7,8] Pour améliorer le contraste entre les parties saines et les parties infectées, il existe 

des micro-bulles, d’environ 3 µm de diamètre, injectées par perfusion dans le sang. L’utilisation 

de ces micro-bulles reste cependant peu courante.[9,10] Récemment des micro-bulles chargées 

avec des molécules ont été développées permettant un ciblage plus spécifique.[11–13] 

 

I.2.3) Imagerie optique  

L’imagerie optique inclut une variété de techniques qui ont en commun l’utilisation de 

sources lumineuses et d’outils capables de capturer la distribution des photons résultants de ces 

sources. Ces techniques sont classées selon leurs types de sources et de détecteurs et du 

mécanisme de contraste employés. Les techniques d’imagerie optique couramment utilisées 
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sont la bioluminescence, la fluorescence et la fluorescence dans le proche Infra-Rouge. Ces 

différentes techniques utilisent la lumière à différentes longueurs d’onde pour permettre 

l’identification ou le suivi de pathologie.[8] L’imagerie optique permet aussi de faire de 

l’histopathologie et de la chirurgie guidée.  

 

I.2.4) Imagerie par Résonance Magnétique 

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est une technique d’imagerie reposant sur la 

résonance magnétique nucléaire. Par l’intermédiaire d’un aimant supraconducteur, un champ 

magnétique fort et stable est produit autour du patient en observation. C’est grâce à ce champ 

magnétique que les protons contenus dans l’eau des tissus sont magnétisés. Ce champ aligne 

les spins parallèles et anti-parallèles. Un autre champ magnétique, plus faible, intervient pour 

décaler légèrement l’alignement des spins dans le but de faire apparaître un contraste entre ces 

différents spins. Les spins vont ensuite revenir à leur état fondamental en se relaxant. Cette 

relaxation produit un signal électromagnétique mesurable par les détecteurs permettant de 

construire des images. Les images obtenues par IRM peuvent être en deux ou trois dimensions. 

Des agents dits de contrastes existent dans le but de faire varier le temps de relaxation des 

molécules d’eau. Les plus fréquemment utilisés sont des complexes au gadolinium, le 

Gadovist®, le Gd-DTPA et le Gd-BOPTA (Figure 2). 

 

Figure 2 : Structures des complexes au gadolinium 

Il existe aussi des nanoparticules d’oxyde de fer, les SPION (SuperParamagnetic Iron Oxide 

Nanoparticles) et les USPION (Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxide Nanoparticles) qui 

sont des agents dits "négatifs", leur utilisation est moins courante que les complexes au 

gadolinium. L’IRM est utilisée pour visualiser des processus biologiques dans le cas, par 

exemple, de métabolisme tumoral, d’angiogénèse tumorale, etc.[7,8] 
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I.2.5) Imagerie par radionucléide 

L’imagerie par radionucléide consiste à utiliser un atome radioactif qui est lié de 

manière covalente ou non-covalente à une molécule spécifique ayant une cible biologique 

d’intérêt médical. Il existe plusieurs types de rayonnement radioactifs : alpha (α), bêta (β) et 

gamma (γ). Lors de la désintégration de ces radioéléments des rayonnements sont émis, ceux-

ci sont captés par des détecteurs de radioactivité permettant d’obtenir par traitement des 

données des images montrant des processus biologiques. Les techniques d’imagerie par 

radionucléide les plus couramment utilisées sont l’imagerie par Tomographie par Emission 

Mono-Photonique (TEMP) et l’imagerie par Tomographie par Emission de Positons (TEP).  

 Imagerie par Tomographie par Emission Mono-Photonique (TEMP) 

L’imagerie TEMP est basée sur la détection de radioéléments émetteurs de photons γ. Les 

radioéléments principalement utilisés sont l’iode-123 et le technétium-99m. Les images 

obtenues par cette technique sont en trois dimensions permettant de suivre la distribution des 

radiotraceurs in vivo. Ce type d’imagerie est principalement utilisé en oncologie, cardiologie et 

neurologie.[7,8] 

 Imagerie par Tomographie par Emission de Positons (TEP) 

L’imagerie TEP est une technique d’imagerie reposant sur des radionucléides émetteurs de 

positons (β+). Avec cette technique, il est possible de suivre la distribution du radiotraceur in 

vivo et aussi de quantifier la radioactivité provenant du radiotraceur.[7,8] L’imagerie TEP est 

principalement utilisée en oncologie mais aussi en cardiologie et en neurologie.[14] Cette 

technique d’imagerie au cœur de ce travail de thèse et est décrite plus en détail ci-dessous. 
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II- Imagerie de Tomographie par Emission de Positon 
(TEP) 

L’imagerie TEP offre la possibilité de suivre la distribution in vivo d’une molécule 

préalablement radiomarquée par un isotope émetteur de positons. Ces isotopes peuvent être 

séparés en deux catégories :  

- Les radiométaux, ce sont des radioisotopes métalliques, par exemple : le cuivre-64 

(64Cu), le gallium-68 (68Ga) et le zirconium (89Zr), liés aux molécules par liaison de 

coordination. 

- Les radioisotopes covalents, par exemple : le carbone (11C) et le fluor-18 (18F), liés par 

une liaison covalente. 

L’imagerie TEP donne des informations sur le fonctionnement d’un organe et non sur son 

anatomie, elle est dite imagerie fonctionnelle (comme d’autres types d’imagerie vu 

précédemment). Pour combler les informations que l’imagerie TEP seule ne peut fournir, elle 

est souvent couplée à une autre technique d’imagerie, la TDM. Le couplage de ces deux modes 

d’imagerie permet donc d’étudier des processus biologiques de manière plus précise qu’avec 

une imagerie monomodale. Les données fournies par l’imagerie TEP ont une précision qui est 

dépendante du radioisotope utilisé mais aussi de la performance du tomographe, des détecteurs 

de photons et de la puissance des techniques de reconstruction de l’image.[14,15] Les quantités 

de radiotraceur injectées sont très faibles, de l’ordre de quelques nanomoles, chez l’humain. 

Classiquement les doses injectées chez un patient sont de 370 MégaBecquerel (MBq), voire 

moins en fonction du phénomène à observer.[14,16]  

 

 Principe de fonctionnement de l’imagerie TEP 

Les radioisotopes utilisés en TEP émettent un positon β+ parcourant une distance qui dépend 

de l’énergie cinétique qu’il a initialement. Ce parcours est appelé le libre parcours moyen 

faisant quelques millimètres au grand maximum. Plus ce parcours est court plus la résolution 

des images sera grande. Le positon ayant terminé son parcours et perdu son énergie (Emax), entre 

en collision avec un électron générant deux photons émis en coïncidence ayant chacun une 

énergie de 511 keV, c’est l’annihilation (Figure 3).[17,18] 
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Figure 3 : Schéma du principe de fonctionnement de l’imagerie TEP 

Ces photons émis en coïncidence sont détectés par une couronne de détection composée de 

plusieurs anneaux contenant chacun des blocs de détections constitués de plusieurs cristaux 

scintillants et de photomultiplicateurs. Les deux photons sont validés par le système de 

détection sous deux conditions : la première est qu’ils doivent avoir une énergie la plus proche 

de 511 keV, la seconde est qu’ils doivent être détectés dans un intervalle de temps très court, 

cet intervalle est appelé la fenêtre de coïncidence. Cette fenêtre de coïncidence a une durée 

comprise entre 10 et 20 nanosecondes, ce qui est très court et permet de différencier les autres 

photons émis par les autres annihilations présentes. Dans la fenêtre de coïncidence, les deux 

photons doivent parvenir en même temps aux deux détecteurs placés face à face pour que le 

système déduise qu’il s’agisse de deux photons issus de la même annihilation. Il est ainsi 

possible de remonter à l’origine d’annihiliation et donc de visualiser le radiotraceur. 

Les données obtenues par image après traitement montrent la distribution statistique de tous 

les points d’annihilation qui ont été observés. Chaque isotope émet des positons avec une 

énergie initiale propre à l’isotope utilisé, ce qui implique que la distance du libre parcours 

moyen du positon est différente pour chaque isotope. La relation liant l’énergie du positon et sa 

distance de libre parcours moyen est la suivante : plus l’énergie sera faible, plus la distance sera 

courte. Cette relation implique donc que la résolution de l’image sera meilleure pour des 

isotopes émettant des positons de faibles énergies, comme c’est le cas avec le fluor-18 (Tableau 

1). La résolution de l’image est aussi impactée par la non-colinéarité des deux photons émis qui 

est d’environ 0.2° provenant d’un reste d’énergie cinétique d’un positon après son annihilation. 
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Cela explique donc que la résolution des caméras utilisées pour l’imagerie TEP soit de l’ordre 

de quelques millimètres.[14,17,18] 

 

 Les différents radioisotopes utilisés en imagerie TEP  

Les principaux isotopes émetteurs de positons utilisés en imagerie TEP sont le fluor-18 

(18F), le carbone-11 (11C), le gallium-68 (68Ga), le cuivre-64 (64Cu) et le zirconium-89 (89Zr). 

Dans cette partie seront décrites les propriétés des radiosotopes ainsi que leur production. 

II.2.1) Caractéristiques des différents isotopes  

Les différentes caractéristiques des radioisotopes cités précédemment sont résumées dans 

le Tableau 1.[19]  

Tableau 1 : Caractéristiques physiques des isotopes émetteurs de positons 

Radioélément Demi-vie 
Emax 

(keV) 

Activité molaire 
théorique 

(GBq.µmol-1) 

Libre parcours 
maximal dans 

l’eau (mm) 

Mode de 
décroissance 

(%) 
11C 20.4 min 981 3.41.105 4.1 β+ (99.8) 

18F 109.8 min 635 6.33.104 2.4 
β+ (96.9) 
CE (3.1) 

64Cu 12.7 h 653 9.13.103 1.4 
β+ (17.6)  
β- (38.5)  

CE (43.9) 

68Ga 1.13 h 1899 1.02.105 8.2 
β+ (89)  
CE (11) 

89Zr 3.2 j 901 / 3.8 
β+ (22.4) 
CE (76.6) 

*CE = capture électronique 

 

Comme décrit dans le Tableau 1, les radioisotopes ont des caractéristiques qui leurs sont 

propres. Ces caractéristiques se définissent de la manière suivante : 

- La demi-vie : c’est la période au bout de laquelle l’activité de l’isotope est divisée par 

deux. Cette donnée est obtenue grâce à la constante de désintégration λ, chaque isotope 

a une constante λ qui lui est propre. 

𝑡 / =
ln(2)

λ
 

- L’énergie maximale : c’est l’énergie permettant au radioisotope de se déplacer avant 

son annihilation. Cette énergie a un impact sur la résolution spatiale et sur le libre 

parcours moyen du radioisotope. 
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- L’activité molaire théorique : cette activité se réfère à la quantité de radioactivité par 

unité molaire. Cette activité est calculée en fonction de la demi-vie des radionucléides : 

𝐴𝑀(𝐵𝑞/𝑚𝑜𝑙) =
ln(2) ∗ 𝑁

𝑡 /
 

NA représente la constante d’Avogadro pour obtenir une activité molaire théorique en 

Bq.mol-1 et le temps de demi-vie est exprimé en secondes. Le maximum de l’activité 

molaire théorique est atteint lorsque que le radionucléide est pur.   

- Le libre parcours moyen : c’est la distance parcourue par le radioélément avant d’être 

annihilé. Cette distance est fonction de l’énergie cinétique initiale (Emax) du 

radionucléide, plus elle est grande plus la distance parcourue sera grande. 

 

- Le mode de désintégration : cette caractéristique décrit le devenir d’un radionucléide 

lors d’une réaction d’annihilation. 

X =  𝑌 + 𝛽 + 𝜈 

Cette équation ci-dessus montre que le radionucléide se désintègre en émettant un 

positon β+ et un neutrino ν. Le noyau Y obtenu lors de la désintégration est appelé noyau 

fils, il est stable pour certains radionucléides comme le carbone-11, le fluor-18, le 

gallium-68 ou encore le zirconium-89. 

 

II.2.2) Production des radioisotopes 

Tous les radiosotopes énoncés dans le Tableau 1 sont produits par un cyclotron, excepté le 

gallium-68 généralement produit par un générateur.  

 
Figure 4 : Cyclotron  
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Le cyclotron (Figure 4) permet d’accélérer des particules chargées à l’aide d’un champ 

magnétique et d’un champ électrique. La trajectoire suivie par ces particules est une spirale, qui 

part du centre du cyclotron pour aller à son extrémité, avec une vitesse croissante. Les particules 

sont accélérées à des énergies allant de quelques MeV à 70 MeV, pour former au final un 

faisceau de particules. Ces particules peuvent être des protons, des deutons ou des noyaux 

d’hélium. Dans le cas général, une cible est bombardée par ce faisceau de particules qui génère 

le radioélément désiré et une particule issue de la transmutation nucléaire. Le fluor-18 est 

obtenu par bombardement de protons sur des noyaux d’oxygène-18 (Equation 1) sur une cible 

d’eau enrichie en oxygène-18.  

H2 𝑂 + 𝑝  →  𝐹 + 𝑛 

Equation 1 : Réaction nucléaire permettant la production de fluor-18 

 

II.2.3) Les radionucléides donnant lieu à des liaisons covalentes 

Les principaux radionucléides dits "covalents" utilisés en imagerie TEP sont le carbone-11, 

l’azote-13, l’oxygène-15 et le fluor-18. L’azote-13 et l’oxygène-15 ayant respectivement des 

demi-vies de 9.96 minutes et 2.07 minutes sont peu utilisés. Le carbone-11 et le fluor-18 ont 

des demi-vies plus longues, respectivement 20.4 minutes et 109.8 minutes, leur utilisation est 

donc plus courante. Pour synthétiser une molécule radiomarquée (radiotraceur), le 

radionucléide est introduit sur une molécule appelée précurseur de marquage, fonctionnalisée 

de façon à permettre une bonne incorporation du radionucléide. L’introduction du radioisotope 

doit être idéalement réalisée en dernière étape, compte-tenu de la demie-vie courte des isotopes. 

Cependant ce n’est pas toujours possible car il y a souvent une étape de déprotection par 

exemple à réaliser. Pour s’assurer de l’obtention du produit radiomarqué, il est nécessaire 

d’avoir préalablement synthétisé une référence non-radioactive, molécule identique à la 

molécule radiomarquée mais comportant l’isotope stable. La durée d’une radiosynthèse doit 

être courte à cause de la décroissance des radioisotopes. La radiosynthèse doit être réalisée afin 

d’obtenir le meilleur rendement radiochimique (rendement basé sur la quantité d’activité 

introduite et non sur la quantité chimique). Ce rendement se calcule corrigé de la décroissance, 

c’est à dire, tenant compte de la décroissance du radioisotope utilisé.  

Le carbone est un atome présent dans chaque molécule organique, le radiomarquage au 

carbone-11 ne dénature donc pas la molécule radiomarquée. Le carbone-11 est généralement 

incorporé par N, O et S méthylation comme par exemple pour la [11C]méthionine (Figure 5) 
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utilisée pour imager des tumeurs cérébrales et thyroïdiennes.[20] Le carbone-11 a néanmoins 

une demi-vie assez courte, 20.4 minutes, ce qui peut restreindre son utilisation.[14,16]   

 

Figure 5 : [11C]méthionine 

Le fluor-18 est le radioisotope le plus utilisé en imagerie TEP. En effet, le fluor-18 a une 

demi-vie intéressante (109.8 minutes), une énergie maximale de 635 keV donnant une très 

bonne résolution spatiale[14,16] et est produit par de nombreux cyclotrons. Cependant, le fluor 

est un élément assez peu présent dans les molécules d’intérêt biologique. Le fluor étant 

bioisostère de l’atome d’hydrogène et du groupement hydroxyle, il est généralement introduit 

en remplacement de ceux-ci. La présence d’un atome de fluor peut même améliorer les 

propriétés pharmacocinétiques d’une molécule.[21] Cet isotope est utilisé par exemple dans la 

radiosynthèse du 2-désoxy-2-[18F]fluoro-D-glucose ([18F]FDG) Figure 6) servant à visualiser 

des cellules cancéreuses.[22] Le précurseur de marquage portant un triflate en position 2 permet 

l’incorporation du 18F par substitution nucléophile et après déprotections des hydroxyles, le 

[18F]FDG est obtenu.  

 

Figure6 : Radiosynthèse du [18F]FDG  

 

II.2.4) Les radionucléides coordinants  

Les radiométaux sont des radionucléides dits "coordinants", les plus utilisés sont le gallium-

68, le cuivre-64 et le zirconium-89. Les radiométaux étant incorporés de manière non covalente, 

les radiosynthèses sont ainsi très aisées à mettre en œuvre. Ces radioisotopes sont généralement 

utilisés pour le radiomarquage de biomolécules (protéines, peptides, anticorps…). En effet, les 

biomolécules sont résistantes aux conditions de marquage douces des radiométaux. Afin de 

complexer les radiométaux, il faut fonctionnaliser la biomolécule avec un groupement 

chélateur. Plusieurs chélatants sont couramment utilisés : DOTA, NODAGA, NOTA… L’ajout 

d’un groupement chélateur sur la biomolécule peut modifier les propriétés pharmacocinétiques 

de celle-ci. De plus, le relarguage partiel du radiométal dans le corps est parfois observé si la 
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complexation n’est pas optimale.[23] Un des exemples le plus utilisé est l’octréotide (peptide) 

portant un chélatant de type DOTA radiomarqué au gallium-68 ([68Ga]DOTA-TOC) (Figure 

7) ayant pour application l’imagerie des tumeurs endocrines digestives.[24–26] 
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Figure 7 : [68Ga]DOTA-TOC 

 

 Radiotraceurs pour l’imagerie TEP 

De nombreux radiotraceurs sont utilisés en imagerie TEP, ceux comportant un fluor-18 sont 

les plus utilisés et seront traités dans cette partie. Dans le cadre d’applications pré-cliniques, 

plusieurs centaines de radiotraceurs sont actuellement en développement. Concernant les 

applications cliniques, beaucoup sont utilisés en tant que médicaments expérimentaux mais 

seulement très peu ont une autorisation de mise sur le marché (AMM) leur permettant d’être 

commercialisés. Les cinq radiotraceurs ayant une AMM à ce jour sont : le 2-désoxy-2-

[18F]fluoro-D-glucose ([18F]FDG), la [18F]fluoro-dopamine ([18F]F-DOPA), le [18F]fluorure de 

sodium ([18F]FNa), la [18F]fluoro-choline ([18F]F-Choline) et le [18F]Florbetapir (AMYVID®) 

présentés Figure 8. Le plus connu est le [18F]FDG.[15,16,27] Ce radiotraceur permet le diagnostic 

de cancer car les cellules cancéreuses consomment énormément de glucose. Ce radiotraceur 

(Figure 6, page X) est issu des travaux de Warburg[28] concernant un désoxyglucose marqué au 

carbone-14 pour suivre la molécule. Ils ont montré l’importance du groupement hydroxyle en 

position 2 sur le glucose. L’absence de ce groupement a montré que cette molécule n’était plus 

reconnue en tant que glucose par les enzymes consommatrices de glucose, évitant donc sa 

métabolisation. Les travaux de Sokoloff[29] ont montré que le [18F]FDG pénétrait les cellules 

cancéreuses comme du glucose grâce aux transporteurs de glucose GLUT1 et GLUT3. La 

reconnaissance du [18F]FDG comme sucre et l’absence de sa métabolisation permet ainsi de 
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diagnostiquer les tumeurs. Le [18F]FDG a très vite montré un fort potentiel pour le diagnostic 

de cancers, c’est pourquoi il est le radiotraceur le plus utilisé en imagerie TEP, il a obtenu son 

AMM en 1998. Le [18F]FDG n’est cependant pas sélectif du fait de sa forte ressemblance au 

glucose, étant distribué comme celui-ci. La 6-[18F]fluoro-L-DOPA, appelée [18F]F-DOPA, est 

un radiotraceur également très utilisé en imagerie TEP car sa structure est celle d’un précurseur 

de la dopamine. La [18F]FDOPA est utilisée pour le diagnostic de la maladie d’Alzheimer et de 

différents cancers.[30] Le [18F]FNa est utilisé pour la scintigraphie osseuse. Ce radiotraceur 

permet de faire l’imagerie du squelette.[31] La [18F]F-Choline est utilisée dans l’imagerie des 

tumeurs hépatiques et du cancer de la prostate. Elle permet le suivi du cancer de la prostate sous 

ses différentes formes.[31] Le Florbetapir est le radiotraceur ayant la masse moléculaire la plus 

importante parmi les radiotraceurs possédant une AMM. Il est commercialisé sous le nom 

d’AMYVID® et est utilisé pour le diagnostic de la maladie d’Alzheimer.[32] 

 

Figure 8 : Radiotraceurs possédant une AMM pour des applications en imagerie TEP 

Les cinq radiotraceurs décrits précédemment sont de "petites molécules". La radiosynthèse 

de petites molécules de ce type comporte généralement la radiofluoration puis une étape de 

déprotection suivie d’une purification. A ce jour, les macromolécules (peptides, protéines, 

oligonucléotides, anticorps …) sont aussi très intéressantes, le développement de stratégie pour 

les radiomarquer est un enjeu majeur actuel.  
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 Méthodes de [18F]fluoration 

Il existe deux méthodes de fluoration : la fluoration électrophile et la fluoration nucléophile 

qui est la plus courante. 

II.4.1) [18F]Fluoration électrophile 

Le marquage par voie électrophile se fait par introduction du fluor sous la forme [18F]F2. La 

production de fluor moléculaire [18F]F2 se fait de deux manières différentes. La méthode la plus 

courante consiste à irradier une cible de néon-20 par des deutons puis ensuite du 19F2 gazeux 

est ajouté pour former le [18F]F2 moléculaire (Equation 2).[16] Les activités molaires obtenues 

avec cette méthode sont inférieures ou égales à 0.40 GBq/µmol.  

𝑁𝑒(𝑑, 𝛼) 𝐹 

18F19F 19F18FF2  

Equation 2 : Formation du fluor-18 moléculaire  

Cette méthode engendre une faible activité molaire due à la présence de fluor-19. Une autre 

méthode existe donnant une activité molaire plus élevée malgré la présence de fluor-19. Cette 

méthode se déroule en plusieurs étapes : la première étape est une substitution nucléophile de 

CH3I par des ions fluorures [18F]F- pour former du [18F]FCH3, la seconde étape consiste à 

transmettre une charge électrique (~ 35 keV) sur le [18F]FCH3 en présence de 19F2 pour former 

[18F]F2
 par échange isotopique entre le 18F et 19F. Cette méthode permet d’obtenir une activité 

molaire allant jusqu’à 55 GBq/µmol.[33,34] 

Le [18F]F2 peut être introduit par addition, substitution électrophile aromatique et échange 

halogène-métal. Les réactions par échange halogène-métal sont régiosélectives contrairement 

aux additions et aux substitutions électrophiles aromatiques.[35] Pour remédier à ce problème de 

régiosélectivité, d’autres composés ont vu le jour en tant qu’agent de fluoration électrophile, ils 

peuvent être inorganiques comme [18F]XeF2,[16] des sels de [18F]fluoropyridinium,[36] 

[18F]AcOF,[37] [18F]FClO3
[38] et d’autres illustrés sur la Figure 9.[16,33,35–38] 
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Figure 9 : Différents agents de 18F-fluoration électrophile 

L’exemple le plus connu de fluoration électrophile régiosélective par échange halogène-

métal est celui de la [18F]FDOPA qui est un traceur très utilisé[38] (Figure 10). Le [18F]F2 est 

introduit sur le précurseur de marquage stannylé suit à un échange halogène-métal en 45 

minutes avec un rendement de 26%. La molécule est ensuite déprotégée par action de HBr à 

130°C pendant 5 minutes. La [18F]FDOPA est obtenue avec un rendement corrigé de la 

décroissance de 12.1 ± 3.7%. Cet exemple illustre l’utilisation d’un précurseur de marquage 

pour introduire le 18F sur une molécule. 

 

Figure 10 : Synthèse de la [18F]FDOPA 

Ce type de marquage reste peu fréquent du fait des inconvénients comme la faible activité 

molaire et le manque de régiosélectivité (excepté via la réaction par échange-halogéne-métal). 

La fluoration électrophile n’est pas la seule méthode d’incorporation du fluor-18, il existe aussi 

la fluoration nucléophile qui à ce jour est une meilleure technique de radiofluoration. 

 

II.4.2) [18F]Fluoration nucléophile 

La fluoration nucléophile est réalisée avec des anions fluorures [18F]F- produits par un 

cyclotron par bombardement de protons sur des noyaux d’oxygène-18 de l’eau enrichie H2[18O] 

(Equation 2 II.4.1). Les anions fluorures [18F]F- sont obtenus dans une solution aqueuse ce qui 

solvate les ions, entraînant une diminution du caractère nucléophile de ces ions. Pour augmenter 

le caractère nucléophile des ions fluorures et envisager une substitution nucléophile, il faut 

préalablement retirer l’eau du milieu. La technique la plus courante est d’utiliser une cartouche 

contenant une résine échangeuse d’anions (cartouche QMA), les fluorures sont piégés par cette 
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résine, puis ils sont ensuite élués par une solution acétonitrile/eau contenant du K2CO3, 

permettant de libérer les fluorures-18 par échange d’anion avec les carbonates. Un cryptand tel 

que le Kryptofix-222 (K222) est ajouté à la solution (Figure 11).[39] La solution éluée est ensuite 

évaporée pour former le complexe K[18F]F-K222 et permettre l’incorporation du 18F- sur la 

molécule via une substitution nucléophile. 

 

Figure 11 : Structure du cryptand Kryptofix K222 

Le K222 est le complexant le plus utilisé pour les radiomarquages en fluoration nucléophile. 

Il permet d’exalter la nucléophilie du fluorure lors de la SN. Les 18F-radiofluorations se font 

dans des solvants comme le DMF, le DMSO ou encore l’acétonitrile car ils sont aprotiques et 

peu polaires ce qui est nécessaire au bon déroulement du marquage. La fluoration nucléophile 

peut être réalisée par substitution nucléophile en série aliphatique et par substitution nucléophile 

en série aromatique et hétéroaromatique. 

 

II.4.2.1) Substitution nucléophile en série aliphatique 

La substitution nucléophile aliphatique est une réaction de type SN2. Le précurseur de 

marquage, c’est-à-dire la molécule qui va être radiomarquée, doit porter un bon groupe partant 

(GP) pour permettre la SN.  

Par exemple, le [18F]LBT-999, le (E)-N-(4-fluorobut-2-ényl)-2β-carbométhoxy-3β-

(4’totyl)nortropane, actuellement en phase 3 pour une utilisation en clinique, a comme 

précurseur de marquage un dérivé chloré, le Cl-LBT-999. Ce radiotraceur tient son origine du 

PE2I,[40–42] (N-(3-iodopro-2E-ényl)-2β-carbométhoxy-3β-(4’-méthylphényl) nortropane) qui 

est un dérivé de la cocaïne non fluoré. Le [18F]LBT-999 est utilisé pour imager le transporteur 

membranaire de la dopamine (DAT). Le DAT est impliqué dans la régulation de la dopamine, 

neurotransmetteur impliqué dans de nombreux troubles cérébraux et phénomènes 

physiologiques.[43]  

Le [18F]LBT-999 est synthétisé en mettant en solution le Cl-LBT-999 dans le DMSO en 

présence du complexe K[18F]F-K222 en chauffant à 165°C pendant 10 min (Figure 12). Le 

[18F]LBT-999 est obtenu en une étape après purification avec une pureté chimique et 
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radiochimique supérieure à 95% et un rendement isolé non-corrigé de la décroissance de 

37%.[41,44,45]  

 

Figure 12 : radiosynthèse du [18F]LBT-999 

 

II.4.2.2) Substitution nucléophile en série aromatique et hétéroatomatique 

Les marquages par substitution nucléophile aromatique se font avec des anions fluorures 

[18F]F- comme en série aliphatique. Le noyau aromatique doit être fonctionnalisé par un bon 

groupe partant et par un groupement électro-attracteur (EA) pour que les ions fluorures puissent 

réagir de manière régiosélective. Le positionnement du groupement électro-attracteur doit être 

en ortho- ou en para- du groupe partant pour que l’effet induit soit favorable. La présence du 

groupement électro-attracteur permet de stabiliser l’état de transition, appelé complexe de 

Meisenheimer, avant le départ du groupe partant. Le choix du groupe partant influence 

beaucoup les conditions de fluoration, les groupements les plus utilisés sont un groupe nitro, un 

triméthylammonium et les halogénures. Le fluor est peu préconisé pour éviter tout problème de 

dilution isotopique engendrant une chute de l’activité molaire. Les sels de triméthylammonium 

sont décrits comme les plus réactifs et sont ceux qui sont le plus utilisés.[46]  

Il existe plusieurs groupements électro-attracteurs employés dans ce type de réaction : nitro, 

cyano, trifluorométhyle, éthers et carbonyles.[47–49] Ces groupements sont utilisés pour la 

synthèse de nombreuses sondes radioactives comme, par exemple, le [18F]SFB (Figure 13).[50] 

Dans ce cas, le groupe partant est un sel de triméthylammonium et le groupe électro-attracteur 

est un ester éthylique. En présence de K[18F]F-K222 dans le DMSO à 120°C pendant 15 minutes, 

l’introduction du fluor-18 par SN est régiosélective avec un rendement de 77±5%. L’ester est 

ensuite saponifié en présence de NaOH (aq) à 90°C pendant 8 minutes avec un rendement 

quantitatif. Le milieu réactionnel est ensuite neutralisé avec HCl (aq). L’acide est ensuite activé 

par une N,N-hydroxylsuccinimide introduite par activation avec le N,N,N’,N’-

tétraméthyluronium tétrafluoroborate (TSTU) en deux minutes à 90°C. Le [18F]SFB est obtenu 

avec un rendement corrigé de la décroissance de 46 ± 5%. 
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Figure 13 : Radiosynthèse du [18F]SFB [37,50] 

Les conditions de marquage en série aromatique nécessitent des températures élevées. Afin 

de mettre en œuvre ce type de marquage en conditions plus douces, de nouvelles méthodes de 

radiofluoration ont été développées avec des précurseurs de type organoboranes et iodoniums 

.[17,51]  

Les composés hétéroaromatiques sont aussi largement utilisés, les motifs pyridiniques étant 

les plus courants.[52–54] Un exemple est illustré Figure 14 avec la radiosynthèse du [18F]FPyMe 

sonde radioactive utilisée en imagerie TEP.[37,55] Le groupe partant est un sel de 

triméthylammonium, le groupe électro-attracteur est un éther portant une amine protégée par 

un Boc pour l’introduction ultérieure d’un groupe maléimide. Le radiomarquage est réalisé dans 

le DMSO en présence de K[18F]F-K222 à 145°C pendant 2 minutes avec un rendement compris 

entre 64 et 76%. Ensuite, l’amine est déprotégée rapidement en présence de TFA. Le maléimide 

est introduit à température ambiante en 10 minutes dans une solution de dioxane saturée en 

NaHCO3. Le [18F]FPyMe est obtenu avec un rendement corrigé de la décroissance compris 

entre 28 et 37%. 

 

Figure 14 : Radiosynthèse du [18F]FPyMe[55] 

Compte tenu des performances du radioisotope 18F pour la TEP, les outils radiomarqués 

au 18F sont à l’heure actuelle l’objet de nombreuses recherches en chimie, radiochimie et 

application médicale. 
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III- Imagerie par Fluorescence Proche Infra-Rouge 
(FPIR) 

 Principe de la FPIR 

L’imagerie par FPIR est une technique d’imagerie nécessitant l’usage d’un fluorophore. Le 

principe de la fluorescence est décrit au travers du diagramme de Jablonski (Figure 15). A partir 

d’un état singulet stationnaire d’une molécule (S0), un photon avec une énergie donnée est 

absorbé. L’énergie de ce photon conduit un électron vers un état excité de la molécule (S1 ou 

S2). En fonction de l’énergie du photon, l’électron est transféré sur un état excité de plus ou 

moins haute énergie, S1 ou S2. Deux phénomènes peuvent se produire : la conversion interne et 

le croisement inter-système.  

La conversion interne correspond à une relaxation rapide, de l’ordre de la picoseconde à la 

milli-seconde, du niveau le plus élevé de l’état excité vers le niveau le plus bas de l’état excité 

de même multiplicité, i.e. singulet ou triplet. 

Le croisement inter-système est une relaxation plus lente que la conversion interne, de 

l’ordre de la micro-seconde à quelques heures, vers un état d’une autre multiplicité différente, 

i.e. singulet vers triplet par exemple. 

Le retour de l’électron de l’état excité S1 ou S2 vers l’état fondamental S0 émet un photon, 

ce phénomène est appelé la fluorescence. Le retour de l’électron de l’état triplet T1 vers l’état 

fondamental S0 est appelé la phosphorescence.[56] 
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Figure 15 : Diagramme de Jablonski 

Pour observer la fluorescence, de manière classique, il est nécessaire d’avoir les outils 

adéquats : le fluoromètre (Figure 16).[56] Une source lumineuse émet de la lumière au travers 

d’un monochromateur d’excitation et d’un polariseur avant d’atteindre l’échantillon. 
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L’échantillon est excité, il émet une onde qui passe au travers d’un polariseur puis d’un 

monochromateur d’émission avant d’atteindre le détecteur. Les données collectées par le 

détecteur sont ensuite analysées pour donner les spectres d’excitation et d’émission.   

 

Figure 16 : Schéma de fonctionnement d’un fluoromètre[56]  

Le principe du fluoromètre est adapté aux outils d’imagerie pour faire du diagnostic mais 

aussi de la chirurgie guidée. L’instrumentation pour imager la fluorescence doit être compatible 

au maximum avec l’acte chirurgical. Dans ce but, des microscopes à fluorescence sont adaptés 

pour assurer la chirurgie dans les meilleures conditions. Ces microscopes sont équipés d’un 

laser pour exciter les molécules fluorescentes, d’une lumière LED filtrée et d’une lentille 

filtrante pour observer uniquement l’excitation de la fluorescence et d’une caméra Charge 

Coupled Device (CCD) pour collecter les données. Lors de l’opération chirurgicale, le 

chirurgien voit la tumeur fluorescente qu’il doit retirer, son geste est donc plus précis. Plus 

récemment, des systèmes endoscopiques plus performant sont développés pour la chirurgie des 

tumeurs au foie.[57]  

 

 Cahier des charges pour des applications in vivo 

Tous les fluorophores ne peuvent pas être utilisés pour l’imagerie FPIR. Certaines 

caractéristiques sont nécessaires pour faire des applications in vivo. Parmi toutes ces 

caractéristiques, certaines sont des caractéristiques générales nécessaires à toute sonde utilisée 

pour une application in vivo et d’autres sont spécifiques à la FPIR :[3,58] 

 La solubilité, la clairance et la toxicité 
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Pour être utilisable en imagerie optique, une sonde fluorescente doit avoir une solubilité 

adéquate à des applications in vivo, avoir une bonne clairance et une toxicité très faible. Ceci 

est valable pour toute sonde utilisée en imagerie moléculaire. 

 La longueur d’onde 

La longueur d’onde d’émission de sondes fluorescentes doit, en général, être comprise entre 

700 et 900 nm, c’est la fenêtre biologique. En effet, en dessous de cet intervalle, c’est le domaine 

du visible dans lequel beaucoup de tissus émettent de la fluorescence. Au-dessus de cet 

intervalle, après 900 nm, l’eau absorbe très fortement ce qui diminue grandement l’efficacité 

de transmission de la lumière. L’utilisation de fluorophore ayant une longueur d’onde 

d’émission comprise entre 650 et 700 nm est tout de même compatible avec une utilisation in 

vivo. 

 Le rendement quantique 

Le rendement quantique en fluorescence exprime l’efficacité du processus de fluorescence 

du fluorophore. Il est défini par le ratio du nombre de photons émis sur le nombre de photons 

reçus. 

𝑄𝑌 =
nb photons émis

nb photons reçus
 

Un rendement quantique de 1.0 signifie que 100% des photons émis ont été reçus. Une 

molécule est considérée comme fluorescente lorsque son rendement quantique est compris entre 

0.1 et 1.0. L’idéal est d’avoir un rendement quantique de 1.0, cependant cette valeur n’est jamais 

atteinte. Par exemple l’ICG (IndoCyanine Green) qui est un fluorophore très utilisé, a un 

rendement quantique de 0.13, les cyanines 5.5 et 7 ont respectivement des rendements 

quantiques de 0.25 et 0.27.[3] Les rhodamines peuvent atteindre un rendement quantique de 

0.95.[59] 

 Le photoblanchiment (photobleaching) 

Le photoblanchiment est la destruction irréversible de la sonde fluorescente lorsque le 

fluorophore est dans l’état excité. Ce terme désigne une diminution de l’intensité du 

rayonnement de fluorescence sous l’effet de collision entre les particules fluorescentes et les 

espèces présentes dans le milieu de mesure.  

 Le ratio signal sur bruit 

Ce ratio est le rapport entre le signal émis par la sonde fluorescente et les signaux 

fluorescents autres que ceux de la sonde fluorescente. Les quatre critères mentionnés 
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précédemment : longueur d’onde, rendement quantique, solubilité et photoblanchiment, 

influencent tous le ratio signal sur bruit. 

Beaucoup de sondes fluorescentes remplissent ces critères ce qui offre un large choix 

d’outils pour l’imagerie optique par FPIR.   

 

 Les différents types de fluorophores 

Actuellement trois familles de sondes fluorescentes sont à retenir : les xanthènes, les 

BODIPY et les cyanines. Ce sont des molécules issues de ces trois familles qui sont 

généralement utilisées en imagerie optique par FPIR. 

III.3.1) Les xanthènes 

Les xanthènes sont des composés organiques tricycliques constitués d’un cycle pyrane 

entourés de deux cycles benzéniques. En fonction des substituants des cycles, la longueur 

d’onde d’émission varie. Parmi les xanthènes, il existe plusieurs types de sondes fluorescentes, 

qui sont majoritairement utilisées en fluorescence dans le domaine du visible ainsi que dans le 

proche IR : 

 Les xanthènes émettant dans le domaine du visible 
 

O

COO

XY

Fluorescéine : X = O, Y = O-;

Rhodamine : X = NR1R2, Y = NR3R4;

Rhodol : X = O, Y = NR1R2

 

Figure 17 : Structure générale des xanthènes émettant dans le visible 

La fluorescéine (Figure 17) est une sonde fluorescente très connue, elle est beaucoup 

utilisée en imagerie optique par fluorescence. Cependant elle n’émet pas dans le PIR, elle est 

utilisée en angiographie du fond de l’œil.[60–64]  

La rhodamine est une plateforme fluorescente, les plus connues sont la rhodamine B, la 

rhodamine 6G, la rhodamine 123[65–67] (Figure 18). Elles ont des longueurs d’ondes d’excitation 

et d’émission supérieures à celles de la fluorescéine (allant jusqu’à 580 nm) mais elles restent 

toujours dans le domaine du visible, excepté pour les dérivés silylés et les sulfonates (Figure 

18) qui émettent dans le proche IR.[59,61,68–70] Les sulfonates ont été ajoutés aux rhodamines 

dans le but d’augmenter leur solubilité en vue d’applications in vivo.[59,68] Les rhodamines 
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silylées sont utilisées pour des applications in vivo car elles présentent très peu de 

photobleaching.[65] 

 

Figure 18 : Structures des rhodamines B, 6G, 123, SiR720 et HC6H-SR101  

Le rhodol est lui aussi, comme la rhodamine, une plateforme fluorescente pouvant être 

fonctionnalisée pour avoir une plus large gamme de longueurs d’ondes d’émission et 

d’excitation dans le domaine du visible (jusqu’à 700 nm). Ces longueurs d’ondes sont plus 

élevées que la plupart des dérivés de rhodamine.[61,71–73] Ces sondes fluorescentes dont la 

longueur d’onde d’émission est compatible avec la fenêtre biologique sont utilisées in vivo. 

 Les xanthènes émettant dans le proche IR 

Le rosol est un dérivé de la famille des xanthènes émettant dans le domaine du proche IR 

(entre 700 et 800 nm). Il est utilisé in vivo en imagerie FPIR. Hettie et al. ont notamment 

développé un dérivé de type rosol, le THQ-Rosol (Figure 19). Ce fluorophore est utilisé pour 

cartrographier les systèmes lymphatiques dans le but de visualiser totalement les ganglions 

lymphatiques.[61] 

  

Figure 19 : Structure du THQ-Rosol 
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III.3.2) Les BODIPY 

Le BODIPY (squelette bore-dipyrrométhene) (Figure 20) est un fluorophore utilisé pour 

l’imagerie optique par fluorescence majoritairement dans le domaine du visible et dans une 

moindre mesure en proche IR.[74] Les BODIPY dérivent tous du squelette 4,4-difluoro-4-bora-

3a,4a-diaza-s-indacène par substitution en diverses positions.  

 

Figure 20 : Structures du BODIPY et d’exemples de dérivés du BODIPY 

Il existe de nombreux BODIPY différents (Figure 20) (Tableau 2)[75] ayant différentes 

applications. Dans le but de faire varier les longueurs d’ondes d’absorption et d’émission, des 

BODIPY présentant diverses fonctionnalisations sont envisageables. De manière générale, ce 

sont des groupements aromatiques et hétéroaromatiques qui sont ajoutés pour avoir un effet 

bathochrome en augmentant la conjugaison des liaisons. Ces groupes fonctionnels sont 

introduits en général en positions α et γ des atomes d’azotes liés à l’atome de bore. Avec l’ajout 

de ces groupes fonctionnels, il est ainsi possible d’observer un déplacement vers des longueurs 

d’onde se rapprochant du proche IR. 
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Tableau 2 : longueurs d’ondes d’absorption et d’émission de différents BODIPY  

Nom λmax/ nm (absorption) λmax/ nm (émission) 
BODIPY® 493/503 500 506 

BODIPY® R5G 528 550 

BODIPY® TMR-X 542 574 

BODIPY® 564/570 565 571 

BODIPY® 581/591 584 592 

BODIPY® TR-X 589 617 

BODIPY® 650/665-X 646 660 

BAP-4 623 704 

BAP-5 639 723 

 

Récemment, Pliquett et al. ont développé des aza-BODIPY hydrosolubles pour des 

applications in vivo en imagerie moléculaire.[76] Ces aza-BODIPY ont des longueurs d’ondes 

d’émission comprises entre 712 et 731 nm ce qui correspond à la fenêtre du proche IR. L’aza-

BODIPY Wazaby4-anti-PD-L1 ne porte plus d’atomes de fluor sur le bore, il est fonctionnalisé 

par des alcynes portant des amines quaternaires pouvant être fonctionnalisées pour introduire 

un anticorps. Le corps central du BODIPY est modifié dans le but d’augmenter la conjugaison 

des doubles liaisons, permettant un déplacement vers des longueurs d’ondes plus élevées 

(Figure 21). 

 

Figure 21 : Structure de Wazaby4-anti-PD-L1[76] 
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III.3.3) Les cyanines 

Les cyanines sont des fluorophores ayant une structure composée de deux noyaux indols 

liés par une chaîne carbonée conjuguée allant de trois à sept carbones (Figure 22). Leur type 

est déterminé par le nombre de carbones composant la chaîne conjuguée. Par exemple, si la 

chaîne est composée de trois carbones, c’est une cyanine 3. 

 

Figure 22 : Structure générale des cyanines 

De nombreuses cyanines (Tableau 3) sont utilisées comme sondes fluorescentes pour 

l’imagerie optique.[77] Seule une partie des cyanines utilisées figure dans ce tableau.  

Tableau 3 : longueurs d’ondes d’absorption et d’émission de différentes cyanines 

Nom λmax/ nm (absorption) λmax/ nm (émission) 
Cy3 555 570 

Cy3.5 591 604 

Cy5 646 662 

Cy5.5 684 710 

Cy7 750 773 

Cy7.5 788 808 

IR-783 766 782 

MHI-148 785 808 

IR-780 777 823 

ICG 780 812 

 

Comme indiqué ci-dessous, la cyanine 3 possède des longueurs d’onde d’émission dans 

le visible. Pour les cyanines 5 et 7 et leurs dérivés (Figure 23), les longueurs d’ondes sont 

compatibles avec des applications in vivo. En effet, leurs longueurs d’ondes d’absorption et 

d’émission sont dans la fenêtre biologique, leur toxicité est très faible et leurs rendements 

quantiques sont suffisants, même si peu élevés par rapport aux rhodamines par exemple. Leur 

solubilité dans l’eau ainsi que leur photoblanchiment et le rapport signal sur bruit est propre à 

chacun des dérivés.[3]  
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Figure 23 : Exemples de structures de dérivés de cyanine  

Les cyanines sont utilisées dans de nombreuses applications in vivo en imagerie FPIR. 

Parmi les dérivés des cyanines 7, il existe l’indocyanine green (ICG) (Figure 23) qui est 

actuellement très utilisée.[62] A ce jour l’ICG est la seule sonde fluorescente de type cyanine à 

posséder une AMM. 

Ces sondes fluorescentes sont parfois couplées à une biomolécule (peptide, anti-corps, …) 

afin de la suivre in vivo. Le couplage peut être réalisé de diverses manières, tout en modifiant 

peu les propriétés fluorescentes de ces sondes. 

 

IV- Imagerie bimodale 

La solution la plus simple pour mettre en œuvre une approche par imagerie bimodale 

(combinaison de deux techniques d’imagerie) est d’injecter de façon séquentielle ou en 

"cocktail" la molécule d’intérêt portant la sonde spécifique aux techniques d’imagerie visées. 

Cette solution soulève plusieurs problématiques, notamment le fait que les propriétés 

pharmaco-cinétiques des deux traceurs peuvent être différentes, puisque la sonde greffée est 
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différente. Il peut ainsi y avoir une divergence entre les images obtenues. Pour contourner cet 

écueil, la solution actuelle est de construire des sondes duales portant simultanément les deux 

types de sondes spécifiques à chaque imagerie. Ces sondes ensuite couplées à une molécule 

d’interêt biologique ou médical deviennent des agents d’imagerie monomoléculaire 

multimodaux (MonomOlecular Multimodality Imaging Agents ou MOMIAs) sont des outils 

pertinents en imagerie moléculaire bimodale. 

 

 Intérêt du couplage de deux techniques d’imagerie et 
exemples de combinaisons 

L’imagerie moléculaire regroupe cinq grandes techniques d’imagerie montrant des 

applications dans plusieurs domaines médicaux. (Tableau 4, de [78]).  

Tableau 4 : tableau comparatif des différentes techniques d’imagerie moléculaire 

Technique 
d’imagerie 

Résolution spatiale 
(clinique) 

Limite de 
pénétration 

tissulaire 

Sensibilité de 
détection (mol) 

Agents d’imagerie 

US 

 

50-500 μm (surface) 

1-2 mm (profondeur) 
sans limitea ndb micro-bullesc 

TDM 0.5-1 mm (clinique) sans limite mmol molécule iodée 

Fluorescence 1-2 mm < 1 cm nmol-pmol fluorophore 

IRM 1 mm (clinique) sans limite mmol-µmol 
molécule para ou 
ferromagnétique 

TEMP 8-10 mm (clinique) sans limite nmol-pmol molécule radioactive 

TEP 5-7 mm (clinique) sans limite pmol molécule radioactive 
adépend de la fréquence utilisée, signal réduit pour les tissus profonds ; bnd = non-déterminée ; cagent de 

constraste 

 

Chaque technique d’imagerie moléculaire présente des avantages et inconvénients, que ce 

soit au niveau de la sensibilité, de la pénétrabilité ou de la résolution. Chaque technique 

d’imagerie présentée ci-dessus permet d’obtenir des informations souvent complémentaires, 

c’est pourquoi ces différentes techniques sont de plus en plus combinées entre elles.  

L’imagerie par Ultrasons US a une résolution spatiale intéressante, une pénétrabilité et une 

sensibitilité de détection dépendante de la cible visée et de la fréquence utilisée. L’imagerie par 

TomoDensitoMétrie par rayons-X (TDM) a une résolution spatiale presque équivalente à 

l’imagerie par US, une pénétrabilité sans limite et une faible sensibilité nécessitant l’ajout d’une 

molécule iodée pour créer un constrate dans le but d’obtenir une meilleure visualisation. 
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L’imagerie optique par fluorescence a une bonne résolution spatiale, une faible pénétrabilité et 

une très bonne sensibilité de détection. L’IRM a une très bonne résolution spatiale, une 

pénétrabilité sans limite mais une faible sensibilité de détection. Les imageries TEMP et TEP 

ont une résolution spatiale de l’ordre du millimètre, une très bonne pénétrabilité et une très 

bonne sensibilité. La TEP est légèrement plus sensible et mieux résolue que la TEMP. Ces deux 

techniques sont couramment couplées à l’imagerie par TDM afin d’avoir une vision anatomique 

complémentaire.  

La combinaison de deux techniques d’imagerie est donc une solution appropriée pour 

parvenir à des outils diagnostics plus performant ou des applications théranostiques par 

exemple.  

La combinaison de deux techniques apporte donc une complémentarité dans les 

informations obtenues lors des analyses effectuées.[5,79,80] L’intérêt de coupler deux techniques 

d’imagerie entre elles est d’optimiser la sensibilité, la résolution ou encore la pénétrabilité que 

possèdent ces techniques utilisées seules.  

Par exemple, l’imagerie bimodale IRM/FPIR permet de palier à la faible sensisibilité de 

l’IRM et cette combinaison permet également de compenser la faible pénétrabilité de l’imagerie 

optique par FPIR.[64,81–85]Wang et al.[82] ont développé des nanoparticules contenant plusieurs 

dizaines de "petites" nanoparticules composées d’un chélatant du gadolinium-III (Gd-DOTA), 

d’un fluorophore de type cyanine (Cy7) et d’acide folique, tous trois étant fonctionnalisés avec 

de l’hexadécylamine (HDA) (Figure 24). L’acide foliqueprésent dans les petites nanoparticules 

et dans les nanoparticules englobant ces dernières sert à rigidifier la structure formée avec les 

entités de gadolinium et de cyanine. Ces nanoparticules, appelées GCF (Gadolinium-Cyanine-

Folic acid), ciblent les récepteurs d’acide folique exprimés dans les gliomes (tumeurs 

cérébrales). Avec la combinaison de ces deux techniques d’imagerie et ces nanoparticules, il 

est possible d’imager la tumeur ciblée en IRM et FPIR jusqu’à 144 heures après l’injection. 

Cette combinaison pose néanmoins quelques problèmes, car le fort ratio en sonde IRM lié à la 

faible sensibilité de l’IRM par rapport à la FPIR nécessite l’utilisation de grosses architectures 

ce qui n’est pas idéal en termes de biodistribution, toxicité et mise en oeuvre.  
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Figure 24 : Radiotraceur GCF-HDA NPs synthétisé par H. Wang et al. 

La combinaison TEP/IRM est une combinaison intéressante tirant parti de l’excellente 

résolution de l’IRM et de la bonne sensibilité de la TEP. Cependant, comme dans l’exemple 

précedent, l’IRM ayant une faible sensibilité comparée à l’imagerie TEP, la recherche actuelle 

porte principalement sur l’incorporation de plusieurs chélates de gadolinium dans des systèmes 

de type nanoparticules. Thomas et al. ont utilisés des nanoparticules d’oxyde de fer 

superparamagnétique (SPIONs) fonctionnalisées avec de la LDOPA pour accrocher un motif 

PEG sur la fonction carboxyle et un macrocyclique chélatant du cuivre-64 MANOTA sur la 

fonctione amine (Figure 25). Ces nanoparticules ont été testées sur une lignée de cellules 

hépatiques carcinoma HepG2. Les nanoparticules ont montré une bonne biodistribution dans le 

foie ainsi que dans la rate et les reins. Les cellules HepG2 sont exprimées dans le cancer du 

foie, ces nanoparticules sont un bon outil pour le diagnostic du cancer du foie.[86]  

  

Auto-assemblage 

FA-HDA 

Cy7-HDA 

GD-DOTA-HDA 

Gliome 

Récepteur d’acide folique 

HDA 
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Figure 25 : Structure des nanoparticules Fe3O4-LDOPA-PEG-MANOTA 

La bimodalité IRM/FPIR et IRM/TEP ou IRM/TEMP est donc très intéressante, cependant 

la forte différence de sensibilité de ces techniques est une problématique importante dans la 

construction des sondes bimodales, celles-ci seront nécessairement de grosses architectures 

(nanoparticules, rotaxanes par exemple). 

 

 Intérêt de la combinaison TEP/FPIR 

Combiner deux techniques d’imagerie comme l’imagerie TEP et l’imagerie optique par 

FPIR offre un énorme potentiel pour améliorer le diagnostic et le traitement du patient. La 

combinaison TEP/FPIR paraît idéale en termes de sensibilité, l’imagerie optique par FPIR 

permet d’améliorer la résolution apportée par l’imagerie TEP seule et cette dernière permet de 

compenser la faible pénétrabilité de l’imagerie optique par FPIR. Ces deux techniques 

d’imagerie ayant une sensibilité similaire allant du nano au picomolaire, il est tout à fait 

envisageable de concevoir des sondes duales basées sur des structures moléculaires de petite 

taille. Cette dualité donne accès à des informations à de multiples échelles allant du tissus 

"dysfonctionnel" (TEP) à l’échelle cellulaire (FPIR). De plus, la combinaison de l’imagerie TEP 

et de l’imagerie optique par FPIR permet d’associer deux techniques non-invasives, 

fonctionnelles et quantitatives pour un diagnostic sur le corps entier (TEP) et de la micro-

chirurgie (FPIR) permettant ainsi des applications théranostiques.  

De nombreux exemples dans la littérature illustrent la force de la combinaison TEP/FPIR. 

Cependant, la majorité des outils moléculaires décrits sont construits avec des chélatants des 

radiométaux (TEP). Très peu d’exemples concernent l’utilisation du fluor-18 comme 

radioisotope. Ceci sera d’ailleurs plus largement explicité dans le pargraphe III.4.4.1. 

Pour citer un exemple concernant les radiométaux, les travaux de Deng et al. montrent la 

création d’une sonde bimodale avec du cuivre-64 et une cyanine 5.5 (Figure 26).[87] Cette sonde 
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bimodale est fonctionnalisée par une molécule ciblant les récepteurs de la neurotensine (neuro-

peptide NT surexprimé dans différents types de tumeurs). L’objectif de cet agent bimodal est 

de réaliser un diagnostic in vivo puis de faire de la chirurgie guidée des tumeurs diagnostiquées. 

 

Figure 26 : Structure de [64Cu]-DOTA-NT-Cy5.5[87] 

La combinaison TEP/FPIR est donc idéale pour les raisons suivantes : elle permet de faire 

de l’imagerie in vivo mais aussi de l’histopathologie ex vivo et de la chirurgie guidée. Cette 

combinaison d’imagerie offre outre les applications diagnostiques, des applications 

théranostiques.  

Quelle qu’elle soit, une sonde doit être liée par liaison covalente à la molécule à suivre. 

Actuellement, plusieurs méthodes d’accrochage existent et ces liens covalents sont d’ailleurs 

couramment utilisés pour coupler différents types de sonde à une biomolécule. Les principales 

méthodes[88] employées sont : la formation d’un lien amide,[89] la création d’un lien thioéther,[87] 

et la formation d’oxime ou d’hydrazone.[90] Cependant, la méthode la plus utilisée à ce jour est 

la cycloaddition de Huisgen azoture-alcyne catalysée par du cuivre (copper(I)-catalyzed alkyne-

azide cycloaddition (CuAAC)), réaction de "Click Chemistry" qui conduit à  un triazole entre 

les deux entités couplées.[91,92]  
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Par exemple, Paulus et al.[92] ont fonctionnalisé un BODIPY avec un groupement azoture 

couplé ensuite à un dérivé de la bombésine fonctionnalisé avec un propargyle (Figure 27). 
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Figure 27 : Structure du [18F]BODIPY-BBN[92] 

L’objectif de cette sonde d’imagerie est d’imager les récepteurs GRP (Gastrin-Releasing-

Peptide) surexprimés dans certaines tumeurs du système digestif grâce au ciblage via le peptide 

de type bombésine.  

Les différentes techniques d’accrochage d’une sonde d’imagerie avec une biomolécule sont 

explicitées en détails dans le paragraphe V.3. 

 

V- Marquage de peptides  

 Intérêt des peptides en imagerie 

Actuellement, les peptides retiennent l’attention en raison de leur efficacité thérapeutique 

in vivo compte tenu de leurs propriétés favorables à savoir une forte spécificité pour le ciblage 

et une faible toxicité mais aussi une biocompatibilité et biodégradabilité adéquate pour des 

applications médicales.[93–95] Dans une industrie pharmaceutique actuellement en stagnation, 

les peptides peuvent constituer une solution potentielle dans les traitements de maladies. Ceci 

a incité également le développement de peptides radiomarqués pour la TEP.[21,96,97] Les peptides 

sont ainsi une classe importante de ligands utilisés pour l’imagerie moléculaire. Les peptides 

présentent de nombreux avantages, comme une sélectivité et une spécificité supérieures envers 

la cible biologique visée, et une fonctionalisation facile sans modifier leurs propriétés ou de 

distribution. En outre, les peptides ont une immunogénicité plus faible que les anticorps. La 

facilité de synthèse et la tolérance chimique des peptides sont entièrement adaptées à la 

construction modulaire de MOMIAs.  
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Les peptides sont spécifiques de diverses cibles et sont généralement utilisés pour effectuer 

des diagnostics de cancer. Ils apportent un diagnostic plus sélectif que le [18F]FDG peu sélectif. 

Les peptides couramment utilisés en imagerie sont des ligands comme des pseudo-peptides 

inhibiteurs du PSMA (prostate-specific membrane antigen), l’octréotide, la bombésine et des 

dérivés de la séquence RGD.   

- Dérivés de RGD 

La séquence d’acides aminés arginine-glycine-acide aspartique (RGD) (Figure 28) est l’un 

des peptides de petite taille les plus étudiés.[98,99] Les séquences linéaires RGD ont été les 

premières étudiées mais ont montré de faibles affinités et de la dégradation en environnement 

biologique.[98,100] Les RGD cycliques, comme le c(RGDfK)[101,102] ou le c(RGDyK), présentant 

une conformation contrainte de la séquence RGD montrent une meilleure stabilité in vivo.[103–

106]  

L’application la plus connue de ce peptide en imagerie est le diagnostic de cancers. Lors de 

la croissance d’une tumeur, l’angiogenèse, processus fondamental extrêmement régulé, 

intervient avec des conditions physiologiques et pathologiques variables.[107] L’angiogenèse est 

la création de nouveaux vaisseaux sanguins destinés à alimenter la tumeur. Au cours de cette 

angiogenèse les intégrines, des protéines transmembranaires, sont surexprimées sur les cellules 

endothéliales. Un grand nombre d’intégrines[105] existe (αVβ1, αVβ3, αVβ5, αVβ6, αVβ8) et chacune 

est exprimée de manière spécifique en fonction du type de tumeur. Les dérivés RGD sont affins 

et sélectifs envers les intégrines et sont donc très adaptés pour leur ciblage.[108] L’intégrine la 

plus largement étudiée est l’intégrine αVβ3, qui représente un biomarqueur hautement 

spécifique, en particulier pour le suivi de la progression des tumeurs.[109–111]  

Il existe de nombreux exemples d’application de ces dérivés RGD en imagerie TEP pour le 

diagnostic de cancer, plus particulièrement avec les dérivés cycliques de type c(RGDfK)[112] 

mais aussi c(RGDfC) utilisé précédemment au laboratoire[113] (Figure 28). 
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Figure 28 : Structures du RGD, c(RGDfC) et du c(RGDfK) 

Ces dérivés RGD servent aussi au ciblage d’un autre sous-type d’intégrine, les intégrines 

αIIbβ3. La fonction physiologique est intimement liée au processus d’activation des plaquettes 

et de la thrombose.[114–116] Les sondes de RGD marquées sont aussi largement appliquées dans 

la biologie des plaquettes pour l’imagerie de la thrombose.[108,116–119] 

Les dérivés de la séquence RGD montrent un intérêt majeur du fait de leurs larges gammes 

de propriétés pharmacologiques et biologiques. De plus, ils sont biodégradables dans le corps 

ce qui ne créé pas de réponse immunitaire provenant de l’environnement avoisinant. Dans le 

cadre de cette thèse, des dérivés de la séquence RGD sont utilisés pour le ciblage des intégrines 

αVβ3 et αIIbβ3. 

- L’octréotide 

L’octréotide est un octapeptide (Figure 29) imitant pharmacologiquement la somatostatine 

naturelle. L’octréotide inhibe l'augmentation pathologique de la sécrétion de l'hormone de 

croissance (GH) ainsi que de peptides et de la sérotonine produits par le système endocrinien 

gastro-entéro-pancréatique (GEP). L’octréotide est souvent fonctionnalisé avec des chélatants 

du gallium-68 ou avec un groupement prosthétique marqué au fluor-18 pour le diagnostic en 

imagerie TEP.[25,120,121] Par exemple, Chilug et al. ont développé un radiotraceur avec du 

gallium-68 et de l’octréotide dans le but de visualiser des cellules cancéreuses pour les cancers 

du pancréas et du colon.[25] Allott et al. ont utilisé le 2-[18F]fluoroéthylazide couplé par réaction 

de "Click Chemistry" à un dérivé de l’octréotide dans le but d’imager les tumeurs 
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neuroendocrines. Ils ont optimisé l’automatisation de la radiosynthèse.[121] Cet octapeptide est 

aussi utilisé dans la thérapie de tumeurs se localisant dans le système digestif de l’être 

humain.[24,122–124] L’octréotide peut être aussi utilisé dans la thérapie contre les neuroblastomes, 

qui sont des tumeurs intra-crâniennes.[125] 

 

Figure 29 : Structure de l’octréotide 

- La bombésine 

La bombésine (Figure 30) appelé aussi GRP (Gastring Releasing Peptide) est utilisé pour 

imager les cancers exprimant des tumeurs GRPR (Gastring Releasing Peptide Receptor) que 

l’on retrouve dans le cancer de la prostate, du sein, des poumons, du pancréas, de l’estomac et 

du colon. Des dérivés de la bombésine sont beaucoup utilisés en imagerie TEP pour 

diagnostiquer le cancer de la prostate.[126–129] Par exemple, Mansour et al. ont synthétisé le 

[64Cu]DOTHA2-PEG-RM26 pour cibler les GRPR avec un rendement de marquage supérieur 

à 95% en cinq minutes à température ambiante et une activité molaire de 56±3 GBq/µmol.[126] 

Hajiramezanali et al. utilisent ce peptide en imagerie bimodale TEP/IRM en utilisant des 

nanoparticules magnétiques fonctionnalisées avec des chélatants du gallium-68 pour l’imagerie 

TEP, eux-mêmes fonctionnalisés avec de la bombésine pour le ciblage des cellules GRP-avid 

BC T-47D exprimés dans le cancer du sein.[130]  
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Figure 30 : Structure de la bombésine 

- Le pseudo-peptide inhibiteur du PSMA (Prostate Specific Membrane Antigen) 

Le PSMA-11 (Glu-NH-CO-NH-Lys) est un pseudo peptide ciblant le PSMA (Prostate 

Specific Membrane Antigen) (Figure 31) utilisé dans le diagnostic et en développement 

dans le théranostique pour le cancer de la prostate. Ce n’est pas un véritable peptide car il 

comporte un motif urée. Il est beaucoup utilisé en imagerie TEP avec du fluor-18,[131] du 

cuivre-64[132] et du gallium-68.[133–136] L’utlisation de ce pseudo-peptide en imagerie est 

assez récent comparé aux dérivés RGD, à l’octréotide et à la bombésine. 

HO

O

N
H

NH2

N
H

O

O OH

OH

O  

Figure 31 : Structure du ligand du PSMA-11 

L’importance des peptides est croissant dans le domaine pharmaceutique et diagnostique, il 

est donc d’un grand intérêt de les équiper d’un agent d’imagerie afin d’évaluer leur distribution 

in vivo et avoir ainsi accès à des outils de diagnostic performants.  

 

 Marquage de peptides pour l’imagerie TEP 

Les biomolécules, telles que les peptides, protéines, oligosaccharides, etc, sont des 

molécules fragiles qui ne supportent pas des conditions de synthèse impliquant des températures 

élevées et des conditions basiques. Ceci est une problématique majeure pour des applications 

en imagerie TEP car le marquage classique au [18F]F- nécessite justement de telles conditions. 



Chapitre 1 : Rappels bibliographiques 

45 
 

Le radiomarquage de peptides peut se faire selon trois stratégies : marquage par radiométaux, 

marquage direct au 18F et marquage indirect au 18F.  

 

V.2.1) Marquage par radiométaux 

En imagerie TEP, trois radiométaux sont le plus couramment utilisés : le gallium-68, le 

cuivre-64 et le zirconium-89. Les radiométaux sont introduits par l’intermédiaire d’un chélatant 

bifonctionnel accroché au préalable sur la biomolécule. Le radiométal est ensuite complexé à 

cet outil d’imagerie. Cette technique est donc très intéressante pour le marquage de 

biomolécules, car celle-ci est fonctionnalisée en amont par le chélatant, puis les conditions 

d’incorporation du radiométal se déroulent en conditions assez douces compatibles avec la 

stabilité de la biomolécule. 

 Gallium-68 

De nombreux exemples dans la littérature décrivent l’utilisation de dérivés RGD 

radiomarqués au gallium-68 par complexation du radiométal par divers chélatants de type 

macrocycles polyazotés : DOTA, NOTA, NODAGA, TETA (Figure 32) etc.[137–143] 

 

Figure 32 : Structures des chélatants DOTA, NOTA, NODAGA et TETA 

Par exemple, les travaux de Chakraborty et al. montrent la fonctionnalisation de 

NODAGA avec deux peptides RGD (Figure 33) ce qui permet d’améliorer le ciblage des 

intégrines,[144] les intégrines ciblées dans cet exemple étant les intégrines αVβ3. Le 

radiomarquage est réalisé à température ambiante en présence d’une solution de 1 mL de 

HCl 0.1 M contenant du [68Ga]GaCl3 et une solution de 1 mL de NaOAc 0.1M (pH ~ 5.5) 

contenant 10 µg de NODAGA-(RGD)2. Le rendement de marquage est de 98.8±0.4%. Cette 
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sonde d’imagerie est utilisée pour imager le cancer du sein en ciblant les tumeurs de 

mélanomes.   

 

Figure 33 : Structure du NODAGA avec deux dérivés de RGD développé par 

Chakraborty et al. 

Cependant, la courte demi-vie (1.13h) du gallium-68 ne permet pas d’utiliser des 

biomolécules ayant une distribution lente. Le 68Ga est donc généralement utilisé pour le 

marquage de petits peptides ayant une distribution plus rapide. 

 Cuivre-64 

Comme tous les radiométaux, le cuivre-64 est principalement utilisé pour radiomarquer 

des biomolécules afin de réaliser des diagnostic de cancers.[145–151] Le 64Cu ayant une demi-
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vie assez longue (12.7h), il peut être utilisé pour de nombreux type de biomolécules. 

Cependant, peu de cyclotrons peuvent produire le cuivre-64 et donc son utilisation n’est pas 

encore routinière. Récemment, Sarkar et al.[145] ont utilisé plusieurs chélatants (Figure 34) 

du cuivre-64 (NOTA, TE2A, ECB-TE2A et PCB-TE2A) lié à un c(RGDyK). Ce chélatants 

sont des macrocycles de taille plus grande et pontés ("cross-bridged"-CB) pour favoriser la 

stabilité du complexe.  

 

Figure 34 : Structures des chélatants utilisés par Sarkar et al. 

L’objectif de leurs travaux est de montrer l’impact du chélatant sur la stabilité de la 

complexation du cuivre-64, dans des applications en imagerie in vivo. Chaque chélatant ne 

complexe pas le cuivre de la même manière, il est donc intéressant d’observer quel est le 

meilleur chélatant du cuivre. Ceci est valable pour tous les radiométaux. Les radiométaux 

étant coordinés à la sonde d’imagerie, ils peuvent se décoordiner in vivo ce qui diminue son 

efficacité. En effet, des transmétallations sont souvent observées notamment par le fer 

présent dans le sang. Des transchélations par diverses protéines peuvent également avoir 

lieu. Sarkar et al. ont montré qu’un chélatant de type PCB-TE2A (Figure 35) est performant 

pour chélater le cuivre-64 sur une longue durée.[145] 

 

Figure 35 : Structure de la plateforme PCB-TE2A-Bn-NCS-c(RGDyK) développé par Sarkar 

et al. 
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 Zirconium-89 

L’utilisation du zirconium-89 pour l’imagerie TEP est en plein essor. Cependant, peu 

d’exemples d’utilisation avec un peptide existent dans la littérature. En effet, ce radiométal 

a une demi-vie longue (3,2 jours), il est donc généralement utilisé pour radiomarquer des 

biomolécules ayant une biodistribution lente, comme les anticorps par exemple. Concernant 

les peptides, un exemple publié en 2011 par Jacobson et al. montre l’utilisation du 

zirconium-89 chélaté par la desferroxiamine-p-SCN (Figure 36) et couplé à un peptide 

dérivé de RGD pour imager certaines tumeurs.[152] Le chélatant utilisé par Jacobson et al. 

est différent des chélatants utilisés pour les autres radiométaux, sa structure n’est pas 

cyclique mais linéaire.  

 

Figure 36 : Structure du radiotraceur 89Zr-FK développé par Jacobson et al. 

Le marquage par des radiométaux est simple à mettre en œuvre du fait des conditions douces 

de marquage. Cependant, les radiométaux peuvent subir des transmétallations et transchélations 

in vivo, puisqu’ils effectuent des interactions non covalentes avec leur chélatant. D’autres 

stratégies de marquage existent, comme le marquage direct et indirect avec le fluor-18 où une 

liaison covalente stable est créée entre le radioisotope et la molécule d’intérêt. 

 

V.2.2) Marquage par le fluor-18 

Le fluor-18 (18F) est le radioélément idéal pour le radiomarquage de peptide grâce à sa 

facilité de production, sa faible énergie de positon, sa haute activité molaire et sa demi-vie 

appropriée (t1/2 = 109.8 min).[36,153] 
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V.2.2.1) Marquage direct  

Le marquage direct de peptides au fluor-18 est une méthode peu développée à ce jour, il n’y 

a que quelques exemples décrits dans la littérature.[88] En effet, comme explicité auparavant, les 

conditions classiques de 18F-radiofluoration se font classiquement à température élevée en 

présence d’une base, conditions non compatibles avec la fragilité des biomolécules. Des études 

récentes ont mis au point une stratégie permettant l’introduction du fluor en conditions plus 

douce. Une des stratégies est d’utiliser une molécule silylée portant un fluore, introduite au 

préalable sur le peptide. Le silicium portant un fluor non radioactif est marqué par échange 

isotopique entre le 19F et le 18F. Le marquage se fait alors à température peu élevée (maximum 

50°C).[154,155] Cette réaction est possible à de basses températures en raison de la forte affinité 

entre le fluor et le silicium (Figure 37). Cette stratégie reste encore peu développée, la stratégie 

la plus communément utilisée avec le fluor-18 est le marquage indirect. 

 

Figure 37 : Radiomarquage direct au fluor-18 sur un para-di-tert-butylfluorosilyle [156] 
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V.2.2.2) Marquage indirect 

De manière générale, les biomolécules sont trop fragiles pour être marquées directement, 

sauf dans les cas particuliers vus ci-dessus. La stratégie du marquage indirect repose donc sur 

l’utilisation d’un groupement prosthétique, petite molécule facilement radiomarquable, liée 

ensuite dans des conditions douces à la biomolécule (Figure 38). Le groupement prosthétique 

est radiomarqué dans les conditions classiques de 18F-radiofluoration. L’utilisation d’un 

groupement prosthétique permet de synthétiser des agents d’imagerie en évitant que la 

biomolécule ne subisse les conditions de radiofluoration qui peuvent la dénaturer. Un groupe 

partant (GP) est nécessaire à l’incorporation du 18F. Le groupement prosthétique et la 

biomolécule sont chacun fonctionnalisés d’une fonction, respectivement Z et Y, qui réagissent 

rapidement entre elles dans des conditions douces. 

biomolécule
radiomarquée

Groupe 
prosthétique

Groupe 
prosthétique

biomolécule

18F

Y

Z Z
conditions doucestempérature 

élevée, 
base
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18F

Groupe 
prosthétique

Z

18F
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Figure 38 : Schéma général de la stratégie de marquage indirect via utilisation d’un 

groupement prosthétique 

L’ajout d’un groupement prosthétique implique une modification de la biomolécule. Afin 

de limiter aux maximum les modifications engendrées par l’incorporation de ce groupe 

radiomarqué, il est préférable que celui-ci soit de petite taille. De plus, la réaction entre les 

groupes fonctionnels Y et Z conduisant à la conjugaison doit être chimio- et régiosélective. 

 

 Différentes méthodes de conjugaison 

Pour introduire le groupement prosthétique de façon douce et régiosélective, des méthodes 

de couplage de type “Click” sont utilisées. Ces réactions dites Click se déroulent en conditions 

douces, sur un temps court et avec de bons rendements. Ce couplage doit être rapide car la 

demie-vie du fluor-18 n’est que de 109.8 min. Les stratégies de couplage les plus couramment 

utilisées sont listées dans le tableau (Tableau 5) ci-dessous :[37,88] 
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Tableau 5 : différents types de couplages entre biomolécule et groupement prosthétique 

Méthode de couplage 
Biomolécule 

(Bm) 
Groupe prosthétique 

(GPr) 
Résultat du couplage 

(GPr-Bm) 

Acylation  
  

Formation d’oxime 
   

Formation d’hydrazone 
   

Formation d’un thioester 
(S-alkylation)    

CuACC (Cu catalyzed 
Azide Alkyne 
Cycloaddition)    

SPAAC (Strain 
Promoted Azide-Alkyne 

Cycloaddition)  
 

 

IEDDA (Inverse 
Electron Demand Diels-

Alder cycloadditions) 
 

  

Amidation   
 

Amidination  
  

Formation de Thiourée   
 

 

Pour chacune de ces méthodes de couplage, différents groupements prosthétiques et 

biomolécules sont utilisés : 

 Acylation 

Largement utlisée, cette réaction requiert la présence d’un acide carboxylique ou d’un ester 

activé sur le groupement prosthétique et d’une fonction amine sur la biomolécule, qui peut 

être l’amine du côté N-terminal ou l’amine d’une lysine par exemple. Il existe de nombreux 

groupements prosthétiques couplés par réaction d’acylation, par exemple le [18F]SFMeB, 

le [18F]FBenzAc, le [18F]FPA et le [18F]SFB.[46,157] Le [18F]SFB possède une fonction ester 
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activé permettant le couplage avec des peptides, des protéines, des anti-corps ou des 

oligonucléotides (Figure 39).[37,158] La réaction d’accrochage est réalisée dans un mélange 

tampon borate (pH 8.5)/DMF à 40°C en 30 minutes donnant le radiotraceur avec un 

rendement estimé de 20%.  

 

Figure 39 : Couplage d’un oligonucléotide avec le [18F]SFB  

Cependant cette méthode n’est pas suffisamment régiosélective, toute amine libre est 

susceptible de réagir avec la fonction ester activé du groupement prosthétique, elle est donc 

à ce jour de moins en moins utilisée au profit d’autres méthodes. 

 Formation d’oxime et d’hydrazone  

La formation d’une oxime (-C=N-O) se fait entre un groupe prosthétique portant une 

fonction aldéhyde et une biomolécule modifée par une fonction alkoxy-amine.[159,160] La 

formation d’hydrazone (-C=N-N) est réalisée à partir d’un groupement prosthétique portant 

une fonction aldéhyde qui va réagir avec une hydrazine de la biomolécule modifiée.[161,162] 

Dans ces réactions, les conditions douces utilisées ne conduisent à aucun sous-produits. Les 

biomolécules sont généralement des peptides.[37,88,90] 

 S-alkylation 

Les S-alkylations qui donnent de manière générale une liaison C-S entre le groupement 

prosthétique et la biomolécule. De nombreux exemples décrivent cette méthode 

d’accrochage en mettant en œuvre un électrophile de type maléimide (addition thiol-

Michael). Il existe de nombreux groupements prosthétiques utilisés pour cette réaction tel 

que le [18F]FPyBrA, le [18F]FPyMe ou encore le [18F]FBAM.[37,88] Ces groupements 

prosthétiques sont couplées à des peptides, des protéines ou des oligonucléotides (Figure 

40).[37,163–165] Comme montré sur l’exemple Figure 40, cette réaction procède rapidement 

(15 min) en milieu tamponé permettant une prévervation de la biomolécule même si une 

température de 120°C est nécessaire. 
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Figure 40 : Couplage d’un oligonucléotide avec le [18F]FPyBrA 

 CuAAC 

La méthode de couplage par CuAAC (Copper catalyzed Azide Alkyne Cycloaddition) est 

une des réactions de "Click Chemistry" la plus connue et la plus utilisée de nos jours. C’est 

une cycloaddition 1,3-dipolaire qui est régiosélective grâce à la catalyse au cuivre.[166] Le 

groupement prosthétique et la biomolécule doivent avoir l’un ou l’autre un groupement 

azoture ou un propargyle pour réaliser ce couplage. Cette méthode a été utilisée au 

laboratoire dans le cadre du développement de groupements prosthétiques de type O-

glycoside[167] (Figure 41) fonctionnalisés par un bras propyle portant un azoture en bout de 

chaîne. Ils sont couplés à des dérivés RGD portant une cystéine fonctionnalisée par un 

propargyle. La réaction est réalisée en 25 minutes dans l’eau à 55°C en présence de cuivre-

II réduit en cuivre-I par action de l’ascorbate de sodium. Les différents radiotraceurs ont été 

obtenus avec des rendements compris entre 63 et 68%. La réaction CuAAC est une réaction 

de "Click Chemistry" souvent utilisée, elle nécessite cependant un apport de chaleur pour 

que la réaction soit réalisée dans un temps suffisamment court.  
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Figure 41 : Couplage de groupes prosthétiques de type O-glycoside par CuAAC et RGD 

linéaire 

 SPAAC 

La méthode par SPAAC (Strain Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition) est une stratégie 

de couplage assez récente. Comme la CuAAC, elle met en jeu un azoture et une triple 

liaison. De manière générale, le groupe prosthétique est porteur de l’azoture et le peptide 

est fonctionnalisé par une dibenzylcyclootyne.[88,168] Cette réaction est réalisée sur un 

cyclooctyne "tendu" qui nécessite une énergie d’activation plus faible, permettant ainsi de 

réaliser cette réaction à des températures plus basses que la CuAAC voir même à 

température ambiante. Cependant, cette réaction est plus lente que la CuAAC et conduit à 

deux régiosomères ce qui peut représenter un inconvénient pour la purification des 

composés obtenus. 

 IEDDA 

La méthode par IEDDA (Inverse Electron Demand Diels-Alder cycloadditions) met en jeu 

deux entités l’une fonctionnalisée par une tétrazine et l’autre par un trans-cyclooctène. Cette 

réaction a l’avantage d’être autant voire plus rapide que la CuAAC. Il existe des exemples 

où le groupement prosthétique porte la tétrazine et le peptide le trans-cyclooctène ou 

l’inverse comme le montre les travaux de Keliher et al. (Figure 42).[88,169] Keliher et al. ont 

fonctionnalisé un peptide exendine-4 (E4) avec une tétrazine pour réaliser un couplage par 

IEDDA avec un groupement prosthétique radiomarqué portant un trans-cyclooctène. La 
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réaction est réalisée à température ambiante dans un mélange PBS/DMSO en 20 minutes 

avec un rendement corrigé de la décroissance de 47±17%. Pour des applications en 

imagerie, ce couplage présente l’avantage de pouvoir être réalisé in vivo. Cependant, le 

trans-cyclooctène n’est pas très stable en milieu aqueux, il peut s’isomériser avant la 

réaction de couplage en donnant le composé cis, moins réactif que le composé trans. En 

milieu aqueux certaines tétrazines peuvent conduire à une ouverture du cycle donnant des 

composés 1,3,4-oxadiazole. Pour éviter l’ouverture du cycle les tétrazines sont souvent 

fonctionnalisées par des groupements aryles. Cette réaction est la plus rapide parmi les 

réactions de chimie "Click". Elle est souvent utilisée in vivo avec des fonctionnalisations 

adaptées au milieu biologique.  
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Figure 42 : Couplage d’un exendine-4 à un groupement prosthétique par IEDDA 

 

 Nature des groupements prosthétiques pour le 
radiomarquage de biomolécules 

La nature du groupement prosthétique est importante car cela peut jouer sur la balance 

lipophilie/hydrophilie du radiotraceur. Le groupement prosthétique doit être petit pour 

dénaturer le moins possible la biomolécule. La nature des groupements prosthétiques peut être 

très variable : aromatique, hétéroaromatique, simple chaîne aliphatique ou encore dérivés de 

sucre. 

 

V.4.1) Les groupements prosthétiques aromatiques et hétéroaromatiques 

De nombreux groupements prosthétiques aromatiques existent comme le 

[18F]FBenzAmMeCC, le [18F]FBenzAc, le [18F]FSMeB et le [18F]SFB (Figure 43).[88]  
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Figure 43 : Structures des [18F]FBenzAmMeCC, [18F]FBenzAc, [18F]FSMeB et [18F]SFB 

Un des plus connus est le [18F]SFB couplé à de nombreuses biomolécules comme le [1-

NaI4]G-7039 via une réaction d’acylation.[170] Il peut aussi être modifié et effectuer un couplage 

via une formation d’oxime (Figure 44),[171,172] ou comme l’annevine V via une réaction 

d’acylation.[173] 

 

Figure 44 : Structure du 4-[18F]fluoro-N-(4-oxobutyl)-benzamide[171]  

La majorité des groupements prosthétiques hétéroaromatiques sont constitués d’un noyau 

pyridine. Ils sont utilisés en imagerie TEP dans le domaine de l’oncologie. Par exemple, le 

[18F]FPyZIDE (Figure 45)[174] couplé à des biomolécules contenant un groupement propargyle. 

Le [18F]FPyBrA[52] (Figure 45) est un autre exemple de groupement prosthétique 

hétéroaromatique couplé à des oligonucléotides.  

 

Figure 45 : Structures du [18F]FPyZIDE (à gauche) et du [18F]FPyBrA (à droite) 

 

V.4.2) Les groupements prosthétiques à base de dérivés saccharidiques 

Les propriétés physico-chimiques inhérentes aux peptides peuvent poser des soucis de 

biodistribution,[175] limitant leur utilisation directe dans un contexte in vivo. Il a été démontré 

que l’introduction d’une unité saccharidique sur les peptides bioactifs réduit considérablement 

leur lipophilie et améliore par conséquent leur biodisponibilité, leur pharmacocinétique et leurs 

propriétés de clairance in vivo, qui sont des propriétés fondamentales pour les applications 

thérapeutiques et diagnostiques.[112,176,177] Kessler et al. ont montré en 2001 avec le 

[18F]Galacto-RGD (Figure 46), l’impact du sucre sur la biodisponibilité du dérivé RGD.[177] 

Dans le cas du [18F]Galacto-RGD, le sucre n’est pas utilisé comme groupement prosthétique. 
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Figure 46 : Structure du [18F]Galacto-RGD 

Les premiers groupements prosthétiques à base de dérivés saccharidiques ont été 

développés par Maschauer en 2007 avec le Ac3-[18F]FGlc-PTS (Figure 47).[178] Ce groupement 

prosthétique comme le [18F]FDG présente un fluor-18 en position 2. L’incorporation du fluor-

18 est réalisée avec un rendement non corrigé de la décroissance de 55%. 

 

Figure 47 : Structure du Ac3-[18F]FGlc-PTS 

Ce groupement prosthétique est fonctionnalisé par un groupement para-toluène sulfonique 

servant à l’accrochage d’une biomolécule, le c(RGDfC), via la formation d’une liaison 

disulfure. En 2009, Maschauer et al. ont développé une série de quatre groupements 

prosthétiques a, b, c et d (Figure 48)[179] en configuration α et β et en mélange racémique. Ces 

groupements prosthétiques sont porteurs soit d’un azoture soit d’un alcyne en vue d’une 

réaction de CuAAC pour être couplé à la biomolécule. Le couplage est réalisé soit directement 

sur la position anomérique (c-d) soit avec un petit bras espaceur (a-b). Le fluor-18 est toujours 

introduit en position 2, les rendements de marquage sont assez faibles pour trois des 

groupements prosthétiques (a : 7%, b : 8-9%, c : 71±10% et d : 14%). Ces groupements 

prosthétiques ont été couplés à une glycine modifiée. Les auteurs ont montré que la 

glycosylation des peptides améliore les propriétés de biodistribution et la clairance in vivo des 

peptides. 



Chapitre 1 : Rappels bibliographiques 

58 
 

 

Figure 48 : Structures des quatre groupements prosthétiques synthétisés par Maschauer et al.  

En 2010, Maschauer et al.[180] ont utilisé le groupement prosthétique b (Figure 48) pour 

coupler la neurotensine (neuropeptide exprimé dans le tube digestif et le système nerveux 

central). Le traceur se dégradant totalement dans le sérum humain à 37°C après 30 minutes, ils 

ont choisi un dérivé du peptide RGD comme biomolécule montrant de meilleurs résultats. Le 

[18F]FGlc-RGD est utilisé en imagerie TEP pour visualiser l’expression des intégrines αVβ3. 

En 2014, Maschauer et al.[181] ont changé de stratégie pour l’incorporation du fluor-18. 

Celui-ci n’est plus incorporé en position 2 du dérivé saccharidique mais en position 6 par 

laquelle les rendements de radiomarquage sont meilleurs 84% vs 71±10%. Deux nouveaux 

groupements prosthétiques, 6FGlc et Mlt (disaccharide), (Figure 49) sont synthétisés puis 

couplés via CuAAC à des dérivés RGD donnant les traceurs suivants : le [18F]6FGlc-RGD et le 

[18F]Mlt-RGD. Ces deux radiotraceurs sont utilisés en imagerie TEP pour imager des intégrines. 

En 2016, le 6FGlc a été aussi utilisé pour radiomarquer un dérivé octréotide (TATE) via 

CuAAC. Le [18F]FGlc-TATE est utilisé en imagerie TEP pour imager les tumeurs positives aux 

récepteurs de la somatostatine. 

 

Figure 49 : Structures des groupements prosthétiques [18F]6FGlc et [18F]Mlt 

En 2018, Maschauer et al.[182] utilisent ce même GP pour radiomarquer un acide boronique 

couplé à un N-alkylaminoferrocène (Figure 50) utilisé comme prodrogue réagissant avec les 

espèces réactives à l’oxygène (Reactive species oxygen, ROS). Les ROS sont présents dans 

tout l’organisme et de manière plus importante dans les cellules cancéreuses. Le fluor-18 est 
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incorporé en position 6 avec un rendement de radiomarquage corrigé de la décroissance de 

85%. 

 

Figure 50 : Structure du radiotraceur[182] 

A partir de 2007, compte tenu de son expertise en chimie des sucres, notre laboratoire 

s’intéresse au développement de groupements prosthétiques à base de dérivés O-glycosidiques 

portant un fluor en position 6.[113,117,183] En 2016,[167] trois groupements prosthétiques à base de 

dérivés O-pyranosides, (Figure 51) le [18F]F-α-manno, le [18F]F-β-gluco et le [18F]F-α-gluco 

ont été publiés. Le fluor-18 est incorporé en position 6 avec des rendements radiochimiques 

corrigés de la décroissance respectifs de 58±3%, 68±6% et 54±5%. Ces trois groupements 

prosthétiques sont fonctionnalisés en position anomérique par un bras espaceur portant un 

groupement azoture dans le but d’être couplé à des dérivés du peptide RGD, pour des 

applications dans le domaine de l’oncologie. Cependant, ces groupements prosthétiques n’ont 

pas montré une stabilité optimale (environ 1h) pour des applications en imagerie, car ils sont 

sensibles aux glycosidases présentes dans le sang. La stabilité in vivo de ces composés a été 

testée par suivi CLHP à différents temps d’incubation : 0, 10, 30, 60, 90 et 120 minutes. Les 

travaux développés dans cette thèse trouvent ainsi leur origine dans ces premiers 

développements de groupes prosthétiques saccharidiques. 

 

Figure 51 : Structures des trois groupements prosthétiques O-pyranosides développés au 

laboratoire  

La stratégie de groupement prosthétique à base de sucre est donc très intéressante pour 

augmenter la biodisponibilité des biomolécules. 
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 Marquage de biomolécules avec une sonde bimodale 
TEP/FPIR : vers la construction de MOMIAs 

La création de MOMIAs est une stratégie judicieuse pour l’imagerie bimodale. Compte tenu 

de notre intérêt pour la combinaison TEP/FPIR, seules les sondes adaptées à cette application 

sont rapportées ici. Pour accèder à des sytèmes applicables en TEP/FPIR, les possibilités de 

construction sont l’utilisation d’un radiométal ou du fluor-18 pour la TEP combiné à un 

fluorophore.  

 

V.5.1) Radiométaux / fluorophore 

De nombreux exemples de sondes bimodales avec des radiométaux pour la TEP et diverses 

sondes fluorescentes pour la FPIR sont décrits dans la littérature.[1,87,184,185] Par exemple, Ghosh 

et al. ont développé un agent d’imagerie bimodale avec du cuivre-64 et une cyanine 7 (Figure 

52).[64] Le cuivre-64 est chélaté par une cage de type DOTA fonctionnalisée de manière à 

pouvoir être liée au fluorophore de type cyanine 7, l’IRDye800CW. La cage DOTA est 

également fonctionnalisée par un anti-corps (mAb7) ciblant des récepteurs exprimés dans des 

cellules cancéreuses. Cet agent bimodal est utilisé pour imager les tumeurs du cancer de la 

prostate.  
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Figure 52 : Structure du [64Cu]-DO2A-IRDye800CW-mAb7[64] 
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Adumeau et al. ont développé une sonde bimodale avec un chélatant du cuivre-64 

fonctionnalisé par une tétrazine et un anti-corps (huA33), portant quatre fluorophores 

(IRDye800CW) et un trans-cyclooctène[1] (Figure 53). La tétrazine et le trans-cyclooctène se 

couple in vivo par une réaction de type IEDDA (Inverse Electron Demand Diels-Alder 

cycloaddition) pour former un cyclooctane. Dans un premier temps, l’anti-corps fonctionnalisé 

est injecté au petit animal. Les anticorps se distribuant très lentement, la sonde radiomarquée 

au cuivre-64 et fonctionnalisée avec une tétrazine est injectée seulement 48 heures après 

l’administration de l’anticorps. La bioconjugaison est réalisée in vivo par formation d’un 

cyclooctane. L’application de ses travaux a pour objectif de visualiser un carcinome colorectal. 

 

Figure 53 : Structure du [64Cu]-Tz-SarAr couplé à l’anticorps fonctionnalisé avec 4 

IRDye800CW[1] 

La combinaison radiométaux/fluorophore s’applique la compréhension, le diagnostic et le 

traitement des diabètes de type 1 et l’insulinome (tumeur pancréatique rare).[185] Cette sonde 

bimodale (Figure 54) est constituée d’un chélatant pour complexer le cuivre-64, d’une cyanine 

5 et d’un peptide E4-Fl (exendine 4 fonctionnalisé pour le ciblage des récepteurs GLP-1R 

(glucagon-like peptide 1 receptor) exprimés dans les tumeurs pancréatiques. 
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Figure 54 : Sonde bimodale [64Cu]-E4-Fl[185] 

Ces types d’agents d’imagerie bimodaux ont le potentiel pour faire de la chirurgie guidée 

et de l’histopathologie ex vivo, offrant ainsi accès à une approche théranostique. Plusieurs 

biomolécules sont couplées à ces sondes bimodales comme par exemple des dérivés RGD, des 

dérivés de la bombésine, de la neurotensine ou bien aussi l’octréotide (structures représentées 

dans le paragraphe V.1). Dans cette combinaison radiométal/fluorophore, beaucoup de dérivés 

de cyanine 7 ou de cyanine 5 sont utilisés pour leur gamme de longueurs d’onde idéale pour le 

proche-IR. Ces dérivés de cyanine sont souvent fonctionnalisés avec des sulfonates pour 

améliorer la solubilité. 

Le nombre important d’exemples avec les radiométaux est dû à la facilité de mise en œuvre 

du radiamarquage par complexation. Cependant, les complexes radiométal/chélatant possèdent 

une stabilité in vivo moins élevée que celle d’un composé radiomarqué possédant une liaison 

covalente C-F. De plus, l’énergie émise lors de la désintégration du positon provenant d’un 

radiométal est plus élevée que celle du fluor donnant des images présentant une moins bonne 

précision.  

A l’heure actuelle, cette combinaison TEP/FPIR implique majoritairement des radiométaux 

et très peu d’exemples existent avec du fluor-18. 

 

V.5.2) Fluor-18 / fluorophore 

Actuellement, il existe très peu d’exemples dans la littérature de sondes d’imagerie 

bimodales impliquant le fluor-18 pour l’imagerie TEP et une sonde fluorescente pour l’imagerie 

optique par FPIR. Quelques exemples mettant en œuvre une liaison B-18F existent dans la 

litérature. Ces composés borés portant un fluor-18 sont majoritairement des BODIPY[92,186–188] 

tirant parti de la fluorecence de ceux -ci. Le fluor-18 est introduit par substitution d’un fluor-19 
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lié au bore (Figure 55). C’est un marquage par substitution isotopique ce qui abaisse forcément 

l’activité molaire.   

 

Figure 55 : Schéma de marquage au fluor-18 d’un BODIPY  

Les travaux de Keliher et al. ont montré que l’activité molaire était au maximum de 2.7 

GBq/µmol dans le cas du marquage des BODIPY.[169] Une activité molaire de cet ordre de 

grandeur est faible comparée à celle obtenue avec le [18F]FDG par exemple qui est de 370 

GBq/µmol. De plus, la liaison bore-fluor, connue pour être une liaison stable, a montré une 

certaine instabilité in vivo, d’après les travaux de Carlucci et al.[188] De plus, la majorité des 

BODIPY n’émet pas dans la fenêtre spectrale du proche-IR.  

Il existe également des entités B[18F]F3 marqués de la même manière que les BODIPY 

comme le montrent les travaux de An et al.[189] Certaines de ces sondes bimodales ont été 

couplées à des biomolécules.[92,190,191] Par exemple, Rodriguez et al. ont couplé l’anti-corps 

mAb, par réaction d’acylation dans des conditions douces, à une sonde bimodale portant une 

cyanine 7 comme fluorophore et un dérivé borane de type B[18F]F3 pour l’imagerie TEP (Figure 

56).[191] 
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Figure 56 : Couplage par acylation de l’anti-corps mAb sur la sonde bimodale[190] 

La liaison carbone-fluor est plus stable in vivo et la stratégie de marquage permettant cette 

fluoration donne une meilleure activité molaire. Il est donc très intéressant et innovant de 

construire des sondes bimodales comportant une liaison 18F-C. A ce jour, il existe, dans la 

littérature, un seul exemple décrivant une liaison carbone-fluor. Il s’agit des travaux de Priem 

et al.[192] décrivant la synthèse d’une sonde bimodale TEP/FPIR avec un fluor-18 pour la TEP 

et une cyanine 5.5 pour la FPIR (Figure 57). Ils obtiennent un rendement de marquage corrigé 

de la décroissance compris entre 35 et 45% avec une pureté radiochimique comprise entre 80 

et 95%. De plus, la cyanine 5.5 a un rendement quantique de 38% ce qui est un bon rendement. 

Ces résultats sont donc très intéressants pour le développement de sonde bimodale avec une 

liaison carbone-fluor. Cette sonde duale est couplée par formation d’un lien amide entre le 

groupe prosthétique portant une fonction acide activée par une hydroxysuccinimide et une 

cyanine portant une fonction amine. La cyanine porte une fonction amide pour améliorer sa 

solubilité, cette fonction n’est cependant pas idéale pour réaliser un couplage avec une 
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biomolécule. La sonde développée par Priem et al. ne comporte pas de fonction d’accrochage 

permettant le couplage à une biomolécule et n’est donc pas utilisable directement pour des 

applications en imagerie. 

 

Figure 57 : Sonde bimodale synthétisée par Priem et al. 

Il est donc innovant et pertinent de développer une sonde bimodale ayant une bonne stabilité 

in vivo et une bonne activité molaire, ce qui est possible avec la liaison carbone-fluor. 

Cependant, le challenge synthétique est important pour gérer l’orthogonalité des fonctions 

permettant l’incorporation du 18F, du fluorophore ainsi que la biomolécule (Figure 58). 

 

Figure 58 : Schéma général d’un agent dual fluoré TEP/FPIR à base d’un groupement 

prosthétique 
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I- Introduction et objectifs  

Ce chapitre s’appuie sur des travaux préalablement réalisés au laboratoire concernant le 

développement de groupements prosthétiques O-glycosidiques (cf chapitre I, V.4.2). Les 

dérivés O-glycosides préalablement synthétisés ont été couplés à des biomolécules, notamment 

des peptides dérivés de la séquence RGD (Figure 59). Ces dérivés RGD sont utilisés pour le 

ciblage d’intégrines notamment αIIbβ3 et αVβ3 respectivement surexprimées dans les plaquettes 

du sang et sur les cellules impliquées dans l’angiogénèse. Ces dérivés O-glycosides fluorés en 

position 6 ont montré l’intérêt de l’utilisation de dérivés saccharidiques comme groupement 

prosthétique. La radiofluoration sur la position 6 a permis de bons rendements d’incorporation 

et le couplage par CuAAC sur le bras anomérique s’est avéré efficace. L’effet inhibiteur de ces 

O-glyco-RGD a été évalué vis-à-vis de l’intégrine αIIbβ3 par un test d’agrégation plaquettaire. 

Les dérivés gluco-RGDC, R2 et R3 ont montré une activité inhibitrice de 26 et 66 µM pour les 

configurations α et β respectivement. Le dérivé α-mannose-RGDC R1 et le dérivé β-glucose-

c(RGDfC) R4 ont une activité inhibitrice respective de 23 et 147.5 µM. Les dérivés 

glycopeptidiques linéaires obtenus ont donc montré une affinité notable in vitro envers les 

intégrines αIIbβ3 et le dérivé cyclique R4 a donné des résultats intéressants in vivo sur un modèle 

d’inflammation en imagerie TEP.  

 

Figure 59 : Structures des dérivés O-glycosides préalablement synthétisés  

Cependant, ces dérivés ont montré une stabilité non optimale (environ 1h) dans le sérum 

humain. En effet, une dégradation due aux glycosidases provoquant la lyse de la liaison C-O 

anomérique est observée[193] Afin d’augmenter la stabilité les dérivés O-glycosides, il a été 

envisagé de se tourner vers les dérivés C-glycosides, (Figure 60) la liaison C-C étant plus stable 

que la liaison C-O en milieu biologique.[194–197]  
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Les groupements prosthétiques C-glycosidiques envisagés sont donc fonctionnalisés en 

tirant parti des résultats concernant les dérivés O-glycosidiques i.e. fluorés en position 6 et 

azidés sur un bras pseudo-anomérique. Ils sont ainsi liés à des peptides dérivés de la séquence 

RGD (Figure 60). Ces agents d’imagerie sont destinés au diagnostic en imagerie TEP dans le 

domaine de l’oncologie particulièrement. 

 

Figure 60 : Structures des dérivés C-glycosides envisagés  

Dans le cadre du développement d’agents d’imagerie, il est nécessaire de synthétiser les 

références froides et les précurseurs de marquage correspondants. Une fois la synthèse des C-

glyco-RGD réalisée en chimie non-radioactive, les agents d’imagerie sont radiosynthétisés sur 

automate. Ces agents d’imagerie ont pour cible les intégrines αIIbβ3 et αVβ3 respectivement 

impliquées dans la thrombose et l’angiogénèse tumorale. L’évaluation biologique in vitro et in 

vivo de ces agents d’imagerie sera réalisée.  

Ce chapitre structuré en plusieurs parties débute par la rétrosynthèse des molécules 

envisagées suivie d’un aspect bibliographique concernant les méthodes de synthèse de C-

glycosides. Ensuite, la synthèse du précurseur de marquage et de la référence froide du 

groupement prosthétique est présentée. La troisième partie décrit le couplage du groupement 

prosthétique aux dérivés RGD par une réaction CuAAC, la quatrième partie détaille les 

évaluations biologiques in vitro des glycopeptides synthétisés puis la cinquième partie décrit 

les études de dynamiques moléculaires réalisées sur les glyco-RGD. Enfin la radiosynthèse et 

l’imagerie in vivo de l’agent d’imagerie est présentée.  

 

II- Rétrosynthèse de la référence froide et du précurseur 
de marquage 

Dans un premier temps, la stratégie de synthèse permettant l’accès au précurseur de 

marquage et à sa référence froide est décrite. La référence froide est l’équivalent du radiotraceur 

mais dans sa version non radioactive, c’est-à-dire comportant un fluor-19 classique et non un 

fluor-18. Cette référence froide est nécessaire car elle permet de caractériser par la suite, par 



Chapitre 2 : Synthèse de fluoro C-glycosides et conjugaison avec des dérivés RGD pour des 
applications en imagerie TEP 

71 
 

CLHP, le groupement prosthétique radioactif obtenu lors de la radiosynthèse. Le précurseur de 

marquage est la molécule comportant un bon groupe partant qui permet l’incorporation du 

fluor-18 via SN2 pour former le groupement prosthétique radioactif. La stratégie de synthèse 

envisagée est décrite sur le schéma rétrosynthétique ci-dessous (Schéma 1) : 

 

Schéma 1 : Schéma rétrosynthétique en série β 
 

La synthèse commence à partir de la molécule 1 (2,3,4,6-tétrakis-O-benzyl-β-D-

glucopyranose) qui est un produit commercial. La position anomérique de ce composé va être 

fonctionnalisée en premier lieu avec pour objectif de permettre un couplage entre le groupement 

prosthétique et différents peptides par l’intermédiaire d’un groupement azoture. Une fois la 

fonctionnalisation de la position anomérique terminée, une alternance de 

protection/déprotection des hydroxyles du dérivé C-glycoside est effectuée. Le composé 19 

permet, par deux voies de synthèse différentes, d’obtenir le précuseur de marquage 21 et la 

référence froide 23. Cette stratégie sera aussi utilisée pour l’anomère α. 

Pour plus de commodité et simplifer la compréhension, la numérotation prise en compte 

pour les positions des groupements sur le dérivé saccharidique correspond à la numérotation 

classique des sucres et non pas la numérotation correspondant à la nomenclature IUPAC. 

 

III- Principales méthodes de synthèse de C-glycosides : 
Aspect bibliographique 

Avant d’aborder les résultats de ce chapitre, un rappel bibliographique concernant les 

principales méthodes de synthèse de C-glycosides est abordé. Ce paragraphe a pour objectif de 
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donner un aperçu des principales méthodes de synthèse puisque ces dérivés font l’objet de ces 

travaux de thèse.  

Les O-glycosides sont des dérivés très utilisés en chimie et pour des applications 

biologiques. Cependant, les O-glycosides sont sensibles aux enzymes présentes in vivo. Pour 

palier à cet inconvénient, les C-glycosides sont une solution de choix car ils sont stables en 

milieu biologique, leur insensibilité face aux enzymes leur donne de l’intérêt pour des 

applications in vivo.[194–198] Les C-glycosides sont utilisés dans la synthèse de produits ayant 

une application biologique et pharmaceutique.[197,199] Il existe diverses méthodes de synthèse 

de dérivés C-glycoside dont quatre sont très couramment utilisées (Schéma 2). 

 

Schéma 2 : Principales méthodes de synthèse de C-glycosides 

Les quatre principales méthodes indiquées sur le Schéma 2 ci-dessus sont illustrées par 

quelques exemples. 

 

III.1.1) Synthèse de C-glycoside via des sucres électrophiles  

La synthèse de C-glycoside mettant en œuvre un dérivé saccharidique électrophile est la 

méthode la plus souvent mise en œuvre (Schéma 3). Un dérivé saccharidique protégé est mis 

en présence d’un agent "promoteur" pour former un carbocation anomérique ou donner un 
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caractère électrophile au carbone anomérique, conduisant à une réaction avec une espèce 

nucléophile. Dans ce cas, le mécanisme peut être de type SN1 ou SN2 en fonction du carbocation 

formé en position anomérique. Le solvant joue un rôle important dans la formation du 

carbocation, ce qui influe aussi sur le type du mécanisme. 

 

Schéma 3 : Synthèse de C-glycoside via un sucre électrophile  

Comme le montre le Schéma 3, de nombreux dérivés saccharidiques peuvent être utilisés 

pour la synthèse des C-glycosides et seulement quelques uns sont illustrés dans ce paragraphe. 

En 1982 Lewis et al.[200] utilisent des lactones pour former des dérivés C-glycosides par 

introduction d’un motif alkyle. Leur méthode consiste à mettre une gluconolactone 

tétrabenzylée en présence de bromure d’allylmagnésium dans l’éther puis le triéthylsilane est 

ajouté pour réduire le lactol formé (Schéma 4).  

 

Schéma 4 : Formation d’un dérivé C-glycoside à partir d’une lactone 

Les dérivés halogénés en position anomérique sont des électrophiles, ils sont activés par 

BF3.Et2O et via un mécanisme de type SN2 un C-glycoside de configuration β est obtenu. Les 

travaux de Misawa et al.[199,201] décrivent la synthèse de la saponarine, molécule ayant une 

activité antioxydante, hypoglycémique et hématoprotective. La saponarin est synthétisée à 

partir d’un dérivé glycosidique tétrabenzylé portant un fluor en position anomérique. Cette 
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position est activée par BF3.Et2O, puis par réarrangement de Fries, le composé C-glycoside de 

configuration β (Schéma 5) est obtenu.  

 

Schéma 5 : Synthèse de la saponarine 

Les acétates sont également utilisés comme groupe partant dans les réactions visant à former 

des dérivés C-glycosides. Les travaux de Wiebe et al.[202] décrivent la synthèse d’un dérivé C-

glycoside par couplage d’un organostannane catalysé par le TMSOTf dans le dichlorométhane. 

Dans ces conditions, un intermédiaire triflé de configuration β est formé permettant la 

formation, du composé de configuration α par réaction avec l’organostannane (Schéma 6). Le 

composé est ensuite désilylé par l’ajout de fluorure de tétrabutylammonium. 

 

 

Schéma 6 : Synthèse d’un dérivé C-glycoside à partir d’un O-glycoside acétylé électrophile 

Les imidates sont aussi des dérivés utilisés dans la synthèse de composés C-glycosides. Les 

travaux d’Ishida et al.[203] décrivent la synthèse de la chafuroside A (Schéma 7). Le sucre est 

activé en position anomérique sous forme de trichloroacétimidate. Le départ de l’imidate est 

activé par le TMSOTf, puis la réaction avec le dérivé phénolique, par réarrangement de Fries, 

conduit au dérivé C-glycoside de configuration β. 
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Schéma 7 : Synthèse de la chafuroside A 

 

III.1.2) Synthèse de C-glycosides via des sucres nucléophiles  

La synthèse de C-glycoside mettant en jeu des dérivés saccharidiques nucléophiles est 

représentée de manière schématique sur le Schéma 8. Un dérivé saccharidique protégé est mis 

en présence d’une base ou placé dans des conditions permettant la formation d’un carbanion 

anomérique réagissant avec un dérivé ayant un caractère électrophile. 

 

Schéma 8 : Synthèse de C-glycosides via un sucre nucléophile  

Plusieurs dérivés saccharidiques peuvent être utilisés dans ce type de réaction comme par 

exemple les dérivés halogénés, les glycals ou les acétates. 
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Les travaux de Koyama et al.[204] montrent la synthèse d’un C-glycoside à partir d’un glycal 

activé par métallation au t-BuLi puis une addition nucléophile sur le carbone portant la cétone 

conduisant alors à un alcool tertiaire (Schéma 9). 

 

Schéma 9 : Synthèse d’un C-glycoside à partir d’un glycal 

Les travaux de Li et al.[205] décrivent la synthèse de dérivés C-glycosides à partir d’une 

pyridyl-sulfone. La sulfone est réduite par le diiodure de samarium formant une espèce 

glycosyl-samarium (III) en position anomérique en configuration β. L’acrylate de tert-butyl se 

coordine au glycosyl-samarium (III) puis le diiodure de nickel (II) réduit l’alcène en alcane 

formant le C-glycoside (Schéma 10). 

 

Schéma 10 : Synthèse d’un C-glycoside à partir d’un sucre sulfone  

La synthèse d’un dérivé C-glycoside à partir d’un sucre bromé via un échange halogène-

métal est illustrée par Lichtenthaler et al.[206] Par attaque nucléophile sur le carbone électrophile 

de l’aldéhyde, le C-glycoside est formé (Schéma 11).  

 

Schéma 11 : Synthèse d’un C-glycoside à partir d’un sucre chloré  

 

III.1.3) Synthèse de C-glycoside via les métaux de transition 

La synthèse de C-glycosides mettant en jeu un métal de transition peut être réalisée avec 

différents substrats de types : dérivés halogénés anomériques, 1,2-glycals activés ou non en 

position anomérique par un halogène (Schéma 12). De nombreux couplages organométalliques 
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interviennent dans la préparation de C-glycosides et deux exemples représentatifs sont décrits 

ici.  

 

Schéma 12 : Formation de C-glycoside via un métal de transition 

Par exemple les travaux de Hartung et al.[207] décrivent la formation d’un C-glycoside par 

couplage pallado-catalysé entre un 1,2-glycal activé en position anomérique par un groupement 

stannylé et un dérivé bromé (Schéma 13).  

 

Schéma 13 : Synthèse de C-glycosides par couplage pallado-catalysé avec un 1,2-glycal 

stannylé en position anomérique 

L’utilisation de dérivés halogénés dans la formation de C-glycosides peut être illustrée avec 

les travaux de Gong et al.[208] Ils utilisent le couplage de Negishi pour former des C-glycosides 

en utilisant par exemple, un sucre tétrabenzylé bromé en position anomérique avec un dérivé 

du nickel comme catalyseur et un organozincique pour apporter le groupement alkyle (Schéma 

14). 

 

Schéma 14 : Synthèse de C-glycosides par couplage de type Negishi à partir d’un sucre 

halogéné 
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III.1.4) Synthèse de C-glycoside via des radicaux anomériques 

La synthèse de C-glycoside par réaction radicalaire avec des radicaux anomériques peut 

être représentée de la manière suivante (Schéma 15). Le dérivé saccharidique protégé est mis 

en présence d’un initiateur de radicaux permettant la formation de radicaux anomériques 

réagissant sur un carbone électrophile. 

 

Schéma 15 : Formation de C-glycosides par réaction radicalaire  

Les réactions radicalaires anomériques sont, par exemple, réalisées sur dérivés halogénés. 

Juhasz et al.[209] décrivent la synthèse d’un C-glycoside en mettant un dérivé saccharidique 

bromé, en présence d’un complexe de chrome (II) pour initier le radical et le faire réagir avec 

l’acrylate de méthyle, formant le C-glycoside (Schéma 16). 

 

Schéma 16 : Formation d’un C-glycoside par réaction radicalaire  

 

III.1.5) Autre méthode de synthèse 

Le laboratoire s’intéresse depuis de nombreuses années à la synthèse de C-glycosides  par 

réduction d’un exo-glycal, composé insaturé avec une double liaison exo-cyclique 

anomérique.[210] Par exemple, la réduction d’une double liaison tétrasubstituée conduit à des 

composés C-glycosyl avec la formation d’un nouveau centre chiral (Schéma 17). Cette 

réduction requiert des conditions assez dures (50 bars de H2 en présence de dioxyde de platine 

pendant 24h) lorsque R1 est un substituant aryl. Lorsque le substituant R1 est un hydrogène, 

l’hydrogénation en présence de palladium sur charbon sous une pression de 3 bars conduit au 
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C-glycoside correspondant avec un excellent rendement. Dans tous les cas, la réduction se 

produit stéreospécifiquement sur la face β qui est la moins encombrée du glycal. 

R1 = Aryl, aryl susbtitué

O

OO

O

O
COOMe

R1
O

OO

O

O

H

R1
COOMe

H2, 50 bars

PtO2, AcOEt S

O

OO

O

O
COOMe

R1 = H
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Pd/C, AcOEt

S1 S2

S3  

Schéma 17 : Réduction d’exo-glycal pour former des C-glycosides 

Ces exemples illustrent la diversité des méthodes d’accès aux composés de type C-

glycoside. Dans notre cas, la méthode de synthèse utilisée requiert un dérivé saccharidique 

portant un acétate en position anomérique.  

 

IV- Synthèse de groupements prosthétiques C-
glycosidiques 

La synthèse du groupement prosthétique débute par l’introduction d’un bras allylique en 

position anomérique puis sa fonctionnalisation. La fonctionnalisation régiosélective de la 

position 6 sera ensuite réalisée.   

 

 Introduction d’un bras allylique en position anomérique 

L’installation du bras allylique en position anomérique nécessite l’activation de cette 

position sous forme d’acétate. A partir du tétrabenzyl-D-glucose commercial, le composé 2 est 

obtenu avec un rendement quantitatif par action de l’anhydride acétique dans la pyridine.[211] 

Dans ces conditions le dérivé acétylé 2 obtenu est un mélange des deux isomères de 

configurations (Schéma 18).  

Deux méthodes différentes, inspirées de la littérature, sont utilisées pour introduire le bras 

allylique conduisant chacune majoritairement à l’anomère α ou β (Schéma 18). L’anomère β 

est obtenu en deux étapes (méthode A) : la première étape consiste à substituer l’acétate par un 

iode, ce qui permet dans un second temps d’introduire le bras allylique. Le dérivé iodé de 

configuration alpha sur lequel une réaction SN2 avec le bromure d’allylmagnésium est réalisée 
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conduit majoritairement au dérivé de configuration β. Cette réaction se déroule dans le 

dichlorométhane anhydre avec de l’iodure de triméthylsilane et du bromure 

d’allymagnésium.[212,213] L’intermédiaire iodé préparé est instable et doit donc être conservé 

sous atmosphère inerte tout au long de la réaction pour éviter qu’il se dégrade. L’instabilité de 

cet intermédiaire rend la mise en œuvre de cette réaction assez délicate. Le rendement de cette 

réaction est de 65% avec des proportions β/α : 95/5.  

L’anomère α est obtenu avec le triméthylsilane d’allyle et le trifluorure de bore 

diéthylétherate dans l’acétonitrile (méthode B)[214] avec un rendement de 74% avec des 

proportions β/α : 20/80.[212] Dans ce cas, un intermédiaire oxonium est formé avec une double 

liaison C=O orientant l’attaque du groupement allyle majoritairement en configuration α. Pour 

les deux méthodes, les C-glycosides α 3 et β 4 sont obtenus en mélange et sont séparés par 

chromatographie sur gel de silice. 

O
BnO

BnO BnO
OAc

OBn

1) TMSI, CH2Cl2 anhydre,
0°C, 1h30

2) allylMgBr, 0°C à 25°C, 
2h30, 65%

2

3

O
BnO

BnO BnO

OBn

O
BnO

BnO BnO

OBn

allylTMS, BF3.Et2O, 
CH3CN,

4°C, 48h, 74%

4

O
BnO

BnO BnO
OH

OBn
Ac2O, Pyridine

25°C , 24h
quantitatif1

ratio 95/5 ratio 20/80
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Schéma 18 : Synthèse des composés 3 et 4 

Le bras allylique installé sur le carbone pseudo-anomérique est ensuite modifié afin 

d’introduire un motif azoture. 

 

 Introduction d’un azoture  

L’objectif des prochaines des étapes de cette synthèse est de fonctionnaliser le bras allylique 

préalablement introduit sur le carbone pseudo-anomérique. Cette fonctionnalisation est 

articulée en quatre étapes : une hydroboration, une bromation, une hydrogénolyse et une 

azidation. La synthèse est effectuée sur les deux anomères séparément. 

Deux modes opératoires ont été essayés pour l’étape d’hydroboration, l’un avec BH3 et 

l’autre avec le 9-borabicyclo[3.3.1]nonane (9-BBN). Le mode opératoire avec BH3 nécessite 
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un traitement délicat par une quantité importante d’un mélange H2O2/NaOH (2M) (réaction 

fortement exothermique). Dans ce cas, les composés 5 (anomère β) et 6 (anomère α) sont 

obtenus tous les deux avec un rendement de 46%. Le mode opératoire avec le 9-BBN nécessite 

l’emploi d’une quantité plus faible du mélange H2O2/NaOH (2M) et dans ce cas, le rendement 

est de 97% pour 5 et 93% pour 6. Ce mode opératoire a donc été retenu (Schéma 19).[215] Cette 

étape est réalisée sur une quantité de 4 g au maximum. Au-delà de cette quantité, le rendement 

diminue de manière significative. 

 

Schéma 19 : Synthèse des composés 13 et 14 

La seconde étape consiste à substituer le groupement hydroxyle terminal par un brome. La 

réaction est réalisée dans le dichlorométhane anhydre avec PPh3 et CBr4 (Schéma 19).[216] Les 

composés 7 et 8 sont obtenus avec des rendements respectifs de 84% et 90%.  

La troisième étape consiste à déprotéger les fonctions alcools (Schéma 19). Cette étape a 

nécessité une optimisation des conditions opératoires en faisant varier le solvant, le catalyseur, 

le temps de réaction et la pression de dihydrogène dans le but d’obtenir des produits totalement 

déprotégés avec un rendement optimum (Schéma 19). Les différents résultats obtenus pour cette 

réaction sont rassemblés dans le Tableau 6. La réaction d’hydrogénolyse dans le 1,4-dioxane 

avec du Pd(OH)2 (20%, w/w) ne conduit pas aux produits débenzylés 9 et 11, le produit de 

départ n’est pas consommé (Tableau 6, entrée 1). L’hydrogénolyse des composés 7 et 8 a 
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ensuite été réalisée dans un mélange THF/H2O avec du Pd(OH)2 (20%, w/w). Lors de ces 

réactions d’hydrogénolyse, la formation d’un sous-produit 10 et 12 a été observée par RMN 1H 

avec l’apparition d’un triplet à 0.9 ppm indiquant la présence d’un CH3 et la disparition du motif 

CH2Br. Dans ces conditions d’hydrogénolyse, la liaison CH2-Br peut être clivée donnant un 

motif CH3. L’objectif est donc double : un rendement optimum en 9 et 11 et limiter la formation 

de 10 et 12. L’hydrogénolyse des composés 7 et 8 a d’abord été réalisée sur une petite quantité 

(500 mg) avec une pression de H2 de 50 psi, pendant 3h30 donnant les composés 9 et 11 avec 

un rendement de 99% (Tableau 6, entrée 2). Ensuite un scale-up a été réalisé, la quantité a été 

augmentée de 500 mg de sucre tétrabenzylé à 5 g. Avec une pression de H2 de 50 psi et un 

temps de réaction de 13 heures, les composés 9 et 11 ont tous deux été formés avec un 

rendement de 66%, les composés 10 et 12 ont été formés à hauteur de 34% (Tableau 6, entrée 

3). Ces conditions opératoires ne sont donc pas optimales pour cette réaction. Il a été choisi de 

diminuer le temps de réaction à 6 heures et d’augmenter la pression de H2 à 60 psi. Ces 

conditions opératoires ont permis d’obtenir les composés 9 et 11 avec un rendement de 80% et 

les composés 10 et 12 avec un rendement de 20% (Tableau 6, entrée 4). Dans le but de réduire 

la formation des composés 10 et 12, la pression de H2 a été diminuée à 40 psi. Dans ces 

conditions, les produits 9 et 11 ont été formés avec un rendement de 89% et les composés 10 et 

12 avec un rendement de 11% (Tableau 6, entrée 5). La formation des composés 10 et 12 ayant 

diminuée avec la pression de H2, la pression de H2 a encore été diminuée à 33 psi. A cette 

pression, avec un temps de réaction de 13 heures, les composés 9 et 11 sont obtenus avec un 

rendement de 95% et les composés 10 et 12 avec un rendement de 5%. Ces conditions 

opératoires sont satisfaisantes (Tableau 6, entrée 6) sur une quantité de 5g de dérivé C-

glycosidiques. Les produits 10 et 12 ayant des rapports frontaux très proches des produits 9 et 

11, ils ne sont pas séparables à ce stade. La synthèse est poursuivie avec ce mélange de produits, 

ce qui n’a pas posé de souci étant donné la très faible proportion de composés débromés. 
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Tableau 6 : Essais d’hydrogénolyse 

Entrée Solvant 
Pression de 

H2 (psi) 
Temps (h) 

Rendement 
9/11 (%) 

Produit débromé 
10/12 (%)a 

1 1.4-dioxane 33 4 0 0 

2 THF/eau 50 3.5 99 0 

3 THF/eau 50 13 66 34 

4 THF/eau 60 6 80 20 

5 THF/eau 40 13 89 11 

6 THF/eau 33 13 95 5 
abasé sur l’intégration du signal du groupe CH3 en RMN 1H 

 

La dernière étape de fonctionnalisation du bras est une azidation. Pour cette étape, deux 

modes opératoires ont été essayés : dans le DMF à 50°C pendant 13 heures avec 5 éq de 

NaN3
[217] et dans un mélange acétone/eau (6/1) porté à reflux pendant 13 heures avec 2 éq de 

NaN3
[218] (Schéma 19). Le rendement obtenu avec ces deux modes opératoires est quantitatif, 

ce qui est très satisfaisant. Le mode opératoire utilisant le mélange acétone/eau, plus facile à 

éliminer que le DMF, et nécessitant moins d’équivalents de NaN3 a été néanmoins préféré. Les 

composés 13 et 14 sont obtenus avec un rendement quantitatif après purification. 

 

 Fonctionnalisation de la position 6 

La position 6 doit être fonctionnalisée de manière régiospécifique, par un fluor pour la 

référence froide et par un triflate pour le précurseur de marquage. 

 

IV.3.1) Synthèse du précurseur de marquage 

L’obtention du précurseur de marquage se fait à partir des composés 13 et 14 en trois 

étapes : une tritylation/acétylation "one pot", suivi d’une détritylation et d’une triflation. 

La première étape consiste à protéger régiosélectivement l’hydroxyle en position 6 par un 

groupe trityle suivie d’une acétylation des hydroxyles secondaires.[219] Cette réaction est 

réalisée en "one pot", dans la pyridine avec du chlorure de trityle (TrCl) et de la 4-

diméthylaminopyridine (4-DMAP). L’incorporation de ce groupement étant longue, le milieu 

réactionnel est chauffé à 45°C pour accélérer la réaction (Schéma 20). Au cours de cette étape, 

les composés 10 et 12 présents en faible quantité, ont été également tritylés et acétylés ce qui a 
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permis, à ce stade, de les séparer lors de la purification sur gel de silice. Les composés 15 et 17 

sont obtenus avec des rendements respectifs de 62% et 69%. 

La seconde étape consiste à déprotéger de manière sélective la position 6 (Schéma 20). Le 

premier mode opératoire utilisé est réalisé avec de l’acide formique dans l’éther.[220] La 

déprotection se produit en 45 minutes avec un rendement après purification de 52% et 48% 

respectivement pour les composés 19 et 20. Dans le but d’optimiser le rendement de cette 

déprotection, d’autres conditions opératoires sont essayées. Cette réaction est réalisée à 

température ambiante dans le dichlorométhane avec une solution de 20% de TFA dans le 

dichlorométhane.[221] Le rendement obtenu pour les composés 19 et 20 est de 60%. Finalement, 

la réaction a été réalisée à 0°C dans le dichlorométhane avec une solution de 20% de TFA dans 

le dichlorométhane en 15 minutes. Les rendements après purification des composés 19 

(configuration β) et 20 (configuration α) sont respectivement de 73% et 70%.[193]  

La troisième étape est une triflation de l’hydroxyle primaire.[222] La réaction est réalisée 

dans le dichlorométhane avec de la pyridine et de l’anhydride triflique (Schéma 20). Le produit 

brut est purifié très rapidement par chromatographie sur gel de silice afin d’éviter toute 

dégradation. Les précurseurs de marquage 21 et 22 sont obtenus après purification avec des 

rendements respectifs de 80% et 48%. Ils seront utilisés ultérieurement pour effectuer les 

radiosynthèses des groupements prosthétiques. 

 

Schéma 20 : Synthèse des précurseurs de marquage 21 et 22 

 

IV.3.2) Synthèse de la référence froide 

Les références froides sont synthétisées en deux étapes à partir des composés 19 et 20.  
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La fluoration de l’hydroxyle primaire est réalisée dans le diglyme avec le DAST comme 

agent de fluoration.[27] Les composés 23 et 24 sont obtenus avec des rendements de 61% et 52% 

respectivement (Schéma 21). 

La déprotection des acétates se fait à température ambiante en une heure par action du 

méthanolate de sodium formé in situ dans le milieu réaction.[223] Les composés 25 et 26 sont 

obtenus après purification par chromatographie sur gel de silice avec des rendements 

quantitatifs (Schéma 21). 

 

Schéma 21 : Synthèse des références froides 

 

V- Synthèse de glycopeptides par conjugaison avec des 
dérivés de RGD 

Les références froides des groupements prosthétiques étant synthétisées, différents 

glycopeptides obtenus par conjugaison avec des dérivés RGD ont été préparés. Ces composés 

sont utiles pour les études biologiques in vitro et pour la caractérisation des radiotraceurs. 

Les dérivés RGD sont des ligands des intégrines dont il convient de rappeler ici brièvement 

les principales caractéristiques et propriétés. Les intégrines sont des protéines hétérodimériques 

impliquées dans les voies de signalisation de l’angiogénèse. L’intégrine la plus étudiée est 

l’intégrine αVβ3 qui représente un biomarqueur très spécifique en particulier pour surveiller la 

progression des tumeurs. L’intégrine αIIbβ3, protéine transmembranaire, est également très 

étudiée. Sa fonction physiologique est intimement liée au processus d’activation plaquettaire 

de la thrombose.[108,118,119] Grâce à sa capacité à se lier aux intégrines, le RGD est la séquence 

peptidique la plus étudiée.[98,99] Les dérivés linéaires contenant cette séquence RGD ont été les 

premiers étudiés mais ont montré de faibles affinités et une dégradation dans un environnement 

biologique. Les dérivés RGD cycliques tel que le c(RGDfK) ou le c(RGDyC) possédant une 

conformation plus contrainte de la séquence montrent une meilleure stabilité in vivo et une 

meilleure affinité avec certaines intégrines.[100,108,111] Les sondes radiomarquées couplées à des 

dérivés RGD sont utilisées dans la recherche sur le cancer (intégrine αVβ3) pour réaliser des 
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diagnostics,[101,108,109,119] mais aussi appliquées en biologie plaquettaire et pour l’imagerie de la 

thrombose (intégrine αIIbβ3).[108,116–119] 

 

 Propargylation des peptides RGDC et c(RGDfC) 

Les peptides choisis ici sont des dérivés de la séquence RGD : un composé linéaire RGDC 

et un composé cyclique c(RGDfC). Dans le but de coupler par liaison covalente les peptides et 

les dérivés glycosidiques, il faut au préalable fonctionnaliser les peptides. Au sein du 

laboratoire, une méthode de propargylation régiosélective de peptides contenant une cystéine a 

été développée précédemment. La propargylation consiste à additionner du bromure de 

propargyle sur les dérivés commerciaux RGDC 27 et c(RGDfC) 28 en présence d’hydroxyde 

d’ammonium dans un mélange H2O/MeOH (Schéma 22).[117,224] Cette méthode de 

fonctionnalisation tire son efficacité de la forte réactivité de la fonction thiol de la cystéine qui 

réagit très facilement avec le bromure de propargyle. 
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Schéma 22 : Propargylation des peptides RGDC et c(RGDfC)  

La propargylation conduit aux peptides propargylés 29 et 30, avec des rendements respectifs 

de 85% et 82%. Ces deux composés sont utilisés par la suite sans purification. 

 

 Couplage par CuAAC 

Le couplage des peptides S-propargylés 29 et 30 avec les dérivés C-glycosidiques 25 et 26 

est réalisé par CuAAC (Copper catalyzed Azide Alkyne Cycloaddition).[113,117,166] C’est une 

réaction régiosélective de cycloaddition conduisant à un triazole 1,4 disubstitué et réalisée dans 

des conditions douces, rapides et sans formation de sous-produits. La réaction se fait dans l’eau 

avec du Cu(OAc)2 et de l’ascorbate de sodium comme agent réducteur (Schéma 23). 
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Schéma 23 : Synthèse et structure des différents glycopeptides 

Les composés 25 et 26 ainsi que les peptides 29 et 30 sont mis en réaction à température 

ambiante pendant deux heures. Après contrôle par CCM pour observer la consommation du 

dérivé glycosidique, la réaction est stoppée par ajout de résine échangeuse de cations (Chelex®). 

Le milieu réactionnel est ensuite filtré puis lyophilisé. Les composés 31, 32, 33 et 34 sont 

obtenus après purification sur colonne d’exclusion stérique (LH20®) avec des rendements 

respectifs de 74%, 71%, 69% et 65%. Dans le cas du peptide cyclique, les synthèses des 

glycopeptides sont mises en œuvre sur une très petite quantité de peptide, de l’ordre de 5 mg, 

ceci étant dû à son coût élevé. 

 

VI- Evaluation biologique in vitro des glycopeptides 

L’évaluation biologique in vitro a été réalisée en collaboration avec le Dr. Véronique 

Regnault et Cécile Lakomy du laboratoire Défaillance Cardiovasculaire Aigüe et Chronique 

(DCAC) de l’Inserm_S 1116.  

Les peptides RGDC 29 et c(RGDfC) 30, ainsi que les glycopeptides 31-34 ont été évalués 

dans des tests d’agrégations plaquettaires pour les intégrines αIIbβ3 (Figure 61, Tableau 7) et 

des tests sur des cellules musculaires lisses (CML) pour les intégrines αVβ3 (Figure 62, Tableau 
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7). L’intégrine la plus exprimée sur les plaquettes est l’intégrine αIIbβ3, son expression est 

limitée aux cellules de la lignée mégacaryocytaire qui est un récepteur adhésif crucial pour 

l’agrégation plaquettaire.[225] Dans la paroi vasculaire, la sous-unité αV est associée β1, β3, β5, 

β6 et β8 qui jouent différents rôles dans l’attachement et la migration, mais la sous-unité αV est 

associée qu’à la sous-unité β3 à la surface des CML[226] et seulement αVβ3 interagit avec les 

principaux ligands matriciels.[227] La première fonction identifiée de αVβ3 est sa capacité à 

assurer la médiation de l’attachement des cellules, y compris les CML, à la vitronectine. Par 

conséquent l’inhibition de l’agrégation plaquettaire et l’inhibition de l’adhérence des CML à la 

vitronectine sont des essais pertinents et significatifs pour évaluer la liaison des différents 

composés vis-à-vis des intégrines αIIbβ3 et αVβ3.  

Les tests d’agrégations plaquettaires ont été réalisés dans le but de mesurer l’effet inhibiteur 

induit par l’adénosine diphosphate (ADP) sur l’agrégation plaquettaire (Figure 61). Le tableau 

7 recense toutes les valeurs des CI50 relatives aux activités inhibitrices. Pour les tests 

d’agrégation plaquettaire, les références peptidiques RGDC et c(RGDfC) ont des activités 

inhibitrices respectives de 223 et 139 µM (Tableau 7, entrées 1 et 2). Ces résultats sont en 

accord avec la littérature qui montrent que les peptides cycliques sont plus afins que les 

linéaires. Ces résultats montrent qu’à toutes les concentrations testées les glycopeptides 

linéaires 31 et 32 ont un meilleur potentiel inhibiteur que le RGDC et c(RGDfC) alors que les 

glycopeptides cycliques 33 et 34 (CI50 > 250 µmol) inhibent faiblement l’agrégation 

plaquettaire. En effet, les CI50 pour les C-glyco-RGD linéaires 31 et 32 sont respectivement de 

100±5 et 65±7 µM (Tableau 7, entrées 3 et 4), ce qui est surprenant compte tenu des données 

de la littérature et des résultats sur le peptide linéaire natif montrant une moins bonne affinité 

des peptides linéaires envers les intégrines αIIbβ3.[108] L’ajout du sucre a clairement un impact 

sur l’affinité. 

L’activité des glyco-RGD vis-à-vis des intégrines αVβ3 a aussi été évaluée par un test 

d’adhésion cellulaire. L’inhibition de la liaison intégrine vitronectine par les glyco-RGD est 

mesurée par un test d’adhésion cellulaire CML. Le peptide RGDC et les glyco-RGD linéaires 

31 et 32 montrent un faible déplacement de la vitronectine. Ces composés ont les plus basses 

activités inhibitrices (Tableau 7, entrées 1, 3 et 4) avec des valeurs supérieures à 2000 µM. 

Contrairement aux composés linéaires, le c(RGDfC) et les C-glyco-RGD cycliques 33 et 34 

montrent une activité inhibitrice très intéressante. Les CI50 pour les composés 28, 33 et 34 sont 

respectivement de 2.8±0.7, 4.4±6 et 9.3±0.6 µM (Tableau 7, entrées 2, 5 et 6). Ces résultats 

sont en accord avec la littérature, c’est-à-dire que les peptides cycliques sont plus afins envers 
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les intégrines αVβ3.L’ajout du motif glycosidique, dans ce cas ne semble pas modifier l’affinité 

du peptide cyclique. Ceci est un résultat très positif car l’ajout d’un groupement prosthétique 

sur un peptide et la modification en général d’un ligand peut entraîner une perte significative 

d’affinité et cela n’est pas le cas pour 33 et 34. 

 

Figure 61 : Evaluations in vitro des dérivés RGD et C-glyco-RGD envers les intégrines αIIbβ3 

 

 

Figure 62 : Evaluation in vitro des dérivés RGD et des C-glyco-RGD envers les intégrines 
αVβ3 (a) de 0 à 2000 µM, (b) zoom de 0 à 100 µM 
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Tableau 7 : Evaluations biologiques in vitro sur les plaquettes et les CML 

Entrée (glyco)peptide 

CI50 (µM) 

agrégation 
plaquettaire 

adhésion CML 

1 RGDC 27 223 ± 11 > 2000 

2 c(RGDfC) 28 139 ± 6 2.8 ± 0.7 

3 31 100 ± 5 > 2000 

4 32 65 ± 7 > 2000 

5 33 > 250 4.4 ± 0.6 

6 34 > 250 9.3 ± 0.6 

 

En résumé, de façon surprenante, les C-glyco-RGD linéaires 31 et 32 ont une meilleure 

affinité vis à vis des intégrines αIIbβ3 par rapport aux C-glyco-RGD cycliques 33 et 34, laissant 

ainsi supposer l’effet bénéfique engendré par la présence de la partie C-glycosidique. En qui 

concerne les intégrines αVβ3, nous retrouvons la tendance de la littérature indiquant que les 

dérivés cycliques sont plus affins que les dérivés linéaires  

 

VII- Etudes par dynamique moléculaire des glycopeptides 

En collaboration avec le laboratoire LPCT UMR 7019 (Dr. François Dehez, Dr. Antonio 

Monari et Dr. Alexandrine Lambert), des études de dynamiques moléculaires ont été effectuées 

afin d’analyser la structuration des glycopeptides et leur interaction avec l’intégrine αVβ3 et 

ainsi avoir une explication des résultats biologiques obtenus. 

La structure dynamique des composés 31 et 33 de la série  (Figure 63) a été déterminée 

en milieu aqueux (Figure 64). Pour le composé 33, il a été montré que le squelette cyclique du 

peptide est essentiellement rigide tandis que le bras espaceur portant la partie glycosidique est 

principalement dans une conformation étendue empêchant les interactions intramoléculaires. 

Par conséquent, la partie glycosidique se déplace dans un volume opposé à la partie peptidique. 

Pour le composé 31, il a été montré que la partie glycosidique se déplace d’un seul côté par 

rapport à la partie peptidique cyclique, cela est dû à des interactions intramoléculaires avec 

l’arginine et l’acide carboxylique terminal de la cystéine. De plus, la seule interaction 

intramoléculaire entre la partie saccharidique et le peptide a lieu avec l’arginine, ce qui fait que 

le déplacement de la partie glycosidique est plus libre. Les glycopeptides linéaires sont donc 

plus flexibles que les glycopeptides cycliques. 
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Figure 63 : Structures des composés 31 et 33 

 

 

Figure 64 : Structure dynamique des composés 31 (à droite) et 33 (à gauche) 

Ces études de dynamique moléculaire ont permis de montrer que le sucre sur le peptide 

linéaire a un mouvement large et non localisé, générant finalement peu de gène stérique. Ceci 

permet aux glyco-RGD linéaires d’avoir une bonne affinité avec les intégrines αIIbβ3 possèdant 

un site de fixation plus enfoui (comme le montre la Figure 65). Les glycopeptides cycliques 

quant à eux, sont plus encombrés avec un déplacement du sucre latéralisé et de ce fait, ont donc 

une mauvaise affinité envers les intégrines αIIbβ3. 
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Figure 65 : Peptide RGD cyclique c(RGDfVNMe) interagissant avec les intégrines v3 
(gauche) et RGD linéaire interagissant avec les intégrines IIb3 (droite) observés 

respectivement dans les structures cristallines PDB:1L5G et PDB:3ZE2. Les sous-unités  et  
sont représentées respectivement par des surfaces moléculaires orange et bleue.

 

L’interaction du composé 33 avec l’intégrine αVβ3 a été étudiée. Les modèles ont été 

construits en utilisant le composé 33 et la partie extracellulaire de l’intégrine αVβ3 (structure 

PDB : 1L5G)[228]. Le composé 33 a été choisi pour ces études de dynamique moléculaire suite 

aux résultats biologiques sur les CML montrant une CI50 de 4.4±0.6 µM. Cette simulation est 

réalisée dans une boîte à eau contenant une solution de 150 mM de NaCl (Figure 66). Les ions 

chlorure, sodium et magnésium sont répresentés respectivement en violet, gris et vert par des 

sphères de Van der Waals. Les molécules d’eau sont répresentées par une surface de couleur 

cyan. Les hélices des intégrines et les domaines βA sont respectivement représentés par des 

bandes orange et bleue.  

 
Figure 66 : Boîte de simulation pour la molécule 33 complexée avec un segment 

extracellulaire de l’intégrine αVβ3 ; atomes représentés par des sphères de Van der Waals colorés en 
fonction des atomes : rouge = oxygène, blanc = hydrogène, jaune = soufre, bleu = azote et cyan = carbone 
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Une modélisation de la liaison entre l’intégrine αVβ3 et le peptide c(RGDfC) (IC50 = 4.4 

µM) ainsi que le composé 33 (IC50 = 2.8 µM) ont été effectuées (Figure 67). Une faible 

interaction est observée entre l’acide aspartique des peptides et les ions magnésium, une plus 

forte interaction est associée aux acides aminés S121, S123 et E220. Une liaison hydrogène est 

observée entre l’acide aspartique des peptides et l’acide aminé Y122. La fonction guanidine de 

l’arginine forme un fort pont salin avec l’acide aminé D218. La partie glycosidique interagit 

avec le domaine βA de l’intégrine et aussi avec les résidus chargés K125 et D126.  

 

Figure 67 : Aperçus de l’interface de liaison entre l’intégrine αVβ3 et le c(RGDfC) (à gauche) 
et le composé 33 (à droite) 

Ces études montrent que le binding de la partie peptide cyclique était assez identique à celle 

du peptide natif. La présence de la partie glycosidique génère de plus quelques interactions 

stabilisantes. La présence du bras flexible entre le sucre et la partie RGD apparait donc 

clairement comme un avantage pour le maintien de l’affinité.  

Les simulations et la modélisation moléculaire rationnalisent les propriétés biologiques 

distinctes des C-glyco-RGD linéaires et cycliques. L’obtention d’un profil d’affinité distinct est 

clairement un résultat pertinent pour des applications in vivo.[193]   

 

VIII- Développement radiochimique sur le composé 
[18F]33  

La radiosynthèse du composé [18F]33 a été effectuée au sein de la plateforme d’imagerie 

moléculaire NancycloTEP au CHRU à Vandoeuvre-lès-Nancy en collaboration avec le Docteur 

Charlotte Collet et avec l’assistance de Romain Filosa. D’une manière générale, les 

radiosynthèses sont réalisées sur des automates et nécessitent la mise au point de conditions 
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CLHP. Une procédure de radiosynthèse multi-étapes (approche prosthétique) pour la 

production de peptides radiomarqués au 18F est nécessaire. 

L’utilisation d’agents radioactifs nécessite une séquence radiochimique totalement 

automatisée qui permet une radioprotection de l’utilisateur et améliore la reproductibilité et la 

répétabilité, favorisant la translation du préclinique vers des études cliniques. L’automatisation 

est une étape cruciale dans le développement du radiotraceur afin d’assurer sa production avec 

un minimum d’intervention humaine. Cependant, compte tenu de la complexité d’un procédé 

automatisé, seuls un petit nombre de publications décrivent une automatisation complète ou 

presque de radiosynthèses de peptides marqués au 18F via une approche par groupement 

prosthétique.[121,229–232] La plupart de ces exemples nécessitent une certaine forme de 

manipulation manuelle pour la reformulation ou la purification finale notamment. En effet, une 

radiosynthèse multi-étapes n’est pas facilement automatisable et seulement peu d’automates 

ont la versatilité nécessaire à la mise en œuvre une telle séquence. Parmi les automates 

commerciaux disponibles, le module AllInOne (AIO) de Trasis® (paragraphe VIII.2) est un 

module versatile qui peut facilement mettre en œuvre un large panel de séquences 

radiochimiques. Cet automate est l’un des automates les plus adaptés pour réaliser des 

radiosynthèses multi-étapes grâce à ses deux réacteurs chauffants et son système CLHP intégré 

avec deux positions pour des colonnes CLHP. La radiosynthèse développée est effectuée sur 

cet automate.  

 Mise au point des conditions CLHP 

Un des pré-requis en radiochimie est d’effectuer une mise au point des conditions de 

purification CLHP des composés impliqués dans la radiosynthèse. En effet, la purification des 

produits radioactifs doit être réalisée dans des temps très courts et les seules techniques 

utilisables sont la purification par cartouche d’extraction en phase solide (cartouche SPE) ou la 

CLHP. Cette mise au point permettra dans un premier temps de pouvoir ultérieurement 

identifier et caractériser les radiotraceurs, mais aussi d’avoir une purification par CLHP efficace 

et optimisée des produits issus des réactions. Les conditions d’élution ont été optimisées en 

élution isocratique pour permettre la meilleure séparation possible avec au moins 2 min de 

différence de temps de rétention et des temps de rétention compatibles avec la radiochimie (< 

20 min). Les cinq composés cités précédemment ont été analysés en CLHP pour déterminer 

leurs temps de rétention. 
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 CLHP du précurseur de marquage 21 et du composé fluoré 23 

Après optimisation, les conditions idéales pour séparer les dérivés 21 et 23 impliqués dans 

l’étape de radiomarquage au fluor-18 sont d’utiliser une colonne Alltima C8, 5 µm, 150x4.6 

mm dans un éluant ACN/H2O 55/45 en isocratique avec un débit de 1.0 mL/min.  

Dans ces conditions, ces dérivés montrent des temps de rétention inférieurs à 20 minutes, 

le composé issu de la fluoration 23 est élué en 7.5 minutes et est facilement séparable du 

précurseur de marquage qui a un temps de rétention de 15.7 minutes (Figure 68). 

 

Figure 68 : temps de rétention des composé 21 et 23 

 

 CLHP du groupement prosthétique 25, du peptide propargylé 30 et du glycopeptide 33 

Après optimisation, les conditions idéales pour séparer les composés 25, 30 et 33 impliqués 

dans l’étape de CuAAC sont d’utiliser une colonne Vydac 218TP C18, 5 µm, 250x4.6 mm dans 

un éluant ACN/H2O : 17/83 avec 0.1% de TFA en isocratique avec un débit de 1.0 mL/min. 

Dans ces conditions, ces dérivés montrent des temps de rétention inférieurs à 20 minutes, 

le composé 33 issu de la réaction CuAAC est élué en 7.3 minutes et est facilement séparable 

des composés de départ 25 et 30 ayant respectivement des temps de rétention de 4.7 min et 13.2 

min (Figure 69).  

 
Figure 69 : temps de rétention des composés 25, 30 et 33 
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 L’automate AllInOne (AIO) 

Cet automate (Figure 70) est très polyvalent avec un équipement contenant deux étages de 

dix-huit mécanismes de rotation ayant plusieurs positions, deux réacteurs chauffants et sept 

détecteurs de radiations. Il possède également un système CLHP intégré disposant de deux 

positions pour des colonnes CLHP avec un détecteur UV et un détecteur de radioactivité 

intégrés. AIO fonctionne avec des cassettes à usage unique et des sets de réactifs. Cela facilite 

les conformités BPF (Bonnes Pratiques de Fabrication) et prévient des contaminations. Les 

composants disponibles en vrac permettent d’assembler ces cassettes pour des problématiques 

liées à la recherche sur lesquelles de nombreux composants peuvent être positionnés : des pics 

(pour les vials des réactifs), des cartouches SPE, des seringues ou des tubulures. Tous ces 

matériaux sont compatibles avec les acides, les bases, les solvants et sont appropriés pour des 

applications médicales.    

 

Figure 70 : Automate AllInOne 

Le logiciel convivial reproduit l’image de la disposition de la cassette (Figure 71) et montre 

en temps réel tous les mouvements de l’automate pendant la production du radiotraceur. 
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Figure 71 : Représentation schématique du module AIO utilisé pour la préparation de 
[18F]33 ; anneaux de couleurs : rouge = préparation du K[18F]F-K222, jaune = radiomarquage, vert = 

déprotection, bleu = couplage par CuAAC, blanc = reformulation 

 

 Préparation de l’automate et de la cassette 

Avant la réception de l’activité radioactive, les colonnes et les éluents pour les CLHP semi-

préparatives ont été installés : CLHP 1 (colonne Alltima C8, éluant : ACN/H2O 55/45 v/v), 

CLHP 2 (colonne Vydac 218TP C18, éluant : ACN/H2O 17/83 v/v avec 0.1% de TFA).La 

cassette à usage unique est construite de toute pièce avec deux séries de trois manifolds. 

Plusieurs composants ont été connectés sur la cassette comme décrit sur la Figure 71 : pics 

(TPX), cartouches SPE, seringues luer-lock (BD) et les tubes de silicones équipés d’un 

connecteur mâle ou femelle. Des flacons sertis en verre, de 50 mL (vials A, J et D), de 4 mL 

(vials B, C et K) et de 1.2 mL (vials E, F, G, H et I) ont été plantés sur les pics. Tous ces 

matériaux sont à usage unique et sont utilisables pour des applications médicales. La liste des 

réactifs utilisés pour la procédure automatisée est décrite dans le Tableau 8. 
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Tableau 8 : Préparation détaillée pour une radiosynthèse de [18F]33 sur l’automate AllInOne 

Position Réactifs ou matériel Quantités 

P2 Acétonitrile anhydre (ACN) / Vial A 10 mL 

P3 K222/K2CO3 (5.3 mg/1.3 mg) dans ACN/H2O (8/2 v/v) / Vial B 1 mL 

P4-P5 Sep-pak® Light QMA-carbonate 1 

P6 Plunger (20 mL) / SA2 1 

P8 Précurseur 21 / Vial C 5 mg 

P9 Seringue de 20 mL / SA3 1 

P10-P11 Sep-pak® cartouche silice 1 

P12 Seringue de 10 mL / SA4 1 

P13 Eau pour injection (Poche) / Bag W 1 

P15-P16 Cartouche échangeuse de cation (Chelex®) 1 

P21 Poche NaCl 0.9% / Bag N 1 

P22 Ethanol/NaCl 0.9% (5/5 v/v) / Vial K 2 mL 

P23-P25 Cartouche Oasis HLB 1 

P27 ACN/H2O (55/45 v/v) / Vial D 10 mL 

P28 Cu(OAc)2 dans H2O (11 µmol/mL) / Vial I 0.3 mL 

P29 c(RGDfC) propargylé 30 dans H2O (1.6 µmol /mL) / Vial H 0.3 mL 

P30 Ascorbate de sodium dans H2O (22 µmol/mL) / Vial G 0.3 mL 

P31 NaOH 1M / Vial E 0.3 mL 

P33 HCl 1M / Vial F 0.3 mL 

P35 Vial de dilution H2O / Vial J 10 mL 

 

Le précurseur 21 (Vial C, P8) a été dilué avec 2 mL de ACN anhydre (Vial A, P2) avant 

réception de l’activité, le module est maintenant prêt à recevoir l’activité pour la radiosynthèse. 

 Radiomarquage du composé [18F]33 

Le composé [18F]33 a été synthétisé à l’aide d’une séquence de réaction originale, que nous 

avons développé, décrite dans le Tableau 9. Le développement de la radiosynthèse de [18F]33 

requiert une radiosynthèse multi-étapes. Le proccesus totalement automatisé implique une 

réaction "two-pot" en trois étapes : le radiomarquage du précurseur 21, la déprotection générant 

le groupement prosthétique [18F]25 et le couplage avec c(RGDfC) conduisant alors au 

[18F]fluoro-C-glyco-c(RGDfC) [18F]33 (Schéma 24). Cette stratégie implique deux procédures 

de purification par CLHP et une étape de reformulation. Les différentes étapes sont symbolisées 

par différents anneaux de couleurs sur la représentation schématique du module AIO (Figure 

71). Les vials avec les anneaux rouges sont utilisés pour la préparation du K[18F]F-K222, les 

jaunes pour le radiomarquage, les verts pour la déprotection, les bleus pour le couplage par 

CuAAC et les vials avec des anneaux blancs pour la reformulation.   
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Tableau 9 : Séquence de réaction pour la radiosynthèse de [18F]33 

Fluoration du précurseur du groupe prosthétique 21 

1 - [18F]F- piégeage sur cartouche carbonate QMA 

2 - [18F]F- élution avec l’éluant 

3 - Evaporation azéotropique à 110°C pendant 10 min pour former le complexe K[18F]F-
K222  

4 - Addition du précurseur 21 dans le réacteur 1 

5 - [18F]Radiofluoration à 95°C pendant 5 min 

6 - Pré-purification sur cartouche SPE de silice 

Purification de [18F]23 sur 1ère CLHP semi-préparative 

1 - Injection du produit brut sur CLHP semi-préparative 

2 - Collection de [18F]23 dans le réacteur 2 

Préparation du 18F-fluoro-C-glycoside comme groupe prosthétique [18F]25 

1 - Evaporation de la phase mobile 

2 - Saponification avec NaOH à TA pendant 9 min 

3 - Neutralisation avec HCl 

Préparation du [18F]F-C-glyco-c(RGDfC) [18F]33 

1 - Addition de l’ascorbate de sodium 

2 - Addition du peptide propargylé 30 

3 - Addition de Cu(OAc)2 

4 - Couplage à 55°C pendant 25 min 

Purification du glycopeptide [18F]33 

1 - Injection du produit brut sur la 2éme CLHP semi-préparative 

2 - Récupération de [18F]33 dans le vial de dilution 

Formulation de [18F]33 

1 - Piégeage de [18F]33 sur cartouche SPE Oasis HLB  

2 - Lavage de la cartouche avec de l’eau 

3 - Elution avec un mélange éthanol/NaCl 0.9% puis avec NaCl 0.9%  

4 - Récupération de [18F]33 dans le vial de produit final 
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Schéma 24 : Radiosynthèse de [18F]33 

La radiosynthèse débute avec la préparation du complexe K[18F]F-K222 nécessaire à la 

radiofluoration. Ce complexe est réalisé de façon classique, une solution d’eau enrichie 

contenant des fluorures-18 est passée sur une cartouche de résine échangeuse d’anions 

(cartouche QMA). Les fluorures sont accrochés tandis que l’eau enrichie est éluée. Cette 

cartouche est ensuite éluée avec une solution contenant du K2CO3 et du Kryptofix® K222, 

permettant d’échanger les fluorures-18 par des carbonates et de les complexer avec le K222. La 

solution est récupérée dans le réacteur 1. La première étape est le radiomarquage au fluor-18 

du précurseur 21 dans le réacteur 1. En tirant parti des travaux précédents sur les groupements 

prosthétiques à base de O-glycosides[167] et dans le but d’obtenir un haut rendement de 

marquage, différents paramètres tels que la quantité de précurseur, le temps de réaction et la 

température ont été testées. Les conditions suivantes se sont avérées optimales pour la 18F-

radiofluoration : le K[18F]F-K222 est mis à réagir avec 5 mg de précurseur de marquage dans 2 

mL d’acétonitrile anhydre, pendant 5 min à 95°C. Avant purification par CLHP, une pré-

purification du mélange est réalisée par piégeage du 18F-fluorure n’ayant pas réagi sur une 

cartouche SPE de silice. La solution éluée est ensuite purifiée par CLHP semi-préparative pour 

retirer le précurseur et les éventuelles impuretés formées. Les développements réalisés avec les 

dérivés non radioactifs ont montré une bonne séparation entre le précurseur de marquage 21 (tR 

~ 16 min) et le C-glycoside fluoré acétylé 23 (tR ~ 7.5 min) sur une colonne analytique C8 avec 

un éluant acétonitrile/eau 55/45 v/v avec un débit de 1.0 mL/min. La purification du [18F]fluoro-

C-glycoside [18F]23 a été réalisée par CLHP semi-préparative avec les mêmes conditions 
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(solvant isocratique, débit de 4.5 mL/min) (Figure 72). Cette étape de purification CLHP prend 

du temps mais ne peut pas être évitée. En effet, le précurseur de marquage 21 ne peut pas être 

séparé du composé radiofluoré [18F]23 par simple purification sur cartouche SPE. 

 

Figure 72 : Purification par CLHP semi-préparative de [18F]23. (tR ~ 7.5 min, Alltima C8, 
ACN/H2O 55/45 v/v, 4.5 mL/min). Radioactivité (en haut) et UV (254 nm, en bas) 

 

Le chromatogramme CLHP montre un pic majoritaire correspondant à [18F]23 (tR ~ 7.5 

min, identique à la référence non radioactive). Deux autres pics (tR ~ 4.2 min et tR ~ 5.4 min) 

peuvent aussi être distingués sur le chromatogramme correspondant à une déprotection partielle 

du dérivé peracétylé. En effet, malgré les optimisations méticuleuses de l’étape de 

radiomarquage, une saponification partielle dûe aux conditions basiques ne peut être évitée. 

[18F]23 est récupéré dans le réacteur 2 et le solvant CLHP est évaporé.  

La seconde étape de la radiosynthèse c’est-à-dire la déprotection par saponification de 

[18F]23, est ensuite mise en œuvre à température ambiante pendant 9 minutes en utilisant une 

solution aqueuse de NaOH conduisant alors au groupement prosthétique [18F]25 avec un 

rendement quantitatif. Une neutralisation avec une solution aqueuse de HCl est nécessaire, la 

réaction CuAAC ne pouvant pas être faite dans un milieu trop basique.  

La troisième étape, mise en œuvre dans le même réacteur, est la réaction CuAAC impliquant 

le groupement prosthétique radiomarqué [18F]25 et le c(RGDfC) propargylé 30. Cette réaction 

est réalisée en introduisant l’ascorbate de sodium et l’acétate de cuivre(II) dilués dans l’eau. En 

tirant parti des résultats précédents, les conditions optimales pour cette réaction sont 0.5 µmol 

[18F]23 
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de peptide, 3 µmol de Cu(OAc)2, et 6 µmol d’ascorbate de sodium dans 1.5 mL d’eau à 55°C 

pendant 25 minutes. La pré-purification du [18F]fluoro-C-glyco-c(RGDfC) [18F]33 est réalisée 

par filtration lente sur une cartouche chargée de résine Chelex® pour retirer le cuivre. Le 

développement des conditions optimales CLHP ont été réalisées avec les standards non 

radioactifs et ont montré une bonne séparation entre le groupe prosthétique 25, le c(RGDfC) 

propargylé 30 et C-glyco-c(RGDfC) 33 sur une colonne analytique C18 (éluant acétonitrile/eau 

17/83 v/v avec 0.1% de TFA, débit de 1.0 mL/min). La purification et la récupération du 

composé [18F]33 (tR ~ 15.0 min) sont réalisées par CLHP semi-préparative dans les mêmes 

conditions avec un débit de 3 mL/min. Comme illustré sur la Figure 73, la présence de 

groupement prosthétique [18F]25 n’ayant pas réagi (tR ~ 7.5 min) permet d’indiquer un 

rendement approximatif de 44% pour la réaction de couplage par click. 

 

Figure 73 : Purification par CLHP semi-préparative de [18F]33 (tR ~ 15.0 min, Vydac 218TP, C18, 
ACN/H2O 17/83 v/v avec 0.1% TFA, 3 mL/min). Radioactivité (en haut) et UV (254 nm, en bas) 

 

La fraction du produit [18F]33 est collectée dans un vial contenant 10 mL d’eau pour faciliter 

la fixation du glycopeptide sur la cartouche SPE Oasis HLB. La reformulation du produit est 

réalisée par passage du mélange sur une cartouche SPE Oasis HLB pour piéger le glycopeptide. 

La cartouche est ensuite rincée avec de l’eau et séchée avec un flux d’azote. [18F]33 est élué 

avec 0.7 mL d’une solution éthanol/NaCl 0.9% 50/50 v/v et récupéré dans un vial unidose 

stérile. L’Oasis HLB est lavée avec 1.8 mL de NaCl 0.9% transféré ensuite dans le même vial 

unidose stérile.  

[18F]33 

[18F]25 
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Pendant la radiosynthèse, la radioactivité est suivie grâce aux différents détecteurs de 

radioactivité du module AIO (Figure 74). Le piégeage du 18F-fluorure sur la cartouche QMA 

est visible avec la courbe bleue, l’élution de la cartouche de QMA pour décrocher le 18F-fluorure 

et réception dans le premier réacteur est montré avec la courbe verte. Au cours du marquage, 

une baisse de l’activité (courbe verte) est observée. Lors du passage sur la cartouche de silice 

pour le piégeage du 18F-fluorure n’ayant pas réagi, la courbe verte chute et la courbe rouge 

augmente, montrant le prélèvement du mélange réactionnel dans le réacteur. Lors de l’élution 

de la cartouche de silice pour réaliser la première purification par CLHP, la courbe rouge 

diminue (élution de [18F]23 tandis que 18F- reste accroché) montrant un bon marquage. Le 

produit marqué [18F]23 est collecté dans le second réacteur (courbe noire) c’est dans ce réacteur 

que sera mise en œuvre la déprotection et la réaction CuAAC. Le milieu réactionnel est ensuite 

prélevé pour être purifié par une deuxième CLHP entraînant une chute de la courbe noire. La 

reformulation est réalisée sans suivi d’activité. 

 

Figure 74 : Suivi de l’activité au cours de la radiosynthèse du composé [18F]33 

La préparation typique d’une radiosynthèse débute avec 5 GigaBecquerel (GBq) et produit 

en moyenne 73 MégaBecquerel (MBq) dans 1.5 mL de solution de [18F]33 en environ 140 

minutes en partant de la réception de l’activité. Un rendement radiochimique corrigé de la 

décroissance satisfaisant et reproductible est obtenu avec une moyenne de 3.6 ± 0.4% (n =12). 

Cette radiosynthèse est la première production entièrement automatisée de peptides 

Réacteur 1 
(radiofluoration) 

Cartouche  
de silice 

Réacteur 2 
(évaporation, déprotection et click chemistry) 
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radiomarqués au fluor-18 via une approche prosthétique avec une méthode "two pot" en 3 étapes 

incluant 2 étapes de purification par CLHP. Cette synthèse inclut effectivement 2 étapes de 

purification par CLHP. Pour certains exemples décrits dans la littérature, cette purification peut 

être évitée par simple purification sur cartouche. Cette technique fait gagner beaucoup de temps 

mais n’est pas applicable sur toutes les molécules. Seulement les précurseurs et leurs composés 

fluorés correspondants ayant des polarités ou des solubilités assez différentes peuvent être 

séparés par cartouche. Dans notre cas, le groupement prosthétique à base de sucre a été choisi 

pour ses propriétés hydrophiles en dépit des inconvénients de purification. En effet, le 

précurseur triflé 21 et la molécule fluorée résultante [18F]23 ont des solubilités et des polarités 

proches expliquant l’obligation d’une purification par CLHP. La fluoration et la déprotection 

one pot ont d’abord été envisagées, cependant le déprotection des acetates conduit à un mélange 

inséparable de composés polyhydroxylés (tR très proche). Pour cette raison, il a été nécessaire 

de réaliser une première purification par CLHP de [18F]23 avant la déprotection des acétates. 

Par conséquent, les réactions suivantes (déprotection et couplage CuAAC) ont toutes deux étés 

réalisées dans le réacteur 2. Cette synthèse en 3 étapes incluant une étape de déprotection 

nécessite donc une séquence two-pot avec deux étapes de purifications par CLHP. Cette 

radiosynthèse complexe assure ainsi une adaptabilité maximale à un grand panel de peptides et 

de groupements prosthétiques.  

 

 Contrôle qualité et données physico-chimiques 

Le contrôle qualité de [18F]33 est réalisé sur un aliquot du lot final. La solution contenant 

le radiotraceur est propre et incolore et possède un pH d’environ 7. Les puretés chimique et 

radiochimique sont déterminées par CLHP analytique avec une colonne C18 en utilisant la 

détection radioactive et UV (Figure 75). Le chromatogramme UV montre l’absence de sous-

produits démontrant une bonne pureté chimique. L’identité de [18F]33 (tR = 7.8 min) est 

confirmé par une seconde injection avec le standard non-radioactif. La pureté radiochimique a 

été déterminée à plus de 98%. L’activité molaire n’a pas pu être déterminée à cause de la faible 

absorbance UV de 33 (limite de détection : 2 µg/mL), cependant elle a été calculée comme étant 

supérieure à 20.8 GBq/µmol. 
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Figure 75 : Chromatogrammes de la CLHP analytique de [18F]33. Temps de rétention de 
[18F]33 : 7.8 min ; pureté radiochimique de [18F]33 est ≥ 98%. Conditions : colonne Vydac 218TP 
C18 éluée avec ACN/H2O 17/83 (v/v) avec 0.1% TFA dans des conditions isocratiques, avec un débit de 1.0 

mL/min. Radioactivité (en haut) et UV (230 nm, en bas). 

 

La stabilité de [18F]33 a été vérifiée sur la préparation entière et aucune dégradation n’a été 

observée durant une période de 120 min. La stabilité in vitro de [18F]33 a aussi été déterminée 

dans le sérum humain à 37°C par détection CLHP radioactive. Les analyses des extraits de 

sérum dans l’acétonitrile à différents temps d’incubation (0, 10, 30, 60 et 120 min) démontrent 

une bonne stabilité de [18F]33.   

Le logD7.4 expérimental (coefficient de partition dans n-octanol/solution tampon pH 7.4) de 

[18F]33 a été mesurée avec la méthode par agitation en flacon et une valeur -2.62 a été trouvée. 

Ceci montre une bonne hydrophilie certainement due au groupement prosthétique à base de 

glycoside. Cette valeur est dans la gamme du 18F-galacto-RGD[112,233] qui est un radiotraceur 

standart portant aussi un glycoside. 
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 Tests in vivo sur petit animal 

Le radiotraceur [18F]33 a été injecté in vivo sur une souris NMRI (Naval Medical. Research 

Institute) portant un glioblastome humain U87MG d’un volume d’environ 200 mm3 qui a 

ensuite été placée sous microTEP, équipé de gamma caméras CZT. Les images obtenues 

permettent de visualiser la tumeur, même si une forte fixation hépatique et rénale est observée 

(Figure 76). 

 

Figure 76 : Images TEP de [18F]33  

Une comparaison a été réalisée avec le 68Ga-NODAGA-c(RGDyK) (Figure 77) qui est un 

radiotraceur de référence à base de RGD utilisé en routine à NancycloTep. La comparaison des 

images est montrée Figure 78. 
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Figure 77 : Structure du 68Ga-NODAGA-c(RGDyK) 
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Figure 78 : Images obtenues au microTEP montrant la biodistribution du 18F-C-glyco-
c(RGDfC) [18F]33 (à droite) et du 68Ga-NODAGA-c(RGDyK) (à gauche) durant deux heures 

chez une souris NMRI portant un glioblastome humain U87MG (flèches blanches)  

 

Les valeurs moyenne et maximale de la fixation normalisée par rapport au poids et à 

l’activité injectée (SUVmean et SUVmax) ont été mesurées au niveau de la masse 

métaboliquement active (MMA) de la tumeur et celle de la région controlatérale, qui a servi de 

bruit de fond (sham). Durant la deuxième heure, post-injection des traceurs, un rapport de 

tumeur / bruit de fond (TBR) a été calculé.  

La comparaison de ce TBR entre le 18F-C-glyco-c(RGDfC) [18F]33 et le traceur de référence 
68Ga-NODAGA-c(RGDyK) a montré des valeurs de SUVmean et SUVmax environ deux fois 

plus important pour le 68Ga-NODAGA-c(RGDyK) que pour le [18F]33 (1.74 vs 3.90 pour le 

SUVmax, et 1.11 vs 2.77 pour le SUVmean, 68Ga-NODAGA-RGD vs [18F]33 respectivement). 

De même, la valeur maximale de la MMA de la tumeur du [18F]33 par rapport à la captation 

globale du corps entier est 1.48 fois plus faible que celle du 68Ga-NODAGA-c(RGDyK). 

D’autres injections sur petit animal seront réalisées dans le but de vérifier la répétabilité de ces 

résultats. 

 



Chapitre 2 : Synthèse de fluoro C-glycosides et conjugaison avec des dérivés RGD pour des 
applications en imagerie TEP 

108 
 

IX- Conclusion 

Cette première partie concerne le développement de groupements prosthétiques basés sur 

des unités saccharidiques de type C-glycosides. Ces dérivés C-glycosides ont été synthétisés de 

manière efficace par introduction d’un bras fonctionnel sur le carbone pseudo-anomérique. Le 

couplage avec des peptides dérivés RGD a été réalisé par réaction CuAAC et la position 6 a été 

fonctionnalisée par un groupement triflate pour les précurseurs de marquage et par un fluor-19 

pour les références non-radioactives. Les composés 32 et 33 (Figure 79) ont montré une activité 

inhibitrice intéressante avec des valeurs respectives de CI50 de 65±7 µM en ce qui concerne 

l’inhibition de l’agrégation plaquettaire et de 4.4±0.6 µM en ce qui concerne l’inhibition de 

l’adhésion cellulaire des CML (Cellules Musculaires Lisses). D’une manière générale, il a été 

montré que les glycopeptides linéaires 31 et 32 présentent un profil d’affinité séléctif vis-à-vis 

de l’intégrine IIb3. Les glycopeptides cycliques 33 et 34 sont eux sélectifs de l’intégrine αVβ3. 

Les études de dynamique moléculaire ont permis de définir la structuration des glycopeptides 

en solution aqueuse ainsi que l’interaction du composé 33 avec l’intégrine αVβ3. Les 

interactions mises en avant grâce à la dynamique moléculaire expliquent les profils d’affinité 

distincts des deux séries (linéaire et cyclique). La présence du bras flexible entre le dérivé 

glycosidique et les dérivés RGD a permis le maintien de l’affinité dans les deux cas. De plus, 

l’unité glycosidique n’affecte pas de manière négative l’affinité des dérivés RGD par rapport 

aux intégrines αVβ3 et a même permis une amélioration de l’affinité des glycopeptides linéaires 

vis-à-vis de l’intégrine IIb3.  

La radiosynthèse a été réalisée grâce à un automate versatile permettant des radiosynthèses 

multi-étapes. L’automatisation totale de cette radiosynthèse "two pot" avec trois étapes est 

originale et est inédite à ce jour. Cette radiosynthèse a permis l’obtention du composé [18F]33  

avec un rendement corrigé de la décroissance de 3.6±0.4% avec une pureté radiochimique 

supérieure à 98%. L’automatisation décrite est modulable et sa mise en œuvre pourrait être 

facilement adaptée à d’autres groupements prosthétique et/ou peptides pour obtenir un large 

panel de peptides radiomarqués au fluor-18.   

Ces outils diagnostics sont très intéressants car ils sont spécifiques des différents sous types 

d’intégrines, les glyco-RGD linéaires sont spécifiques de αIIbβ3 et les glyco-RGD cycliques sont 

spécifiques des intégrines αVβ3, ce qui est pertinent pour des applications en imagerie 

moléculaire. La première image TEP obtenue avec le composé [18F]33 a permis la visualisation 

de la tumeur, il est donc intéressant d’envisager la fonctionnalisation du dérivé glycosidique 

avec un fluorophore pour se tourner vers une approche théranostique via la chirurgie guidée. 
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Figure 79 : Structures des composés 31, 32, 33, 34 et [18F]33 
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I- Introduction et objectifs 

Pour les différentes raisons évoquées dans le chapitre bibliographique, l’imagerie bimodale 

est en plein essor. La conception et la synthèse d’agents d’imagerie monomoléculaires 

multimodaux (MOMIAs), pour lesquels deux sondes de détection sont présentes sur une même 

molécule est donc un enjeu d’actualité. Dans ce contexte, le dévelopement de sondes d’imagerie 

bimodale TEP/FPIR est un véritable centre d’intérêt. La combinaison TEP/FPIR permet une 

approche théranostique de diverses pathologies. L’imagerie TEP offre un diagnostic précis 

grâce à sa sensibilité et l’imagerie optique FPIR permet l’aide à la chirurgie guidée grâce à sa 

bonne résolution spatiale. En tirant parti des résultats du chapitre précédent concernant les 

dérivés C-glycosides radiofluorés, ces dérivés peuvent évoluer en agent d’imagerie bimodaux 

TEP/FPIR par introduction d’une sonde fluorescente.  

Le dérivé glycosidique 13 a ainsi été fonctionnalisé afin de porter une sonde radioactive (le 

fluor-18), une sonde fluorescente et un peptide dérivé de la séquence RGD (Figure 80) dans le 

but de devenir un MOMIA. 

 

Figure 80 : Structure schématique de l’agent d’imagerie bimodale TEP/FPIR 

Pour mener à bien cette synthèse, il est nécessaire de contrôler la fonctionnalisation du 

dérivé C-glycoside afin d’introduire les deux sondes de détection et le peptide. La 

fonctionnalisation régiosélective contrôlée de ce dérivé est réalisée en plusieurs étapes en 

associant une suite de protection et déprotection des groupements hydroxyles. 

Ce chapitre est donc articulé en deux parties : la synthèse de la sonde fluorescente (cyanine 

5) et la fonctionnalisation contrôlée du dérivé C-glycoside 13.  
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II- Synthèse de la cyanine 5 

La sonde fluorescente choisie est la cyanine 5 pour sa longueur d’onde d’absorption à 642 

nm et sa longueur d’onde d’émission à 662 nm correspondant au domaine du proche IR. Il a été 

envisagé de la synthétiser au laboratoire du fait de son coût élevé (1000 € les 100 mg). La 

synthèse de ce composé se déroule en quatre étapes. Les trois premières étapes consistent à 

synthétiser les deux noyaux indoles (building block A et C) et le bras espaceur (building block 

B). A partir de ces composés, la cyanine 5 est synthétisée en une étape "one pot" (Schéma 25). 

Pour réaliser la synthèse de ces composés, trois publications clés[234–236] ont été reprises et les 

modes opératoires ont été adaptés. La synthèse de la cyanine 5 est difficile car c’est une cyanine 

non symétrique.  

N

N

HOOC

X

N

COOH

BrN
I

PhHN NHPh

Cl

Building block A Building block B Building block C

35 36

37

38

 

Schéma 25 : Schéma synthétique de la cyanine 5 

 

 Synthèse du building block A (35) 

Le composé 35 est synthétisé en une étape par alkylation de l’atome d’azote porté par la 

2,3,3-triméthylindolénine. La réaction est réalisée dans l’acétonitrile à reflux en présence 

d’iodure de méthyle pendant 7h (Schéma 26). Un précipité violet, 35, est obtenu avec un 

rendement de 60%, inférieur à celui décrit dans la littérature.[234] Le mode opératoire est adapté 

en augmentant la température du milieu de 80°C à 90°C, permettant par la suite d’obtenir le 

composé 35 avec un excellent rendement de 97%. 
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Schéma 26 : Synthèse du composé 35 

 Synthèse du building block B (36) 

La réaction est réalisée avec le 1,1,3,3-tétraméthoxypropane en milieu aqueux acide et de 

l’aniline (1.2 éq) en milieu aqueux acide pendant 5h à 50°C (Schéma 27). Un précipité orange 

se forme et après lavage à l’eau, le composé 36 est obtenu avec une bonne pureté mais avec un 

rendement inférieur (10%) à celui décrit dans la littérature.[234,235] Il a été choisi d’augmenter 

les équivalents d’aniline de 1.2 à 4 équivalents. Dans ces conditions, le composé 36 est formé 

avec un rendement de 90% ce qui est très concluant. 

 

Schéma 27 : Synthèse du 36 

 Synthèse du building block C (37) 

Le premier mode opératoire essayé consiste à mettre de la 2,3,3-triméthylindolénine en 

présence de 1.4 équivalent d’acide 6-bromohexanoïque dans le 1,2-dichlorobenzène à 110°C 

pendant 12 heures.[234] Après traitement du milieu réactionnel selon les conditions décrites dans 

la littérature, le composé 37 est obtenu avec un rendement de 18%. Plusieurs conditions 

opératoires ont été testées (variation du temps de réaction et de la température) mais il n’a pas 

été possible de reproduire les résultats décrits par Jung et al.. 

Deux autres modes opératoires ont été réalisés.[235,236] Le mode opératoire décrit par 

Gerowska et al.,[235] utilisant de l’acide 6-bromohexanoïque en présence de KI dans 

l’acétonitrile avec de la 2,3,3-triméthylindolénine, a permis d’obtenir le composé 37 avec un 

rendement de 40%. Celui de Korbel et al.[236] est réalisé en tube scellé sans solvant à 110°C 

pendant 12 heures (Schéma 28). Le milieu réactionnel est ensuite repris à l’acétone et passé aux 

ultrasons pendant deux heures. Le composé 37 est obtenu sous la forme d’un précipité rose 

après filtration avec un rendement de 62%. Ce mode opératoire donne les meilleurs résultats 

par rapport à ceux décrits par Jung et al. et Gerowska et al.. 
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Schéma 28 : Synthèse du composé 37 

 Synthèse de la cyanine 5 

Le composé 35 est mis présence du composé 36 (1.7 équivalent) dans l’anhydride acétique, 

le milieu réactionnel est porté à reflux pendant 30 min. Le composé 36 est activé par l’anhydride 

acétique pour réagir avec le composé 35. Le composé 37 (1.7 équivalent), préalablement 

solubilisé dans la pyridine anhydride, est additionné au mélange réactionnel agité à température 

ambiante pendant 2h. Le brut réactionnel est ensuite évaporé à sec, puis traité par précipitation 

dans un mélange chloroforme/cyclohexane. Le précipité est repris dans le chloroforme et lavé 

avec une solution de HCl (1N), ensuite séché avec MgSO4 et filtré puis évaporé, dans le but 

d’éliminer un maximum d’impuretés. Dans le but de simplifier la purification, les équivalents 

des composés 36 et 37 ont été réduits à 1.2 au lieu des 1.7 équivalents originaux. Des traitements 

par précipitation ont été essayés avec les solvants suivants : eau, éther diéthylique, acétonitrile, 

dichlorométhane, acétate d’éthyle, cyclohexane, pentane, acétone et le toluène. Le toluène s’est 

révélé être le solvant où la cyanine 5 est insoluble, alors que les sous-produits sont solubles. Le 

produit brut a donc été mis en solution dans le toluène aux ultrasons pendant 1h puis filtré et 

séché sous vide.  

Pour obtenir une pureté maximum, le composé 38 est purifié sur gel de silice dans un 

mélange CH2Cl2/AcOEt/MeOH. La purification sur gel de silice est difficile, même avec 50% 

de méthanol, il reste du produit sur le gel de silice. L’utilisation d’un éluant CH2Cl2/MeOH/TFA 

(9/1/0.1%) permet d’obtenir le composé 38 avec une pureté supérieure à 95%. Après 

purification, un solide bleu foncé est obtenu avec un rendement 64% (Schéma 29). 

 

Schéma 29 : Synthèse de la cyanine 5, composé 38 
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Le mécanisme de la synthèse de la cyanine 5 est décrit dans le Schéma 30. Le composé 36 

est activé par l’anhydride acétique libérant de l’acide acétique dans le milieu réactionnel. Le 

composé 35 va ensuite réagir sous une forme activée avec le composé 36 acétylé. La fonction 

amine restante est activée par l’anhydride acétique. Ensuite un réarrangement favorisé par la 

conjugaison entre les doubles liaisons se produit libérant le sous-produit, le N-phénylacétamide, 

AcNHPh. Une forme activée du composé 37 va ensuite réagir avec le composé ayant éliminé 

AcNHPh pour former un intermédiaire réactionnel. Le composé AcNHPh s’élimine pour 

former un composé avec des doubles liaisons conjuguées.  

 

Schéma 30 : Mécanisme réactionnel conduisant à la cyanine 5 
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III- Fonctionnalisation contrôlée de la plateforme 
saccharidique  

Dans le but de synthétiser le MOMIA envisagé, il est nécessaire d’avoir un dérivé 

saccharidique trifonctionnel (Schéma 31). Ce dérivé glycosidique doit porter : 

- un groupement azoture pour la conjugaison avec le peptide par CuAAC 

- un hydroxyle primaire libre pouvant être fluoré (référence froide) ou triflé (précurseur 

de marquage) 

- un bras portant un groupement fonctionnel, par exemple une amine primaire permettant 

le couplage avec la cyanine 5 par formation d’un lien amide. 

Les résultats antérieurs concernant l’incorporation d’un bras portant un groupe azoture et la 

fluoration efficace de la position 6 sont mis à profit et nous ont conduit à explorer la 

fonctionnalisation du dérivé C-glycosidique 13.  

 

O

OH

N3

R1 = Me, Bn ou alkyl
R2 = bras fonctionnalisé

O
HO

HO
HO

OH

N3

13

1

3

5
4 6

2
R2O

OR1

 

Schéma 31 : Dérivé C-glycosidique trifonctionnel envisagé  

Cette fonctionnalisation a été réalisée en plusieurs étapes : tout d’abord la protection de 

l’hydroxyle primaire en position 6, suivie de l’installation d’un bras fonctionnel sur l’un des 

hydroxyles secondaires en positions 2, 3 ou 4. Enfin, une protection des hydroxyles secondaires 

restés libres a été effectuée. L’étude de cette fonctionnalisation nous a conduit à utiliser deux 

types de groupes protecteurs (trityle et benzylidène) et à explorer diverses réactions d’acylation 

et alkylation.  

 

  Protection de l’hydroxyle primaire en position 6 

Dans un premier temps, il a été choisi de protéger le OH-6 avec un trityle et d’explorer la 

réactivité du composé possédant trois hydroxyles secondaires. Deux modes opératoires ont été 

testés.[219,237] Celui de Gadakh et al.,[237] mettant en réaction du DABCO dans du 

dichlorométhane, (Schéma 32) a conduit au produit 39 avec un meilleur rendement (72%) que 

celui utilisant de la pyridine et de la 4-DMAP donnant un rendement de 57%.  
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HO
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O
HO

HO
HO

OH

N3

TrCl, DABCO,

3913

CH2Cl2, 36h, 28°C,
72%

 

Schéma 32 : Synthèse de la molécule 39 

 

 Acylation régiosélective du composé 39 

Dans un premier temps, l’anhydride acétique (Ac2O) a été choisi comme réactif modèle 

pour réaliser des acétylations régiosélectives (Tableau 10). Dans un second temps, le réactif 

choisi est l’acide 3-butènoïque, un acide fonctionnel avec une double liaison pouvant être 

exploitée pour l’accrochage du fluorophore.  

D’après la littérature, la présence d’un groupement encombrant en position 6 d’un méthyl-

O-glycoside conduit, à une acétylation majoritairement sur la position 3 pour des raisons 

stériques et électroniques (Schéma 33).[238,239] En effet, Moitessier et al. décrivent que les 

composés acétylés en positions 2, 3 et 4 sont obtenus avec des proportions respectives de 7, 80 

et 13% pour une conversion de 55% en produit de départ.  

OHO
HO

HO
OMe

+ +

OTr

OHO
AcO

HO
OMe

OTr

OHO
HO

AcO
OMe

OTr

OAcO
HO

HO
OMe

OTr

Ac2O (0.7 éq), DMAP cat, 
K2CO3, CHCl3

ratio : 1/11.8/1.8  

Schéma 33 : Acylation régiosélective décrite par Moitessier et al. 

Il a été considéré que le même résultat pouvait être obtenu sur le composé 39 protégé 

également par un trityle. Les acylations peuvent conduire à trois régioisomères. La structure de 

ces trois régioisomères été déterminées par RMN 1H (Schéma 34). 

Le premier essais d’acétylation avec Ac2O a été réalisé selon les conditions opératoires 

optimales, 0.7 éq d’Ac2O, décrites par Moitessier et al..[238,239] L’acétylation du composé 39 a 

été réalisée avec 0.7 éq de Ac2O (concentration 1 mg.mL-1), K2CO3 et une quantité catalytique 

de DMAP dans le chloroforme à température ambiante. Une faible conversion a été observée 
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dûe au défaut en Ac2O. Comme attendu, le régioisomère 3-OAc 40 est obtenu majoritairement 

avec un rendement de 16%, 41 et 42 sont aussi obtenus avec de faibles rendements (environ 

5%) (Tableau 10, entrée 1). Pour augmenter le taux de conversion, la quantité en Ac2O a été 

augmentée à 1.1 éq et une concentration de 5 mg.mL-1. Dans ce cas, une bonne conversion est 

atteinte et le régioisomère 3-OAc 40 est prédominant avec un rendement de 41%, 41 et 42 sont 

obtenus avec des rendements respectifs de 14 et 11% (Tableau 10, entrée 2). La régiosélectivité 

a été augmentée quand la concentration en Ac2O a été diminuée à 2.5 mg.mL-1 permettant 

l’accès à 40 avec un rendement de 38% et aux composés 41 et 42 avec de faibles rendements 

comparés aux autres conditions précédentes (Tableau 10, entrée 3). 

 

Schéma 34 : Acylation régiosélective du composé 39 

 

Tableau 10 : Acylation du composé 39 

Entrée Réactif 
Equivalent de 

réactif 
39 récupérée 

(%) 

Composés O-substitués 

Position 3e Position 2f Position 4f 

1 Ac2Oa 0.7 54 40 (16) 41 (<5) 42 (<5) 

2 Ac2Oa 1.1 12 40 (41) 41 (14) 42 (11) 

3 Ac2Oa 1.1 31 40 (38) 41 (8) 42 (<5) 

4 acide 3-
buténoïqueb 

1.2 37 43 (38) 44 (8) 45 (<5) 

5 acide 3-
buténoïquec 

1.2 25 43 (31) 44 (10)g 45 (<5) 

6 acide 3-
buténoïqued 

1.2 10 46 (25) 47 (8) 48 (<5) 

a K2CO3, 4-DMAP cat., Ac2O, CHCl3 ; [Ac2O] = 1 mg/mL pour entrée 1; [Ac2O] = 5 mg/mL pour entrée 2 ; 
[Ac2O] = 2.5 mg/mL  pour entrée 3. b PyBOP, DIEA, acide 3-butènoïque, CH2Cl2. c IBCF, TEA, 4-DMAP cat., 
acide 3-butènoïque, CH2Cl2. d DCC, 4-DMAP cat., acide 3-butènoïque, CH2Cl2/ACN. e rendement isolé. f estimé 

par RMN 1H.  
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Pour étudier le champ d’application des acylations régiosélectives, la réaction avec l’acide 

3-butènoïque a ensuite été étudiée. Pour commencer, un protocole utilisant du benzotriazol-1-

yl-oxytriprrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBOP), la N,N-diisopropyléthylamine 

(DIEA) et l’acide 3-butènoïque dans le dichlorométhanne a été mis en œuvre (Tableau 10, 

entrée 4). Le taux de conversion était moyen et des composés inattendus 43, 44 et 45 ont été 

obtenus (Schéma 34), résultants de l’isomérisation de la double liaison terminale conduisant à 

une double liaison substituée plus stable.[240] Les structures des composés 43, 44 et 45 ont été 

confirmées par RMN 1H grâce à la multiplicité des signaux correspondants à la double liaison 

(E)-disubstituée montrant des doublets déquadruplés vers 5.95 et 7.05 ppm avec une constante 

de couplage de 15.5 Hz pour la plus grande des constantes de couplage. La réaction réalisée 

avec l’isobutyle choloroformate (IBCF), la triéthylamine (TEA), une quantité catalytique de 

DMAP et l’acide 3-butènoïque dans le dichlorométhane donne approximativement les mêmes 

résultats. Dans les deux cas, il est important de remarquer que le composé 43 substitué en 

position 3 est obtenu majoritairement avec des rendements respectifs de 38 et 31%, les deux 

autres régioisoméres 44 et 45 ont été obtenus avec de faibles rendements (Tableau 10, entrée 

5). Le composé 45 a été identifié en RMN 1H mais n’a pas été isolé avec une pureté acceptable. 

Un protocole évitant l’utilisation d’une amine a été réalisé avec la N,N’-

dicyclohexylcarbodiimide (DCC), une quantité catalytique de DMAP et de l’acide 3-

butènoïque dans le dichlorométhane (Tableau 10, entrée 6). Cette fois-ci, il n’y a pas eu 

l’isomérisation de la double liaison. Néanmoins la réaction n’a pas été efficace donnant le 

composé 46 avec un rendement de seulement 25%. La formation des composés 47 et 48 est 

faible, ces isomères ont été identifiés par RMN 1H mais n’ont pas pu être isolés. Des sous-

produits non-identifiés ont aussi été détectés expliquant les faibles rendements obtenus. Ces 

réactions d’acylations sont régiosélectives, comme il a été précédement décrit sur d’autres 

dérivés saccharidiques portant un groupement encombrant en position 6. Les régioisomères 3-

O-substitués sont toujours obtenus de manière prédominante.[238,239] Cependant, dans notre cas, 

la régiosélectivité n’est pas satisfaisante. De plus, dans le but de développer des outils 

compatibles avec des applications biologiques, ayant une bonne stabilité in vivo, il a été choisi 

d’explorer d’autres types de lien, comme un lien éther par exemple. 

 

 Protection par un 4,6-O-benzylidène 

La régiosélectivité des acylations n’étant pas satisfaisantes, la formation d’un lien de type 

éther a été étudiée. Comme l’attestent quelques publications, les alkylations de dérivés 
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saccharidiques comportant plus de deux hydroxyles libres donnent des mélanges complexes de 

différents régioisomères.[241,242] C’est pourquoi un changement de groupement protecteur sur 

OH-6 est nécessaire. 

La protection de type benzylidène semble adéquate. En effet, elle a l’avantage d’être moins 

sensible que le trityle et permet la protection de deux hydroxyles, ce qui permet de réduire le 

nombre de régioisomères susceptibles de se former. Plusieurs modes opératoires ont été testés 

pour introduire le benzylidène sur les positions 4 et 6 du dérivé glycosidique 13 (Tableau 11) 

pour obtenir le composé 49 (Schéma 35). En effet, cette réaction menée sur un dérivé C-

glycoside possédant un N3 n’est pas décrite dans la littérature. 

 

Schéma 35 : Introduction d’un 4,6-O-benzylidène  

Les benzylidènes sont classiquement introduits avec du benzaldéhyde et du ZnCl2 

fondu.[243–245] La réaction a d’abord été réalisée avec du benzaldéhyde non distillé produisant 

le composé 49 avec un rendement de 40% (Tableau 11, entrée 1). L’utilisation de benzaldéhyde 

distillé a permis une légère augmentation du rendement, conduisant au composé 49 avec un 

rendement de 48% (Tableau 11, entrée 2). 

Il a été choisi ensuite d’introduire le benzylidène en présence d’APTS.H2O et de 

diméthylacétal du benzaldéhyde dans le DMF.[246] Afin d’évaporer le MeOH formé in situ, le 

milieu réactionnel est placé sur l’évaporateur rotatif et la réaction est ainsi poursuivie. Le 

produit 49 a été obtenu avec un rendement de 49% (Tableau 11, entrée 3). 

Un autre protocole a été testé avec le diméthylacétal du benzaldéhyde en présence de I2 dans 

l’acétonitrile dans un tube scellé.[247] Ces conditions opératoires ont donné le composé 49 avec 

un rendement de 41% (Tableau 11, entrée 4). Après optimisation de ces conditions, notamment 

une légère augmentation de la quantité de diméthylacétal du benzaldéhyde et un chauffage à 

85°C pendant 12 heures sous pression dans un tube scellé, le composé 49 a été obtenu avec un 

rendement de 70% (Tableau 11, entrée 5). 
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Tableau 11 : Introduction d’un 4,6-O-benzylidène 

Entrée Réactif (éq) Catalyseur (éq) 
Durée 

(h) 
Température 

(°C) 
Conversion 
de 13 (%) 

Rendement 
49 (%) 

1 PhCHO (1 éq) ZnCl2 fondu (2) 24 20 50 40 

2 PhCHO distillé (1 éq) ZnCl2 fondu (2) 24 20 50 48 

3 PhCH(OMe)2 (1.65 éq) APTS.H2O (0.2) 4 65 51 49 

4 PhCH(OMe)2 (1.1 éq) I2 (0.1) 24 75  59 41 

5 PhCH(OMe)2 (1.3 éq) I2 (0.1) 12 85 89 70 

 

 Alkylation régiosélective du composé 49 

Afin de coupler la sonde fluorescente et le composé 49, il a été choisi d’explorer les 

alkylations régiosélectives sur les positions 2 et 3 du composé 49. 

 

III.4.1) Aspect bibliographique concernant les alkylations régiosélectives 

La régiosélectivité des alkylations en position 3 sur des substrats de type O-glycosides est 

bien connue dans la littérature. La majorité des exemples montre une très bonne régiosélectivité 

pour les composés comportant un système 1,2-cis-diol constitué d’un hydroxyle en position 

équatoriale et d’un hydroxyle en position axiale. Sur des dérivés saccharidiques présentant un 

motif 1,2-trans-diol, c’est-à-dire deux hydroxyles en position équatoriale (comme dans notre 

cas), ces réactions de 3-O-alkylation sont rarement décrites avec une bonne régiosélectivité.[248–

251] Lonnecker et al. ont décrit des alkylations régiosélectives avec du bromure de benzyle, sur 

des dérivés trans O-glycosides, dans des conditions de "transfert de phase", en présence d’une 

phase aqueuse basique et du TBAHSO4 dans du dichlorométhane.[249] Le dérivé 3-O-benzylé 

est obtenu avec un rendement de 57% et le dérivé 2-O-benzylé avec un rendement de 40%. Ces 

conditions opératoires montrent une très bonne conversion du produit de départ mais une faible 

régiosélectivité. Les exemples décrivant une régiosélectivité totale sur des dérivés trans O-

glycosides pour ces réactions nécessitent l’emploi de dérivés stannylés de type Bu2SnO.[252]  

Afin de fonctionnaliser de manière régiosélective le composé 49, plusieurs protocoles 

inspirés de la littérature ont été testés. 
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III.4.2) Mise au point avec le bromure de benzyle 

Dans un premier temps, le bromure de benzyle BnBr est l’agent alkylant utilisé comme 

modèle (Schéma 36) (Tableau 12). Au cours de cette réaction deux régioisomères, 50 et 51, et 

un produit dialkylé 52 peuvent être formés. 

 

Schéma 36 : Alkylation du composé 49 avec BnBr 

 

Tableau 12 : Essais de régioalkylation avec BnBr 

Entrée Protocole 
BnBr 

(équiv.) 
Produit de départ 

restant (%) 

Composésa (rendement %) 

50 51 52 

1 A 1.2 9 19 29 29 

2 B 4 13 51 14 0 

3 C 1.5 51 5 0 0 

4 D 1.2 39 33 0 0 

5 D 2.5 23 40 0 0 

6 D 4 21 38 0 0 
a rendement isolé; Protocole A : Bu4NHSO4, BnBr, NaOH, CH2Cl2, 60°C ; Protocole B : NaH, THF sec puis 
CuCl2, BnBr, reflux; Protocole C : Bu2SnCl2, TBABr, K2CO3, BnBr, ACN, reflux; Protocole D : Bu2SnO, 

toluène, reflux puis DMF, CsF, BnBr, 90°C. 

 

Le premier protocole exploré est une alkylation par transfert de phase. Ce protocole est 

connu pour avoir une faible régiosélectivité mais est très utilisé et donne un excellent taux de 

conversion.[253] Le composé 49 est mis en réaction avec le bromure de benzyle, une quantité 

catalytique de Bu4NHSO4 et une solution aqueuse de NaOH dans le dichlorométhane (protocole 

A). Sans surprise, une faible régiosélectivité a été observée et des réactions d’alkylation donnant 

50, 51 et 52 avec des rendements respectifs de 19, 29 et 29% (Tableau 12, entrée 1). Un second 

protocole utilisant NaH et CuCl2 dans le THF avec 4 éq de BnBr est utilisé.[250] Les 4,6-O-

benzylidène glucopyranosides dianioniques chélatés par du cuivre (Schéma 37) sont décrits 

comme réagissant régiosélectivement avec des agents alkylants et donnant majoritairement une 

3-O-alkylation avec de bons rendements, même sur un 1,2-trans-diol.[250] Le sucre dianionique 
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est supposé être désactivé par la formation de sels de cuivre(II), limitant la disubstitution. Dans 

notre cas, la réaction donne un mélange composé de 49 et de composés mono- et disubstitués, 

dans lesquels le composé 50 mono-benzylé en position 3 est prépondérant (51%) (Tableau 12, 

entrée 2).  

 

Schéma 37 : Acétale de dichlorure de cuivre(II) et acétale de dibutylstannylène 

Une alkylation via la formation d’intermédiaire 2,3-trans-stannylidène acétal a ensuite été 

envisagée. Un protocole récent, original et environnemental a été décrit avec une quantité 

catalytique de Bu2SnCl2, TBABr et K2CO3 dans l’acétonitrile.[252] Dans notre cas, seulement 

une modeste conversion du composé 49 a été observée et des plusieurs sous-produits non-

identifiés ont aussi été détectés malgré diverses modifications des paramètres de la réaction 

(temps de réaction, équivalents de BnBr et température). Seul le dérivé 3-O-benzyl 50 a été 

isolé avec un faible rendement de 5% (Tableau 12, entrée 3). La procédure classique "one-pot" 

utilisant du Bu2SnO a été réalisée.[254] L’oxyde de dibutylétain a longtemps été utilisé et le 

mécanisme formule l’hypothèse d’être contrôlé par des structures complexes de stannylènes 

(dimère ou polymère) et donne une alkylation régiosélective.[239,255] Il a été reporté que 

l’utilisation d’additif tels que les halogénures de tétrabutylammonium ou les sels fluorés 

augmentent le rendement des alkylations.[256,257] L’alkylation régiosélective de diols est de nos 

jours mise en oeuvre avec une quantité catalytique de Bu2SnO.[242,252] Cependant, il a été montré 

par Pei et al.[252] que la benzylation du méthyl 4,6-O-benzylidène-α-D-glucopyranose requiert 

une quantité stœchiométrique de Bu2SnO pour former majoritairement un régioisomère. Ils ont 

montré que l’acétal d’étain formé (Schéma 37) avec une quantité catalytique de Bu2SnO ne peut 

pas être régénéré avec un trans-diol menant à une faible régiosélectivité. Suivant ces 

observations, nous avons préféré utiliser une quantité non catalytique de Bu2SnO. Une solution 

de 49 et de Bu2SnO (1.2 éq) dans le toluène a été mise à reflux pendant deux heures. La 

spectrométrie Infra-Rouge montre la disparition de la bande d’absorption des groupements 

hydroxyles et la formation de l’intermédiaire stannylidène acétal. Le DMF, BnBr (1.2 éq) et 

CsF (1.5 éq) sont ajoutés et le milieu est chauffé à 90°C pendant 48 heures. Une 3-O-

benzylation totalement régiosélective de 49 a été observée et le régioisomère 50 a été obtenu 

avec un rendement de 33% (Tableau 12, entrée 4). Dans ces conditions, le taux de conversion 

est d’environ 60% et 39% du composé de départ 49 ont été récupérés. Pour augmenter le taux 
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de conversion, la quantité de BnBr a été augmentée. Avec 2.5 éq de BnBr, le taux de conversion 

a atteint 80% et le composé 50 a été isolé avec un rendement de 40% (Tableau 12, entrée 5). 

L’usage de 4 éq de BnBr n’a pas permis d’augmenter la conversion et le rendement de 50. Les 

résultats suggèrent que l’usage de 2.5 éq de BnBr est la solution la plus efficace en termes de 

régiosélectivité et de rendement(Tableau 12, entrée 6). 

Les régiosomères 50, 51 et 52 ont été purifiés par chromatographie sur colonne de gel de 

silice et leurs structures ont été établies par RMN 1D et 2D. Les structures des régiosomères 50 

et 51 ont été déterminées par RMN NOESY (Figure 81). Des corrélations 1H-1H dans l’espace 

ont permis de déterminer que la structure de l’unique régioisomère 51 obtenu par le protocole 

D est le composé 3-O-Bn. En effet, une corrélation entre le CH2Bn et H-3 et H-4 a confirmé la 

structure du composé 3-O-benzyl 51. Le spectre NOESY de 52 a montré plusieurs corrélations 

de CH2Bn avec H-1, H-2 et H-3 et aussi avec des protons du bras pseudo-anomérique 

confirmant la structure du composé 2-O-benzyl 52.  

 

Figure 81 : Corrélations NOESY des composés 51 et 52 

III.4.3) Alkylation 

Dans le but de coupler la sonde fluorescente au dérivé saccharidique, plusieurs agents 

d’alkylations fonctionnels (Figure 82) ont été choisis. Trois types d’électrophiles ont été 

utilisés : 

- Le bromure d’allyle 53 

- Différents bromoacétates d’alkyle 54-57 

- Des alkylamines protégées par un Boc ou un phtalimide 58-59 

 

Figure 82 : Structure des différents agents alkylants 

Ces divers électrophiles sont mis en réaction avec la méthode qui a donné les meilleurs 

résultats avec BnBr : la méthode utilisant Bu2SnO. 
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L’alkylation avec le bromure d’allyle 53 a été mise en œuvre à 50°C, pour éviter d’être à 

reflux du bromure d’allyle (Téb = 70°C), donnant le composé 3-O-allyl, 60, (Figure 83) avec 

un bon rendement de 50%. De même que la benzylation, la conversion n’est pas complète et 

environ 30% du produit de départ sont récupérés même après une optimisation attentionnée 

(température et temps de réaction). L’alkylation avec cet agent alkylant a aussi été essayée avec 

le protocole par transfert de phase utilisant Bu4NHSO4 et NaOH dans CH2Cl2. Dans ce cas, la 

conversion est bonne mais la régiosélectivité est faible, le composé disubstitué 61 est formé 

avec un rendement de 21% et le composé 60 avec un rendement de 50% équivalent à celui du 

protocole utilisant Bu2SnO. La RMN 1H 1D et 2D a confirmé sans ambiguïté la structure du 

composé 60.  

L’alkylation a été réalisée avec le bromoacétate de méthyle 54 mais le composé attendu n’a 

pas été obtenu. Le taux de conversion est faible et des produits secondaires non-identifiés ont 

été formés. L’analyse du milieu réactionnel par spéctrométrie de masse a montré la présence du 

C-glycoside 62 portant un groupe CH2-COOH (C18H23N3O7Na [M+Na]+ : 416.1318). 

Présumant que l’ester de méthyle est trop sensible, le bromoacétate d’éthyle 55 et le 

bromoacétate d’iso-propyle 56 ont été utilisés là encore sans succès. Le bromoacétate de tert-

butyle 57 a finalement été testé et le composé 63 a été obtenu avec un rendement de 32%. Au 

regard des différents essais, il apparait que l’ester de tert-butyl est plus stable dans les conditions 

opératoires mises en œuvre.  

Finalement, deux alkylamines protégées par un phtalimide ou un Boc 58 et 59 ont été 

utilisées. La réaction a été menée sans succès avec le dérivé 58, le produit de départ a été 

récupéré. Le 3-bromopropyle phtalimide 59 a quant à lui réagit avec succès avec 49 conduisant 

au composé 64 avec un rendement de 31% sans formation de sous-produits et avec un taux de 

conversion estimé à 59%.   
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Figure 83 : Structures des composés 60-64 

Les alkylations régiosélectives du composé 49 portant un motif 1,2-trans-diol ont été 

soigneusement optimisées avec le bromure de benzyle révélant que le protocole avec le Bu2SnO 

est le plus efficace. Cette stratégie a été appliquée à d’autres électrophiles fonctionnels i.e. le 

bromure d’allyle, le 3-bromopropyle phtalimide et le bromoacétate de tert-butyle. Les dérivés 

saccharidiques 3-O-substitués correspondants ont été obtenus avec des rendements pouvant 

paraître modestes mais toutefois satisfaisants compte tenu de la difficulté de cette réaction. Le 

composé 64 est choisi pour la suite des synthèses. Ce composé porte un bras fonctionnel avec 

une amine protégée par un phtalimide qui peut être déprotégée pour être engagée dans un 

couplage avec la cyanine.[258]  

 

 Méthylation de la position 2 

Les radiofluorations menées ultérieurement imposent de ne pas avoir d’hydroxyle libre 

pouvant complexer le fluor-18. Il a donc été choisi de réaliser une O-méthylation de la position 

2. Le composé 64 est méthylé dans le DMF en présence de NaH et du diméthylsulfate sous 

atmosphère inerte dans les conditions suivantes : NaH (1.1 éq) et Me2SO4 (1.2 éq) à température 

ambiante pendant 24 heures. Le composé 65 a été formé avec un rendement de 19% et le produit 

de départ est récupéré à 48%. Ce rendement n’étant pas satisfaisant, il a été choisi de changer 

d’agent méthylant en prenant le iodométhane (Schéma 38). De façon surprenante, cette réaction 

a été assez délicate et a nécessité une certaine mise au point (Tableau 13).  
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Schéma 38 : Méthylation de la position 2 

Toutes les réactions de méthylation ont été réalisées à température ambiante. Les conditions 

opératoires testées dans un premier temps mettent en jeu autant d’équivalents (2.5 éq.) de CH3I 

que de NaH et ont permis l’obtention du composé 65 avec un rendement de 20% (Tableau 13, 

entrée 1). Dans ces conditions, le produit de départ s’est dégradé quasi intégralement. Nous 

avons été surpris par ce résultat et la difficulté à réaliser cette simple méthylation peut être due 

à la réactivité du motif phtalimide que nous n’avions pas suspectée au préalable et qui est assez 

peu relevée dans la littérature. En effet, deux publications ont relevé la réduction en présence 

de NaH[259] et l’hydrolyse en présence d’eau[260] du phtalimide.  

Dans l’objectif d’utiliser le moins de NaH possible, les équivalents de ce réactif ont été 

réduits à 1.2 éq. Pour augmenter la consommation du produit de départ 64, il a été choisi 

d’augmenter la quantité de CH3I à 15 équivalents. Dans ces conditions, le produit 65 est obtenu 

avec un rendement de 20% et le produit de départ non consommé n’est récupéré qu’à hauteur 

de 22% (Tableau 13, entrée 2). Une forte dégradation du produit de départ est là encore 

observée. Un temps de réaction de 24 heures, pouvant conduire à une meilleure conversion du 

produit de départ, est trop long pour cette réaction. Dans le but de consommer tout le produit 

de départ et d’augmenter le rendement du composé 65, les quantités de CH3I et de NaH sont 

augmentées (30 éq et 1.5 éq respectivement) et le temps de réaction est diminué à six heures. 

Dans ces conditions le produit 65 est formé à 40% et le produit de départ n’ayant pas réagi est 

récupéré à 30% (Tableau 13, entrée 3). Un taux de dégradation non négligeable de produit de 

départ est encore observé. La durée de la réaction a donc été diminuée à une heure dans le but 

de diminuer cette dégradation. Dans ces conditions, le produit 65 est formé avec un rendement 

de 38% et le produit de départ est récupéré à hauteur de 28% (Tableau 13, entrée 4). La quantité 

de NaH a été augmentée à 1.8 éq. Le produit 65 est ainsi formé avec un rendement de 56%, le 

produit de départ est récupéré à 40% (Tableau 13, entrée 5) montrant qu’il n’y a pas de 

dégradation dans ces conditions. 
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Tableau 13 : Réactions de méthylation de la position 2 

Entrée CH3I (éq) NaH (éq) Temps (h) 
Récupération produit 

départ 64 (%) 
Rendement 

65 (%) 

1 2.5 2.5 6 0 20 

2 15 1.2 24 22 20 

3 30 1.5 6 30 40 

4 30 1.6 1 28 38 

5 30 1.8 1 40 56 

 

A l’issue de cette mise au point, le composé 65 a pu être obtenu avec un rendement de 56%, 

ce qui peut apparaître modeste, mais ceci est compensé par la récupération du produit de départ 

non consommé. 

 

 Ouverture régiosélective du 4,6-O-benzylidène  

Dans l’objectif de synthétiser la référence froide et le précurseur de marquage, il est 

nécessaire de déprotéger la position 6. Cette position une fois déprotégée sert à l’introduction 

d’un triflate comme bon groupe partant pour la synthèse du précurseur de marquage ou d’un 

fluor pour la référence non-radioactive. Il a été choisi de réaliser une déprotection par réduction 

régiosélective du 4,6-O-benzylidène décrite dans la littérature et pouvant conduire à deux 

produits régioisomères (4-OBn, 6-OH et 4-OH, 6-OBn). Le composé 4-OBn, 6-OH est le 

composé souhaité, plusieurs méthodes existent pour réaliser cette réaction régiosélective en 

utilisant des couples hydrure/acide de Lewis.[261,262]  

Plusieurs couples hydrure/acide de Lewis ont donc été testés (Schéma 39). Les premières 

conditions utilisées sont des conditions classiques avec LiAlH4 (1.5 éq) et AlCl3 (1.5 éq) dans 

le dichlorométhane anhydre. Cette réaction n’a pas fonctionné, une mauvaise conversion a été 

observée, et seul le composé dihydroxylé 67 a été obtenu avec un rendement de 23%. Ce 

premier résultat est tout à fait surprenant compte tenu de nombreux exemples décrits de la 

littérature avec cette association de réactifs. Dans ces conditions le produit 66 était attendu, 

mais n’a pas été formé. 
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Schéma 39 : Ouverture régiosélective du benzylidène 

Il a donc été choisi d’utiliser BH3.THF comme donneur d’hydrure et trois catalyseurs, 

Cu(OTf)2, CoCl2 et TMSOTf.[261–264] Ces conditions opératoires sont décrites dans la littérature 

pour fournir le régioisomère 4-OBn, 6-OH voulu avec un excellent rendement et une excellente 

regiosélectivité. Les conditions décrites par Shie et al.,[263] utilisant Cu(OTf)2 (0.15 éq) et 

BH3.THF (5 éq) dans le dichlorométhane anhydre n’ont pas permis d’obtenir le composé 66, 

seul le composé 67 a été obtenu avec un rendement de 90%. Tani et al.[264] utilise CoCl2 (3 éq) 

avec BH3.THF (5 éq) dans le dicholorométhane anhydre. Dans ces conditions, seul le produit 

67 est formé avec un rendement de 95%. Ces deux résultats sont assez surprenants. Le couple 

BH3.THF/TMSOTf est ensuite mis en oeuvre pour explorer cette réaction d’ouverture 

régiosélective.[261] Tous les essais sont répertoriés dans le Tableau 14. Cette réaction nécessite 

une verrerie très sèche, du dichlorométhane anhydride et une atmosphère inerte.  

Les premières conditions opératoires appliquées sont un temps de réaction de 15 minutes, 

5 équivalents de BH3.THF et 0.15 équivalent de TMSOTf (Tableau 14, entrée 1). Dans ces 

conditions, la conversion du produit de départ est satisfaisante, cependant le composé 66 n’est 

formé qu’à 20% et 67 a moins de 5%. Les équivalents de BH3.THF et de TMSOTf ont ensuite 

été doublés (Tableau 14, entrée 2). Dans ces conditions les résultats sont les mêmes que 

précédemment. 

Daragics et al. décrivent aussi que la réaction donne des rendements équivalents avec une 

quantité plus faible de BH3.THF.[261] Il a donc été choisi de réduire la quantité de BH3.THF a 1 

équivalent en conservant 0.3 équivalent de TMSOTf et en augmentant la durée de la réaction à 

20 min. Dans ces conditions, la formation des produits 66 et 67 a augmenté avec des rendements 

respectifs de 32 et 5% (Tableau 14, entrée 3). La conversion du produit de départ 65 est 
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équivalente à celle des entrées 1 et 2. La quantité de BH3.THF a donc peu d’impact sur la 

conversion du produit de départ. Il a donc été choisi d’augmenter le temps de réaction pour 

observer l’influence de ce paramètre sur la conversion du produit de départ. 

Les équivalents de BH3.THF sont maintenus à 1 équivalent, ceux de TMSOTf sont fixes à 

0.3 équivalent et la durée de réaction est augmentée à 1h30. Dans ces conditions, la conversion 

du produit de départ est améliorée, les composés 66 et 67 sont formés avec des rendements 

respectifs de 26 et 36% (Tableau 14, entrée 4). L’augmentation de la durée de la réaction permet 

une meilleure conversion, cependant la formation du composé 67 devient majoritaire par 

rapport à celle du composé 66.  

Il a été choisi d’augmenter la durée de la réaction à 4 heures et de fixer les équivalents de 

BH3.THF et TMSOTf respectivement à 1 et 0.15 (Tableau 14, entrées 5 et 6). Ces deux entrées 

ont été réalisées le même jour sur le même lot de produit 65. Il est observé que dans les mêmes 

conditions opératoires, cette réaction ne donne pas les mêmes résultats. Sur un lot, les composés 

66 et 67 sont formés avec des rendements de 24% (Tableau 14, entrée 6) et sur l’autre lot, leurs 

rendements respectifs sont de 42 et 40% (Tableau 14, entrée 5). D’une manière générale, le 

produit de départ a été partiellement récupéré. 

Tableau 14 : Réactions d’ouverture régiosélective du benzylidène avec BH3.THF/TMSOTf 

Entrée 
BH3.THF 

(éq) 
TMSOTf 

(éq) 
Temps 

Conversion produit 
départ 65 (%) 

Rendement 
66 (%) 

Rendement 
67 (%) 

1 5 0.15 15 min 61 20 5 

2 10 0.3 15 min 62 20 5 

3 1 0.3 20 min 64 32 5 

4 1 0.3 1.5 h 78 26 36 

5 1 0.3 4 h 100 42 40 

6 1 0.3 4 h 76 24 24 

 

En conclusion, cette réaction est difficile à contrôler quelle que soit la modification des 

équivalents de BH3.THF, de TMSOTf et la durée de réaction. De plus, il est difficile d’obtenir 

sélectivement le composé 66. Cette réaction est difficilement reproductible, réalisée le même 

jour dans les mêmes conditions avec la même quantité de substrat, les résultats diffèrent. Ces 

conditions ne sont pas optimales et sont loin des rendements décrits dans la littérature, la 

question suivante est posée : la présence du phtalimide a-t-elle un impact sur cette réaction ?  

Cette réaction a donc été réalisée sur le composé 49 portant un groupement benzylidène et 

deux hydroxyles libres. Le mode opératoire avec BH3.THF/TMSOTf dans les conditions 
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décrites par Daragics et al.[261,262] : 5 équivalents de BH3.THF, 0.15 équivalent de TMSOTf, 

CH2Cl2 anhydre comme solvant, atmosphère inerte, température ambiante et une durée de 

réaction de quatre heures. Les conditions décrites précédemment par Tani et al. (CoCl2 (3 éq) 

avec BH3.THF (5 éq) et Shie et al. (Cu(OTf)2 (0.15 éq) et BH3.THF (5 éq)) sont aussi réalisées 

sur le composé 49. Seule la formation du produit totalement déprotégé 13 est observée avec un 

rendement de 70% pour les conditions de Daragics et al. et 90% pour les conditions de Tani et 

al. et Shie et al. (Schéma 40).  
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Schéma 40 : Ouverture régiosélective sur le composé 49 

Ces résultats montrent que la présence du phtalimide n’a pas d’impact sur cette réaction 

d’ouverture régiosélective. Une déprotection totale du benzylidène porté par le composé 65 est 

observée dans les trois conditions opératoires réalisées. Ces résultats sont assez surprenants au 

regard des nombreux exemples de déprotection de benzylidène décrits dans la littérature. Le 

point commun entre les composés 65 et 49 est la présence du motif azoture N3. Il est possible 

que ce groupement azoture ait un impact sur cette réaction. Le composé 4-OBn, 6-OH 66 ayant 

néanmoins été obtenu en quantité suffisante, nous avons poursuivi la synthèse de la référence 

non-radioactive et du précurseur de marquage. 

 

IV- Synthèse de la référence non-radioactive et du 
précurseur de marquage 

 Synthèse de la référence non-radioactive 

La référence non-radioactive est nécessaire pour effectuer les tests biologiques in vitro mais 

aussi les premiers essais d’imagerie in vivo par FPIR. Elle peut être obtenue à ce stade en trois 

grandes étapes :  

- introduction du fluor en position 6  

- couplage avec la cyanine   

- conjugaison avec le peptide via CuAAC.  
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IV.1.1) Fluoration de la position 6 

La fluoration en position 6 du composé 66 a été réalisée par réaction avec le DAST soit 

dans le diglyme, soit dans le dichlorométhane.[27] Dans le diglyme, le rendement du composé 

68 est de 46%. La présence de sous-produits non-fluorés et non-identifiés ont été observés à 

hauteur de 50%. Dans le dichlorométhane, le composé 68 est formé avec un rendement de 30% 

et le produit de départ non converti est récupéré pour être remis en réaction (Schéma 41). La 

réaction dans le dichlorométhane est préférée car le produit de départ est recyclable, de plus 

elle est plus facile à mettre en œuvre, le diglyme étant difficile à éliminer totalement. 

 

Schéma 41 : Fluoration du composé 66 

 

IV.1.2) Déprotection du groupement phtalimide 

Pour déprotéger l’amine portant le groupement phtalimide, la réaction a été réalisée en 

s’inspirant de conditions réactionnelles décrites par Heidecke et Lindhorst.[265] Cette méthode 

se déroule dans le méthanol en présence d’hydrazine mono-hydrate à 40°C pendant 8h (Schéma 

42).  

 

Schéma 42 : Déprotection du phtalimide 

Le composé 69 est obtenu sous forme de chlorhydrate par extraction avec une solution 

aqueuse d’HCl 1N. Ce traitement a permis d’obtenir sans purification sur gel de silice le 

composé 69 avec un rendement de 79% après lyophilisation.  
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IV.1.3) Couplage de la cyanine avec des amines modèles : propylamine, 

benzylamine et éthanolamine 

Le couplage entre l’amine 69 et la cyanine 5 étant une étape clé, plusieurs conditions de 

couplage ont été explorées dans un premier temps avec des amines moins élaborées que 69 en 

utilisant divers agents d’activation. 

- La propylamine 

Dans un premier temps, la propylamine a été utilisée et deux protocoles ont été essayés avec 

la cyanine 5 38 : l’un mettant en jeu la diisopropylcarbodiimide (DIC) comme agent de 

couplage[266] et l’autre l’isobutyle chloroformiate (IBCF).[267] Le produit 70 est formé avec un 

rendement de 44% avec DIC et 48% avec IBCF (Schéma 43). L’activation avec DIC conduit 

également à un sous-produit non identifié rendant les purifications difficiles. 

 

Schéma 43 : Couplage de la cyanine avec la propylamine 

- La benzylamine 

Dans un deuxième temps, la benzylamine (2 éq) a été utilisée et a été mise à réagir avec 38 

en présence de DIC (Schéma 44). Après purification par chromatographie sur gel de silice, le 

composé 71 est obtenu avec un rendement satisfaisant de 72%. Le même sous-produit que celui 

obtenu avec la propylamine est formé lors de cette réaction.  

 

Schéma 44 : Couplage de la cyanine avec la benzylamine 
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- L’éthanolamine 

Dans le but d’étudier la chimiosélectivité vis-à-vis d’un composé portant à la fois une amine 

primaire et un hydroxyle primaire, l’éthanol amine a été utilisée comme modèle.  

Le protocole utilisant l’agent de couplage IBCF avec la cyanine 5 38 et l’éthanolamine 

(Schéma 45).  

 

Schéma 45 : Réaction de couplage entre la cyanine 5 et l’éthanolamine 

Après purification sur le composé 72 est isolé avec un rendement de 30%. Le composé 72 

est contrôlé par spectroscopie IR montrant la présence d’une bande vers 3300 cm-1 confirmant 

la présence d’un hydroxyle libre. Cette méthode de couplage est donc chimiosélective, le 

couplage forme uniquement un lien amide, ce qui est le but recherché. 

Une méthode de couplage via la cyanine 5 préalablement activée avec une 

hydroxysuccinimide a aussi été tentée. La réaction est réalisée à température ambiante dans le 

dichlorométhane pendant 12 heures en présence de DCC et de N-hydroxysuccinimide (Schéma 

46).[234] L’activation de la fonction acide par l’ester de NHS est quantitative.  

 

Schéma 46 : Activation de la fonction COOH de la cyanine 5 et réaction avec l’éthanolamine 
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Cette cyanine activée a ensuite été mise en réaction avec l’éthanolamine dans du DMF[268] 

à température ambiante pendant 24h. Après purification et analyse Infra-Rouge, l’absence de 

bande OH, semble indiquer un couplage par la fonction hydroxyle de l’éthanolamine, donnant 

le composé 74 avec un rendement de 14%. Cette méthode donne un faible rendement. La 

chimiosélectivité observée précédemment avec IBCF (formation d’un lien amide) semble 

différente dans ce cas (formation d’un lien ester).  

L’utilisation des agents de couplage DIC et IBCF sont concluantes. Les rendements obtenus 

sont satisfaisants dans le cadre de réaction avec des amines simples. Cependant, il est à noter la 

présence de sous-produits difficilement séparables lors des réactions avec DIC.  

 

IV.1.4) Couplage de la cyanine avec le C-glycoside 69  

Au vu des résultats obtenus sur les synthons simples, le couplage entre la molécule cible 69 

et la cyanine 5 38 a été réalisé avec DIC et IBCF (Schéma 47). Le composé 75 a été obtenu 

avec un faible rendement inférieur 10% par activation de la cyanine avec DIC. Ce faible 

rendement peut être expliqué car le produit 69 sous forme ammonium n’a pas été neutralisé 

dans ce premier essai. De plus, le sous produit observé dans les réactions impliquant DIC a 

aussi été retrouvé ici et a été encore plus difficile à séparer. En effet, plusieurs purifications sur 

gel de silice et sur résine LH20® (exclusion stérique) ont dues être réalisées pour obtenir le 

produit 75 avec une purété convenable. L’activation par IBCF a ensuite été testé. Dans ce cas, 

le composé 69 est neutralisé in situ avec de la triéthylamine et le produit 75 est formé avec un 

rendement d’environ 20% après purification. D’autres essais ont été réalisés en faisant varier le 

nombre d’équivalents d’IBCF, de triéthyamine et de 69 mais n’ont cependant pas donné de 

meilleurs rendements. 
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Schéma 47 : Réaction de formation du composé 75 

Malgré le rendement relativement faible qu’il conviendrait d’améliorer, la référence non-

radioactive du groupement prosthétique est obtenue en quantité suffisante pour les 

développements ultérieurs. 

 

IV.1.5) Synthèse de la référence glycopeptidique 

Le peptide utilisé est un dérivé de la séquence RGD, le c(RGDfK), dérivé couramment 

utilisé en imagerie moléculaire et ayant une affinité similaire à celle de c(RDGfC) utilisé 

précédemment. Dans le contexte d’une conjugaison par CuAAC avec le groupement 

prosthétique fluoré 75 ce peptide doit être propargylé (Schéma 48) et ceci a été réalisé par 

fonctionnalisation de la chaine latérale de la lysine. Le c(RGDfK) est mis en présence de Et3N 

dans le DMF et le 1-(pent-4-ynoyloxy)pyrrolidine-2,5-dione est ensuite additionné. Après 

purification sur colonne d’exclusion stérique (LH20), le composé 76 est obtenu avec un 

rendement de 82%.[269] 
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Schéma 48 : Propargylation du c(RGDfK) 

La CuAAC est réalisée dans des conditions classiques en présence de Cu(OAc)2 (0.1 éq), 

d’ascorbate de sodium (0.2 éq), du peptide propargylé 76 (1 éq) dans un mélange H2O/tBuOH 

(5/5) pendant 6h à température ambiante (Schéma 49). 

 

Schéma 49 : Synthèse de la référence glycopeptidique 77 

Le milieu réactionnel est purifié sur résine LH20® (exclusion stérique). Le produit 77 est 

obtenu avec un rendement de 32%. Les deux références non-radioactives 75 (référence de 

groupement prosthétique) et 77 (référence du glycopeptide) ont ainsi été isolées. Cette dernière 



Chapitre 3 : Synthèse de dérivés de type C-glycosides radiofluorés et fluorescents pour des 
applications en imagerie bimodale TEP/FPIR 

140 
 

sera utilisée dans le cadre d’évaluations biologiques in vitro vis à vis les intégrines αVβ3 et ses 

prorpiétés de fluorescence dans le cadre d’une utlisation en imagerie FPIR seront vérifiées.  

La synthèse du précurseur de marquage est nécessaire pour le développement ultérieur des 

radiosynthèses. 

 

 Synthèse du précurseur de marquage 

Le précurseur de marquage doit comporter la cyanine 5 et un bon groupe partant en position 

6 pour effectuer la radiofluoration. La synthèse du précurseur de marquage est réalisée en trois 

étapes à partir du composé 66 :  

- La déprotection de l’amine portant le groupement phtalimide 

- Le couplage de la cyanine avec le dérivé C-glycoside 

- La triflation de la position 6 du dérivé saccharidique 

IV.2.1) Déprotection du phtalimide 

Le groupement phtalimide est déprotégé dans les mêmes conditions réactionnelles[265] que 

celles employées pour le composé 68 (Schéma 50). 
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Schéma 50 : Déprotection de l’amine portant le groupement phtalimide 

L’obtention de 78 est réalisée avec un rendement satisfaisant de 70%. La pureté est 

contrôlée par spectrométrie de masse puis le composé est directement engagé dans une réaction 

de couplage. 

 

IV.2.2) Couplage entre la cyanine 5 et le composé 78 

Le couplage entre la cyanine 5 et le composé 78 est réalisé dans les conditions décrites 

précédemment avec IBCF (Schéma 51). En effet cette méthode avait montré une 

chimiosélectivité envers la fonction amine lors du couplage modèle avec l’éthanolamine. Après 
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lavage à l’eau et purification sur colonne de silice, le produit 79 a été obtenu avec un rendement 

très satisfaisant de 60%. 

 

Schéma 51 : Couplage entre la cyanine 5 et le composé 78 

 

IV.2.3) Triflation de la position 6 

La cyanine 5 étant couplée au dérivé C-glycosidique, l’hydroxyle en position 6 triflée, par 

réaction avec l’anhydride triflique. La triflation est réalisée dans le dichlorométhane anhydre 

en présence de pyridine à basse température (Schéma 52).[222] 
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Schéma 52 : Triflation du composé 79 

Dans ces conditions, la réaction n’a pas eu lieu. L’anhydride triflique utilisé est 

probablement en cause car il semblerait que la proportion d’acide triflique présent soit assez 

importante. D’autres essais sont en cours d’investigation.  

V- Conclusion  

Le dérivé C-glycosidique 13 (Figure 84) a été protégé en position 6 par un groupement 

trityle dans le but de réaliser des acylations régiosélectives avec un substrat modèle, l’anhydride 

acétique, dans un premier temps, et avec de l’acide 3-butènoïque dans un second temps. L’acide 

3-butènoïque avait été envisagé pour coupler la cyanine au dérivé saccharidique. Ces réactions 

ont conduit à des mélanges de trois régioisomères en position 2, 3 et 4 et la position 3 est 

majoritaire dans tous les cas. Au cours des ces réactions, la régiosélectivité et les rendements 

n’ont pas été satisfaisants et des réactions secondaires ont eu lieu. Pour ces raisons, un autre 

groupement protecteur a été préféré. 

Le 4,6-benzylidène choisi comme groupement protecteur réduit le nombre d’hydroxyles 

libres et le nombre de régioisomères possibles. Des alkylations régiosélectives avec le bromure 

de benzyle comme substrat modèle ont été explorées avec plusieurs protocoles. Le protocole 

montrant la meilleure régiosélectivité implique l’usage de dérivé stannylé Bu2SnO en quantité 

stœchiométrique. La position 3 est la seule position alkylée lors de cette réaction. Ces réactions 

d’alkylation ont ensuite été développées avec plusieurs électrophiles fonctionnels, notamment 

le 3-bromopropyle phtalimide, dans le but d’introduire une fonction protégée pour le couplage 

ultérieur avec la cyanine. L’hydroxyle libre en position 2 a ensuite été protégé par un méthyle 

dans des conditions classiques de méthylation qui ont néanmoins nécessité quelques 

optimisations. Afin de mener à bien les synthèses de la référence froide et du précurseur de 

marquage, l’hydroxyle en position 6 doit être libre afin d’être fluoré ou triflé. La position 4 doit 

quant à elle être protégée par un groupement inerte. Dans le but de réaliser ce double objectif, 

une déprotection régiosélective a été mise en œuvre. Bien que cette réaction soit difficilement 

reproductible et répétable, le composé 4-OBn, 6-OH 66 a pu être obtenu en quantité suffisante 

pour la poursuite de la synthèse.  

A partir de 66, une fluoration est réalisée puis une déprotection de l’amine portant le 

groupement phtalimide, afin de réaliser le couplage avec la cyanine 5. La référence non-

radioactive 75 a été obtenue et après réaction CuAAC, le composé 77, référence 

glycopeptidique, est obtenu de façon satisfaisante.  
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Le composé 66 est aussi utilisé pour la synthèse du précurseur de marquage. Après 

déprotection du phtalimide, la cyanine 5 est couplée au composé 78 par activation avec IBCF. 

Le premier essai de triflation de ce composé n’a pas été concluant, de futurs essais sont 

envisagés. 

La référence non radioactive 77 sera prochainement évaluée in vitro afin de déterminer son 

affinité envers les intégrines αVβ3. L’imagerie FPIR in vivo sera également mise en œuvre 

ultérieurement. La radiosynthèse du MOMIA, pourra être entreprise dès que la dernière étape 

de triflation du précurseur aura été réalisée. 

 

Figure 84 : Structures des composés 13, 66, 75, 77 et 78 
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Ce travail est centré sur la synthèse de dérivés C-glycosides diversement fonctionnalisés et 

conjugués avec des peptides pour des applications en imageries TEP et TEP/FPIR. 

Des groupements prosthétiques de types C-glycosides fluorés ont été développés de leur 

synthèse jusqu’aux applications en imagerie TEP, montrant leur potentiel en tant qu’outils 

diagnostiques. En effet, l’introduction d’un bras fonctionnel sur la position pseudo-anomérique 

nécessaire au couplage par CuAAC avec des peptides dérivés de la séquence RGD a permis 

d’obtenir quatre C-glyco-RGD. Leur évaluation in vitro et modélisation moléculaire a permis 

de montrer que l’unité saccharidique fluorée (groupe prosthétique) n’affecte pas l’affinité du 

peptide par rapport à sa cible et est même bénéfique dans certains cas. Les différents C-glyco-

RDG ont montré un profil d’affinité distinct, les C-glyco-RDG linéaires présentant une certaine 

sélectivité vis à vis des intégrines αIIβ3, cette sélectivité est retrouvée vis à vis des intégrines 

αVβ3 pour les C-glyco-RGD cycliques. La radiosynthèse d’un C-glyco-RGD cyclique a été 

totalement automatisée, c’est une synthèse modulable et sa mise en œuvre pourrait être 

facilement adaptée à d’autres groupements prosthétiques et/ou peptides dans le but d’élargir le 

panel de peptides radiomarqués au fluor-18.  

La seconde partie s’appuie sur ces premiers résultats concernant le développement de 

groupes prosthétiques C-glycosidiques, pour aller plus loin en termes d’outils de diagnostic. 

L’objectif a été de mettre au point des sondes duales (radio)fluorées pour l’imagerie bimodale 

TEP/FPIR. Ceci a nécessité une stratégie synthétique élaborée pour introduire un atome de fluor 

et un fluorophore de type cyanine, tous deux étant les sondes d’imagerie spécifiques TEP et 

FPIR. L’accrochage d’une biomolécule (peptide RGD) a pu se faire là encore par réaction 

"Click". La mise en place de ces divers éléments nous a conduit à développer une 

fonctionnalisation contrôlée d’un dérivé C-glycosidique. La mise au point de réactions 

régiosélectives ainsi qu’une optimisation des étapes de protection/déprotection, de couplage 

avec la cyanine et le dérivé RGD ont permis l’obtention de l’agent d’imagerie bimodal dans sa 

version non-radioactive. Les essais menés sur le précurseur de marquage sont en bonne voie, 

mais doivent être améliorés en vue d’une application en radiochimie. Une perspective à ce 

travail sera d’évaluer les propriétés biologiques in vitro des outils synthétisés et de considérer 

cet agent dual pour des applications diagnostique et théranostique en imagerie TEP/FPIR. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie expérimentale 

149 
 

 

 

 

 

 

 

PARTIE EXPERIMENTALE 



 

 

 

 



Partie expérimentale 

151 
 

Table des matières de la partie expérimentale 

 

I- GENERAL INFORMATION ................................................................................. 153 

II- PREPARATION AND PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERISATION OF COMPOUNDS

 ........................................................................................................................... 154 

II.1- Fluorinated C-glycosides synthesis and conjugation with RGD derivatives .......... 154 

II.1.1) C-glycoside functionalisation ....................................................................................... 154 

II.1.2) Preparation of labeling precursors ................................................................................ 165 

II.1.3) Preparation of non-radioactive references .................................................................... 167 

II.1.4) Preparation of linear and cyclic glycopeptides ............................................................. 169 

II.2- Synthesis of fluorinated and fluorescent C-glycosides and conjugation with RGD 

derivatives ....................................................................................................................... 174 

II.2.1) Preparation of cyanine 5 ............................................................................................... 174 

II.2.2) Regioselective acylation ............................................................................................... 176 

II.2.3) Preparation of fluorinated and fluorescent C-glycosidic compounds ........................... 183 

III- HPLC ........................................................................................................... 203 

IV- RADIOSYNTHESIS OF [18F]33 ........................................................................ 205 

IV.1- AllInOne Synthetizer ............................................................................................. 205 

IV.2- Synthesizer and cassette preparation ..................................................................... 206 

IV.3- Radiosynthesis ....................................................................................................... 207 

IV.4- Quality control ....................................................................................................... 209 

IV.5- Partition coefficient (logD7.4) measurements ........................................................ 210 

IV.6- In vitro stability in serum ...................................................................................... 210 

V- IN VITRO ASSAYS PROTOCOLS ...................................................................... 210 

VI- MOLECULAR MODELING ............................................................................ 211 

VII- PET IMAGING .......................................................................................... 212 

 

 



 

 

 

  



Partie expérimentale 

153 
 

I- General information 

The differents commercial reagent and solvent (Acros, Alfa Aeasar, Bachem, Carlo Erba, 

Carbosynth, Chem-Impex and Sigma Aldrich) were used without preliminary purification. 

Dichloromethane was distilled on CaH2 and some others anhydrous solvents (THF, toluene and 

MeOH) were collected after a purification on the solvent purifier (MBRAUN, MB-SPS-800). 

 Thin layer chromatography (TLC) analyses were performed using standard procedures on 

Kieselgel 60F254 plates (Merck, Kenilworth, NJ, USA).  

Compounds were visualized using UV light (254 nm) and a methanolic solution of sulfuric 

acid, a methanolic solution of ninhydrine and a solution of phosphomolybdique acid.  

Melting points were determined with a Tottoli apparatus and are uncorrected. FTIR spectra 

were recorded on an apparatus Shimadzu IRAffinity-1, ATR PIKE Technologies model 

GladiAT (cm-1). Optical rotations were measured on an Anton-Paar MCP 300 polarimeter. 

Mass and high resolution mass spectrometry spectra were recorded on a Bruker microTOFQ 

apparatus and MALDI spectra on a Bruker Ultraflex apparatus. 

Column chromatography was performed on silica gel SI 60 (63–200 µm) (Merck). 

Purification of deprotected compounds was achieved by gel filtration on LH20 using water or 

water/methanol mixture as eluent. High performance liquid chromatography (HPLC) analyses 

were run on a Waters system (2695eb pump, auto sampler injector, 2998 PDA detector, 2424 

ELSD detector, and NaI detector from Berthold [Bad Wildbad, Germany]) controlled by the 

Empower Software (Orlando, FL, USA). Analyses were performed on a Vydac 218TP C18 (5 

μm, 250 × 4.6 mm) from Grace or LiChrospher C8 endcapped (5 μm, 250 × 4mm) from AIT 

(Khlong Luang, Pathum Thani, Thailand) with ACN/H2O/TFA mixture (proportions given in 

brackets) at 1 mL/min. Purification on the AllInOne (AIO) synthesis module were performed 

by two HPLC : the 1st HPLC (column: LiChrospher C8 endcapped) and the 2nd HPLC (column: 

Vydac 218TP C18) with ACN/H2O/TFA mixture (proportions given in brackets) at respectively 

4.5 mL/min and 3 mL/min. 

The reverse phase purifications were carried out with Lichoprep silica RP-18 (40-63 µm, 

Merck). Flash chromatography purification were realized with a Combiflash Rf (Teledyne-

Isco) system or with a ISMATEC pump associated to a LKB (Helirac, modèle 2212) collector 

on silica gel SI60 (35-70 μm, Merck) or Chromatotron (Harrison Research), Model 7924 on 

disk silica gel SI60 (35-70 μm, Merck).  
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1H, 13C, and 19F NMR spectra were recorded on a Bruker spectrometer DPX250 (250 MHz, 

62.9 MHz and 235 MHz, respectively) or Avance III 400 (400 MHz and 100.6 MHz, 

respectively). For complete assignment of 1H and 13C signals, two-dimensional 1H, 1H COSY 

and 1H, 13C correlation spectra were recorded. Chemical shifts (δ) are given in parts per million 

relative to the solvent residual peak. For clarity, NMR signals attributions follow atom 

numbering showed on the figure below for all carbohydrate compounds (Figure 1).  
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Figure 1: Atom numbering 

The following abbreviations are used for multiplicity of NMR signals: s = singlet, d = 

doublet, t = triplet, q = quadruplet, qt = quintuplet, m = multiplet, b = broad signal and app = 

apparent multiplicity. The given J values refer to apparent multiplicities and do not represent 

the true coupling constants.  

 

II- Preparation and physico-chemical characterisation of 
compounds 

When compounds are already described in literature, their structures are simply confirmed 

by 1H NMR and 13C in somes cases. 

 

 Fluorinated C-glycosides synthesis and conjugation with 
RGD derivatives 

II.1.1) C-glycoside functionalisation 

1-acetate-2,3,4,6-tetrakis-O-(phenylmethyl)-D-glucopyranose 2[211] 

Prepared according to literature procedures.[211]  

 

Yield: quantitative as a colorless oil 

 C36H38O7 

M.W.: 582.69 g/mol 

Rf = 0.54 (Cycl/EtOAc: 8/2) 

  



Partie expérimentale 

155 
 

1H NMR (CDCl3, 250 MHz): δ = 2.04 (s, 3H, CH3), 3.60-3.80 (m, 5H), 3.80-4.00 (m, 2H, H9), 

4.48 (d, 1H, JCH2 = 12.0 Hz, CH2Ph), 4.52 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.59-4.69 (m, 2H, 

CH2Ph), 4.74-4.87 (m, 3H, CH2Ph), 4.97 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 6.32 (d, 1H, J4,5 = 

3.3 Hz, H4), 7.09-7.11 (m, 2H, HAr), 7.21-7.28 (m, 18H, HAr).  

 

4,8-anhydro-1,2,3-trideoxy-5,6,7,9-tetrakis-O-(phenylmethyl)-D-glycero-D-gulo-Non-1-

enitol 3[212,213] 

To a solution of 2 (20 g, 34.34 mmol) in anhydrous dichloromethane (225 mL) was added, 

under argon, TMSI (6 mL, 41.80 mmol, 1.2 eq.), dropwise at 0°C. The solution was stirred at 

0°C for 1h30. Dry toluene (8 mL) was added at 0 °C and the solvent was evaporated under 

vacuum under N2 atmosphere. The temperature of the water-bath did not exceed 25°C. 

Azeotroping was repeated twice. To the crude yellowish compound, a solution of allyl 

magnesium bromide (1M in Et2O, 110 mL, 103.2 mmol, 3 eq.) was added dropwise under argon 

at 0°C and the reaction was stirred for 3h at room temperature. The mixture was quenched by 

adding EtOAc, then water and saturated aqueous NH4Cl solution. The aqueous layer was 

extracted three times with EtOAc and the combined organic layer was washed with saturated 

aqueous Na2S2O3 and brine then dried over MgSO4. After evaporation of the solvent under 

vacuum, the crude product was purified by flash chromatography on silica gel (eluent: 

cyclohexane/EtOAc 100/0 to 90/10) to yield compound 3. 

 

Yield: 65% as a white solid 

 C37H40O5 

M.W.: 564.72 g/mol 

Rf = 0.53 (Cycl/EtOAc: 8/2) 

                      

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 2.32-2.39 (m, 1H, H3a), 2.64 (bdd, 1H, J3a,3b = 14 Hz, J3b,4 

= 6.0 Hz, H3b), 3.36-3.40 (m, 2H, H4 and H5), 3.42-3.48 (m, 1H, H8), 3.64 (app t, 1H, J7,8 = 

J7,6 = 9.5 Hz, H7), 3.70-3.78 (m, 3H, H6 and H9), 4.58-4.70 (m, 4H, CH2Ph), 4.85 (d, 1H, JCH2 

= 11.0 Hz, CH2Ph), 4.91-4.96 (m, 3H, CH2Ph), 5.11 (bd, 1H, J1a,2 = 9.5 Hz, H1a), 5.14 (bd, 1H, 

J1b,2 = 17.0 Hz, H1b), 5.97 (m, 1H, H-2), 7.20-7.24 (m, 2H, HAr), 7.28-7.40 (m, 18H, HAr). 13C 

NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 36.1 (C3), 69.2 (C9), 73.6 (CH2Ph), 75.1 (CH2Ph), 75.3 

(CH2Ph), 78.8 (C7), 78.9 (C5), 79.2 (C8), 81.7 (C4),  87.5 (C6), 117.1 (C1), 127.7 (CAr), 127.8 

(CAr), 127.9 (2 CAr), 127.9 (3 CAr), 127.9 (CAr), 128.1 (2 CAr), 128.1 (2 CAr), 128.5 (2 CAr), 

128.6 (2 CAr), 128.6 (2 CAr), 128.6 (2 CAr), 135.0 (C2), 138.3 (CqAr), 138.4 (CqAr), 138.5 (CqAr), 

138.8 (CqAr). 
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2,6-anhydro-7,8,9-trideoxy-1,3,4,5-tetra-O-benzyl-D-glycero-L-gulo-non-8-enitol 4[213,214] 

To a solution of 2 (1.06 g, 1.82 mmol) in dry acetonitrile (6.5 mL) were added, under argon 

dropwise at 0°C, allyltrimethylsilane (560 μL, 3.64 mmol, 2.0 eq) and boron trifluoride etherate 

(112 μL, 0.91 mmol, 0.5 eq). The solution was stirred for 1h at 0°C and 24h at room 

temperature. The mixture was then diluted with diethyl ether (Et2O), washed with a saturated 

aqueous solution of NaHCO3, a saturated aqueous solution of NH4Cl and brine. The organic 

layer was dried over MgSO4, filtered and evaporated under vacuum. The crude product was 

purified by column chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/EtOAc 100/0 to 92/08) 

to yield compound 4.  

 

Yield: 36% as a white solid 

 C37H40O5 

M.W.: 564.72 g/mol 

Rf = 0.50 (Cycl/EtOAc: 8/2) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 2.45-2.60 (m, 2H, H3), 3.60-3.70 (m, 3H, H7, H8 and H9a), 

3.75 (dd, 1H, J9b,9a = 10.5 Hz, J9b,8 = 3.5 Hz, H9b), 3.80 (dd, 1H, J5,6 = 9.5 Hz, J5,4 = 5.5 Hz, 

H5), 3.84 (dd, 1H, J6,7 = 7.5 Hz, H6), 4.10-4.20 (m, 1H, H4), 4.51 (d, 1H, JCH2 = 11.5 Hz, 

CH2Ph), 4.51 (d, 1H, JCH2 = 11.5 Hz, CH2Ph), 4.67 (bd, 2H, JCH2 = 11.5 Hz, CH2Ph), 4.73 (d, 

1H, JCH2 = 11.5 Hz, CH2Ph), 4.85 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.86 (d, 1H, JCH2 = 10.5 Hz, 

CH2Ph), 4.97 (d, 1H, JCH2 = 11.5 Hz, CH2Ph), 5.08-5.20 (m, 2H, H1), 5.80-5.95 (m, 1H, H2), 

7.15-7.20 (m, 2H, HAr), 7.27-7.37 (m, 18H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 29.8 

(C3), 68.9 (C9), 71.1 (C8), 73.1 (CH2Ph), 73.5 (CH2Ph), 73.7 (C4), 75.1 (CH2Ph), 75.5 

(CH2Ph), 78.1 (C7), 80.1 (C5), 82.4 (C6), 116.9 (C1), 127.6 (CAr), 127.6 (CAr), 127.7 (CAr), 

127.8 (CAr), 127.8 (2 CAr), 127.9 (2 CAr), 128.0 (2 CAr), 128.0 (2 CAr), 128.3 (2 CAr), 128.4 (4 

CAr), 128.5 (2 CAr), 134.8 (C2), 138.1 (CqAr), 138.2 (CqAr), 138.3 (CqAr), 138.8 (CqAr).  
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4,8-anhydro-2,3-dideoxy-5,6,7,9-tetra-O-benzyl-D-glycero-D-gulo-nonitol 5[213,215] 

To a solution of 3 (4.0 g, 7.1 mmol) in dry THF (16 mL) was added, under argon dropwise at 

0°C, a solution of 9-BBN (0.5M in THF, 24 mL, 10.64 mmol, 1.5 eq). At the end of the addition, 

the mixture was allowed to reach room temperature and then was heated at reflux for 4 h. The 

solution was then cooled at 0°C and EtOH (6.4 mL), 4M NaOH (4 mL) and a 30% solution of 

H2O2 in water (4 mL) were successively and slowly added. The resulting suspension was 

vigorously stirred overnight at room temperature. The reaction mixture was diluted with Et2O 

and water and solid potassium carbonate K2CO3 was added up to saturation. After separation, 

the aqueous layer was extracted once with Et2O and the combined organic layer was washed 

with saturated aqueous solution of NH4Cl, brine and dried over MgSO4. After evaporation 

under vacuum, the crude product was purified by flash chromatography on silica gel (eluent: 

cyclohexane/EtOAc 100/0 to 60/40) to afford the expected alcohol 5.  

 

Yield: 97% as a white solid 

 C37H42O6 

M.W.: 582.74 g/mol 

Rf = 0.28 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.52-1.61 (m, 1H, H3a), 1.70-1.78 (m, 2H, H2), 1.93-2.05 

(m, 2H, H3b and HOH), 3.31-3.34 (m, 2H, H4 and H5), 3.47 (ddd, 1H, J8,7 = 9.5 Hz, J8,9a = 5.0 

Hz, J8,9b = 2.0 Hz, H8), 3.61 (app t, 1H, J7,8 = J7,6 = 9.5 Hz, H7), 3.63-3.74 (m, 5H, H1, H6 and 

H9), 4.56 (d, 1H, JCH2 = 12.0 Hz, CH2Ph), 4.57 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.62 (d, 1H, 

JCH2 = 12.0 Hz, CH2Ph), 4.68 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph),  4.84 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, 

CH2Ph), 4.90-4.94 (m, 3H, CH2Ph), 7.17-7.19 (m, 2H, HAr), 7.28-7.37 (m, 18H, HAr). 13C NMR 

(CDCl3, 100.6 MHz): δ = 28.7 (C3), 29.4 (C2), 63.0 (C1), 69.1 (C9),73.6 (CH2Ph), 75.2 

(CH2Ph), 75.5 (CH2Ph), 75.7 (CH2Ph), 78.7 (C7),78.8 (C8), 79.5 (C5), 82.1 (C4), 87.4 (C6), 

127.8 (2 CAr), 127.9 (2 CAr), 127.9 (CAr), 128.0 (CAr), 128.0 (2 CAr), 128.1 (2 CAr), 128.1 (2 

CAr), 128.5 (2 CAr), 128.6 (2 CAr), 128.6 (2 CAr), 128.6 (2 CAr), 138.1 (CqAr), 138.2 (CqAr), 138.2 

(CqAr), 138.7 (CqAr). 
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2,6-anhydro-7,8-dideoxy-1,3,4,5-tetra-O-benzyl-D-glycero-L-gulo-nonitol 6[213,215] 

Prepared from 4 according to procedure described for the synthesis of compound 5.  

 

Yield: 93% as a white solid 

 C37H42O6 

M.W.: 582.74 g/mol 

Rf = 0.26 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.63-1.75 (m, 3H, H2 and HOH), 1.78-1.84 (m, 2H, H3), 3.59 

(m, 1H, H7), 3.63-3.83 (m, 7H, H1, H5, H6, H8 and H9), 4.04-4.09 (m, 1H, H4), 4.49 (d, 1H, 

JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.51 (d, 1H, JCH2 = 12.5 Hz, CH2Ph), 4.63 (d, 1H, JCH2 = 12.0 Hz, 

CH2Ph), 4.64 (d, 1H, JCH2 = 11.5 Hz, CH2Ph), 4.73 (d, 1H, JCH2 = 11.5 Hz, CH2Ph), 4.82 (d, 

1H, JCH2 = 10.5 Hz, CH2Ph), 4.84 (d, 1H, JCH2 = 10.5 Hz, CH2Ph), 4.95 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, 

CH2Ph), 7.14-7.16 (m, 2H, HAr), 7.27-7.37 (m, 18H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ 

= 20.9 (C3), 29.3 (C2), 62.4 (C1), 69.1 (C9), 71.2 (C8), 73.2 (CH2Ph), 73.5 (CH2Ph), 74.4 (C4), 

75.1 (CH2Ph), 75.5 (CH2Ph), 78.2 (C7), 80.2 (C5), 82.4 (C6), 127.6 (CAr), 127.7 (CAr), 127.8 

(CAr), 127.8 (CAr), 127.9 (2 CAr), 127.9 (6 CAr), 128.4 (2 CAr), 128.4 (4 CAr), 128.5 (2 CAr), 

137.9 (CqAr), 138.1 (CqAr), 138.3(CqAr), 138.7 (CqAr). 

 

4,8-anhydro-1-bromo-1,2,3-trideoxy-5,6,7,9-tetra-O-benzyl-D-glycero-D-gulo-nonitol 

7[213,216] 

To a solution of 5 (23.25 g, 39.9 mmol) in CH2Cl2 (230 mL) were added, under argon at 0°C, 

triphenylphosphine (15.7 g, 59.9 mmol, 1.5 eq) and carbon tetrabromide (19.85 g, 59.9 mmol, 

1.5 eq). The mixture was stirred one night at room temperature. After dilution with CH2Cl2, the 

organic layer was washed with a saturated aqueous solution of NaHCO3, brine and dried over 

MgSO4. After concentration under vacuum, the crude residue was purified by flash 

chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/EtOAc 90/10 to 60/40) to yield the 

brominated compound 7.  

 

Yield: 84% as a white solid 

 C37H41BrO5 

M.W.: 645.63 g/mol 

Rf = 0.31 (Cycl/EtOAc: 9/1) 
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1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.53-1.60 (m, 1H, H3a), 1.90-2.15 (m, 3H, H3b and H2), 

3.27 (m, 1H, H4), 3.30 (app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.5 Hz, H5), 3.41 (ddd, 1H, J8,7 = 9.5 Hz, J8,9a = 

4.0 Hz, J8,9b = 2.0 Hz, H8), 3.45 (t, 2H, J1,2 = 7.0 Hz, H1), 3.63 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.5 Hz, 

H7), 3.69 (dd, 1H, J9a,9b = 11.0 Hz, H9a), 3.71 (app t, 1H, H6), 3.71 (dd, 1H, H9b), 4.57 (d, 1H, 

JCH2 = 12.0 Hz, CH2Ph), 4.59 (d, 1H, JCH2 = 12.0 Hz), 4.64 (d, 1H, JCH2 = 12.0 Hz, CH2Ph), 

4.68 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.85 (d, 1H, JCH2 = 12.0 Hz, CH2Ph), 4.90-4.93 (m, 3H, 

CH2Ph), 7.19-7.21 (m, 2H, HAr), 7.28-7.38 (m, 18H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ 

= 29.3 (C3), 30.5 (C2), 34.2 (C1), 69.2 (C9), 73.6 (CH2Ph), 75.1 (CH2Ph), 75.5 (CH2Ph), 75.7 

(CH2Ph), 78.7 (C7), 78.8 (C4), 79.0 (C8), 82.1 (C5), 87.4 (C6), 127.8 (CAr), 127.8 (CAr), 127.9 

(2 CAr), 127.9 (3 CAr), 128.1 (3 CAr), 128.3 (2 CAr), 128.5 (2 CAr), 128.6 (2 CAr), 128.6 (2 CAr), 

128.6 (2 CAr), 138.1 (CqAr), 138.3 (CqAr), 138.3 (CqAr), 138.7 (CqAr).  

 

2,6-anhydro-9-bromo-7,8,9-trideoxy-1,3,4,5-tetra-O-benzyl-D-glycero-L-gulo-nonitol 

8[213,216]. 

Prepared from 6 according to procedure described for the synthesis of compound 7.  

 

Yield: 90% as a white solid 

 C37H41BrO5 

M.W.: 645.63 g/mol 

Rf = 0.30 (Cycl/EtOAc: 9/1) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.85-1.95 (m, 3H, H3 and H2a), 2,01-2.05 (m, 1H, H2b), 

3.45-3.55 (m, 2H, H1), 3.57-3.66 (m, 2H, H8 and H7), 3.67 (dd, 1H, J9a,9b = 10.5 Hz, J9a,8 = 2.0 

Hz, H9a), 3.72 (dd, 1H, J9b,8 = 3.5 Hz, H9b), 3.77 (dd, 1H, J5,6 = 9.5 Hz, J5,4 = 5.5 Hz, H5), 

3.79-3.84 (m, 1H, H6), 4.02-4.07 (m, 1H, H4), 4.50 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.51 (d, 

1H, JCH2 = 12.0 Hz, CH2Ph), 4.65 (d, 2H, JCH2 = 12.0 Hz,  CH2Ph), 4.74 (d, 1H, JCH2 = 11.5 Hz, 

CH2Ph), 4.83 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.85 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.95 (d, 

1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 7.14-7.17 (m, 2H, HAr), 7.28-7.39 (m, 18H, HAr). 13C NMR 

(CDCl3, 100.6 MHz): δ = 23.1 (C3), 28.8 (C2), 33.8 (C1), 69.0 (C9), 71.2 (C8), 73.3 (CH2Ph), 

73.5 (CH2Ph), 73.5 (C4), 75.1 (CH2Ph), 75.5 (CH2Ph), 78.1 (C7), 80.1 (C5), 82.5 (C6), 127.6 

(CAr), 127.7 (CAr), 127.8 (CAr), 127.9 (CAr), 127.9 (4 CAr), 128.0 (2 CAr), 128.0 (2 CAr), 128.4 

(2 CAr), 128.4 (4 CAr), 128.5 (2 CAr), 138.0 (CqAr), 138.2 (CqAr), 138.2 (CqAr), 138.8 (CqAr). 
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4,8-anhydro-1-bromo-1,2,3-trideoxy-D-glycero-D-gulo-nonitol 9  

Compound 7 (5.0 g, 7.76 mmol) and Pd(OH)2/C (10%) (1 g, 20%w/w) were dissolved in 

THF/H2O mixture (5/1 v/v,  110 mL). The reaction mixture was stirred under hydrogen 

atmosphere at 33 psi for 13 h (Paar apparatus). After completion of the reaction, the mixture 

was diluted with MeOH and the catalyst was filtered off through a Celite® pad. The filtrate was 

concentrated under vacuum to give 9 without further purification. 

 

Yield: 97% as an oil 

 C9H17BrO5 

M.W.: 285.13 g/mol 

Rf = 0.59 (EtOAc/MeOH: 8/2) 

[α]D = -6.5 (c 0.1; CH3OH) 

 

1H NMR (D2O, 400 MHz): δ = 1.53-1.65 (m, 1H, H3a), 1.93-2.18 (m, 3H, H3b and H2), 3.24 

(app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.5 Hz, H5), 3.33-3.44 (m, 3H, H4, H7 and H8), 3.48 (app t, 1H, J6,5 = 

J6,7 = 9.5 Hz, H6), 3.49 (app td, 2H, J1,3a = 7.0 Hz, J1,3b = 1.0 Hz, H1), 3.71 (dd, 1H, J9a,8 = 5.5 

Hz, J9a,9b = 12.0 Hz, H9a), 3.92 (dd, 1H, J9b,8 = 2.0 Hz, H9b).13C NMR (D2O, 100.6 MHz): δ 

= 27.6 (C2), 28.6 (C3), 33.8 (C1), 60.1 (C9), 69.2 (C7), 72.5 (C5), 76.5 (C8), 77.6 (C6), 78.7 

(C4).ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 307.0152 (calculated for C9H17BrO5Na: 307.0157). IR (cm-

1): ν = 3306, 2924, 2872, 1636, 1406, 1370, 1314, 1258. 

 

2,6-anhydro-9-bromo-7,8,9-trideoxy-D-glycero-L-gulo-nonitol 11  

Prepared from 8 according to procedure described for the synthesis of compound 9.  

 

Yield: 95% as an oil  

 C9H17BrO5 

M.W.: 285.13 g/mol 

Rf = 0.57 (EtOAc/MeOH: 8/2) 

[α]D = +40.2 (c 0.1; CH3OH) 

 

1H NMR (D2O, 250 MHz): δ = 1.76-2.13 (m, 4H, H2 and H3), 3.39 (dd, 1H, J5,6 = 10.0 Hz, 

J5,4 = 8.5 Hz, H5), 3.55-3.66 (m, 2H, H7 and H8), 3.68-3.80 (m, 3H, H1, H6 and H9a), 3.89 

(dd, 1H, J9b,9a = 12.0 Hz, J9b,8 = 2.5 Hz, H9b), 4.02-4.12 (m, 1H, H4).13C NMR (D2O, 100.6 

MHz): δ = 27.9 (C2), 28.2 (C3), 34.5 (C1), 61.1 (C9), 70.3 (C5), 71.2 (C6), 72.4 (C7), 73.2 

(C8), 75.2 (C4). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 307.0152 (calculated for C9H17BrO5Na: 

307.0157). IR (cm-1): ν = 3331, 2932, 2874, 1751, 1719, 1638, 1437, 1377, 1250. 
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4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-D-glycero-D-gulo-nonitol 13  

To a solution of 9 (5.0 g, 20.2 mmol) in acetone/water mixture (6/1 v/v, 90 mL), 3.5 g of NaN3 

(2 eq., 40.4 mmol) was added under argon. The mixture was stirred at reflux for 15h. After 

evaporation under vacuum, the crude residue was washed three times with cold EtOH and then 

was purified by chromatography on silica gel (eluent: CH2Cl2/MeOH 90/10) to afford the 

azidated compound 13.  

 

Yield: 95% as a colorless oil 

 C9H17N3O5 

M.W.: 247.25 g/mol 

Rf = 0.17 (DCM/MeOH: 9/1) 

[α]D = -19.9 (c 0.07; CH3OH) 

 

1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 1.49-1.59 (m, 1H, H3a), 1.69-1.80 (m, 1H, H2a), 1.86-1.96 

(m, 1H, H2b), 1.96-2.05 (m, 1H, H3b), 3.13 (app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.0 Hz, H5), 3.20-3.30 (m, 

2H, H4 and H8), 3.34 (app t, 1H, J6,7 = J6,5 = 9.0 Hz, H7), 3.35-3.40 (m, 1H, H6), 3.41 (t, 2H, 

J1,2 = 7.5 Hz, H1), 3.71 (dd, 1H, J9a,9b = 12.0 Hz, J9a,8 = 5.5 Hz, H9a), 3.90 (dd, 1H, J9b,8 = 2.5 

Hz, H9b). 13C NMR (CD3OD, 100.6 MHz): δ = 26.0 (C2), 29.9 (C3), 52.6 (C1), 63.0 (C9), 

71.9 (C7), 75.3 (C5), 79.6 (C6), 80.3 (C8), 81.4 (C4). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 270.1080 

(calculated for C9H17N3O5Na: 270.1066). IR (cm-1): ν = 3350, 3232, 2086, 1597, 1355. 

 

2,6-anhydro-9-azido-7,8,9-trideoxy-D-glycero-L-gulo-nonitol 14  

Prepared from 11 according to procedure described for the synthesis of compound 13.  

 

Yield: 96% as a colorless oil 

 C9H17N3O5 

M.W.: 247.25 g/mol 

Rf = 0.15 (DCM/MeOH: 9/1) 

[α]D = +50.3 (c 0.1; CH3OH) 

 

1H NMR (D2O, 400 MHz): δ = 1.57-1.67 (m, 1H, H3a), 1.68-1.85 (m, 3H, H2 and H3b), 3.36 

(dd, 1H, J6,7 = 10.0 Hz, J6,5 = 8.5 Hz, H6), 3.42 (t, 2H, J1,2 = 6.5 Hz, H1), 3.54 (ddd, 1H, J8,7 = 

10.0 Hz, J8,9a = 5.5 Hz, J8,9b = 2.5 Hz, H8), 3.66 (app t, 1H, H7), 3.71 (dd, 1H, J9a,9b = 12.5 Hz, 

H9a), 3.73 (dd, 1H, J5,4 = 6.0 Hz, H5), 3.86 (dd, 1H, H9b), 4.03 (ddd, 1H, J4,3a = 10.5 Hz, J4,3b 

= 3.5 Hz, H4). 13C NMR (D2O, 100.6 MHz): δ = 20.4 (C2), 24.2 (C3), 50.8 (C1), 61.1 (C9), 

70.1 (C6), 70.3 (C5), 71.2 (C8), 72.4 (C7), 73.2 (C4). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 270.1066 
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(calculated for C9H17N3O5Na: 270.1066). IR (cm-1): ν = 3329, 2922, 2882, 2496, 2093, 1638, 

1451, 1406, 1350, 1250.  

 

4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-6,7,9-tri-O-acetyl-5-O-triphenylmethyl-D-glycero-D-

gulo-nonitol 15  

To a solution of compound 13 (617 mg, 2.5 mmol) in pyridine (20 mL), were added under argon 

trityl chloride (1.33 g, 1.8 eq., 4.5 mmol) and of 4-dimethylaminopyridine (33 mg, 0.1 eq, 0.25 

mmol). The solution was stirred at 45°C until completion (TLC monitoring). The solution was 

cooled at 0°C then 3 mL of Ac2O (13 eq., 32.5 mmol) was added and the reaction was stirred 

for 3h at room temperature. Water was added and the mixture was extracted three times with 

EtOAc. The organic layer was washed with brine and dried over MgSO4, filtered and the solvent 

was removed under vacuum. The crude product was purified by flash chromatography on silica 

gel (eluent: cyclohexane/AcOEt 8/2) to afford 15. The by-product 16 was obtained with 3% 

yield.  

 

Yield: 62% as a white solid 

 C34H37N3O8 

M.W.: 615.68 g/mol 

Rf = 0.32 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = +31.0 (c 0.9; CHCl3) 

Mp = 67-69°C 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.54-1.64 (m, 1H, H3a), 1.66-1.82 (m, 2H, H2a and H3b), 

1.73 (s, 3H, CH3), 1.88-1.97 (m, 1H, H2b), 1.99 (s, 3H, CH3), 2.06 (s, 3H, CH3), 3.04 (dd, 1H, 

J9a,9b = 10.5 Hz, J9a,8 = 5.0 Hz, H9a), 3.24 (dd, 1H, J9b,8 = 2.0 Hz, H9b), 3.31-3.41 (m, 2H, H1), 

3.45 (app td, 1H, J4,5 = J4,3a = 9.5 Hz, J4,3b = 3.0 Hz, H4), 3.51 (ddd, 1H, J8,7 = 9.5 Hz, H8), 4.94 

(dd, 1H, J5,6 = J5,4 = 9.5 Hz, H5), 5.12 (dd, 1H, J7,8 = J7,6 = 9.5 Hz, H6), 5.16 (dd, 1H, H7), 7.23 

(bt, 3H, JAr = 7.5 Hz, HAr), 7.29 (bt, 6H, JAr = 7.5 Hz, HAr), 7.44 (bd, 6H, JAr = 7.5 Hz, HAr). 

13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 20.6 (CH3), 20.9 (CH3), 20.9 (CH3), 24.9 (C2), 28.7 (C3), 

51.3 (C1), 62.4 (C9), 69.0 (C7), 72.3 (C5), 74.8 (C6), 77.3 (C8), 77.4 (C4), 86.6 (Cq), 127.2 (3 

CAr), 127.9 (6 CAr), 128.8 (6 CAr), 143.8 (3 CqAr), 169.2 (C=O), 169.9 (C=O), 170.7 (C=O). 

ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 638.2444 (calculated for C34H37N3O8Na: 638.2478). IR (cm-1): ν 

= 3057, 2924, 2874, 2347, 2326, 2093, 1479, 1734, 1489, 1449, 1368, 1244, 1211.  
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4,8-anhydro-1,2,3-trideoxy-6,7,9-tri-O-acetyl-5-O-triphenylmethyl-D-glycero-D-gulo-

nonitol 16  

 

Yield: 3% as a yellow oil 

 C34H38O8 

M.W.: 574.67 g/mol 

Rf = 0.34 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = +31.0 (c 0.9; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 0.97 (t, 3H, J1,2 = 6.7 Hz, H1), 1.40-1.45 (m, 2H, H3), 1.48-

1.64 (m, 2H, H2), 1.70 (s, 3H, CH3), 1.96 (s, 3H, CH3), 2.02 (s, 3H, CH3), 3.00 (dd, 1H, J9a,9b 

= 10.5 Hz, J9a,8 = 4.5 Hz, H9a), 3.21 (dd, 1H, J9b,8 = 1.5 Hz, H9b), 3.30-3.50 (m, 2H, H4 and 

H8), 4.92 (t, 1H, J5,6 = J5,4 = 9.0 Hz, H5), 5.09 (app dd, 1H, J7,6 = J7,8 =9.0 Hz, H7), 5.16 (app 

dd, 1H, H6), 7.16-7.28 (m, 11H, HAr), 7.42-7.46 (m, 4H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 62.9 MHz): 

δ = 14.0 (C1), 20.4 (CH3), 20.8 (CH3), 20.8 (CH3), 24.7 (C2), 28.6 (C3), 62.4 (C9), 69.1 (C7), 

72.5 (C5), 74.9 (C6), 77.2 (C8), 77.4 (C4), 86.5 (Cq), 127.0 (2 CAr), 127.1 (CAr), 127.3 (4 CAr), 

127.8 (4 CAr), 127.9 (4 CAr), 143.7 (CqAr), 143.8 (CqAr), 144.4 (CqAr),  169.1 (C=O), 169.8 

(C=O), 170.6 (C=O). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 597.2427 (calculated for C34H37N3O8Na: 

597.2464). IR (cm-1): ν = 3048, 2923, 2871, 2351, 2322, 2097, 1484, 1736, 1490, 1447, 1365, 

1243, 1197. 

 

2,6-anhydro-9-azido-7,8,9-trideoxy-3,4,5-tri-O-acetyl-1-O-triphenylmethyl-D-glycero-L-

gulo-nonitol 17  

Prepared from compound 14 according to procedure described for the synthesis of compound 

15. The by-product 18 was obtained in too small amount to characterize it.  

 

Yield: 69% as an orange oil 

 C34H37N3O8 

M.W.: 615.68 g/mol 

Rf = 0.30 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = +65.6 (c 1.0; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.54-1.62 (m, 1H, H3a), 1.63-1.72 (m, 1H, H2a), 1.77 (s, 

3H, CH3), 1.81-1.94 (m, 2H, H2b and H3b), 1.98 (s, 3H, CH3), 2.07 (s, 3H, CH3), 3.12 (dd, 1H, 

J9a,9b = 10.5 Hz, J9a,8 = 3.0 Hz, H9a), 3.16 (dd, 1H, J9b,8 = 5.5 Hz, H9b), 3.40 (t, 2H, J1,2a = J1,2b 

= 6.5 Hz, H1), 3.76 (ddd, 1H, J8,7 = 9.5 Hz, H8), 4.19 (ddd, 1H, J4,3b = 11.5 Hz, J4,5 = 5.5 Hz, 
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J4,3a = 3.5 Hz, H4), 4.93 (app t, 1H, J7,6 = 9.0 Hz, H7), 5.07 (dd, 1H, J5,6 = 9.5 Hz, H5), 5.25 

(app t, 1H, H6), 7.21-7.32 (m, 9H, HAr), 7.41-7.45 (m, 6H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 

MHz): δ = 20.6 (CH3), 20.9 (CH3), 20.9 (CH3), 22.8 (C3), 24.8 (C2), 51.2 (C1), 62.8 (C9), 69.5 

(C7), 70.5 (C8), 70.8 (C6), 70.8 (C5), 72.0 (C6), 86.9 (CqTr), 127.2 (3 CAr), 127.9 (6 CAr), 128.8 

(6 CAr), 143.8 (3 CqAr), 169.4 (C=O), 169.9 (C=O), 170.3 (C=O). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 

638.2473 (calculated for C34H37N3O8Na: 638.2478). IR (cm-1): ν = 2938, 2878, 2095, 1746, 

1489, 1449, 1366, 1242, 1213. 

 

4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-5,6,7-tri-O-acetyl-D-glycero-D-gulo-nonitol 19  

To a solution of 15 (500 mg, 0.81 mmol) in dry CH2Cl2 (5 mL), was added dropwise at 0°C a 

mixture of TFA/dry CH2Cl2 (1/5 v/v, 5 mL). The solution was stirred 5 min at 0°C, a saturated 

aqueous solution of NaHCO3 was added (5 mL) and the mixture was diluted and extracted twice 

with CH2Cl2. The combined organic layer was washed with brine, dried over MgSO4, filtered 

and the solvent was removed under vacuum. The crude product was purified by flash 

chromatography (silica gel, cyclohexane/AcOEt 80/20 then 50/50) to give 19.  

 

Yield: 73% as a white solid 

 C15H23N3O8 

M.W.: 373.36 g/mol 

Rf = 0.37 (Cycl/EtOAc: 5/5) 

[α]D = -14.1 (c 1.0; CHCl3) 

Mp = 104-106°C 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.47-1.57 (m, 1H, H3a), 1.59-1.70 (m, 2H, H2a and H3b), 

1.78-1.88 (m, 1H, H2b), 2.00 (s, 3H, CH3), 2.04 (s, 3H, CH3), 2.05 (s, 3H, CH3), 3.23-3.35 (m, 

2H, H1), 3.42-3.48 (m, 2H, H4 and H8), 3.55 (dd, 1H, J9a,9b = 12.5 Hz, J9a,8 = 4.5 Hz, H9a), 

3.72 (dd, 1H, J9b,8 = 2.0 Hz, H9b), 4.86 (dd, 1H, J5,6 = J5,4 = 9.5 Hz, H5), 4.99 (dd, 1H, J7,6 = 

J7,8 = 9.5 Hz, H7), 5.22 (dd, 1H, H6). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 20.8 (CH3), 20.8 (2 

CH3), 24.7 (C2), 28.6 (C3), 51.3 (C1), 61.6 (C9), 69.1 (C7), 72.1 (C5), 74.2 (C6), 77.3 (C8), 

78.1 (C4), 169.9 (C=O), 170.5 (C=O), 170.5 (C=O). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 396.1374 

(calculated for C15H23N3O8Na: 396.1383). IR (cm-1): ν = 3507, 2955, 2924, 2909, 2866, 2081, 

1742, 1732, 1427, 1366, 1215. 
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2,6-anhydro-9-azido-7,8,9-trideoxy-3,4,5-tri-O-acetyl-D-glycero-L-gulo-nonitol 20  

Prepared from 17 according to procedure described for the synthesis of compound 19.  

 

Yield: 75% as a white solid 

 C15H23N3O8 

M.W.: 373.36 g/mol 

Rf = 0.35 (Cycl/EtOAc: 5/5) 

[α]D = +82.6 (c 0.8; CHCl3) 

Mp = 80-82°C 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.57-1.67 (m, 2H, H2a and H3a), 1.72-1.82 (m, 1H, H2b), 

1.85-1.96 (m, 1H, H3b), 2.05 (s, 3H, CH3), 2.08 (s, 6H, CH3), 3.34-3.44 (m, 2H, H1), 3.59 (dd, 

1H, J9a,9b = 12.0 Hz, J9a,8 = 4.5 Hz, H9a), 3.61-3.65 (m, 1H, H8), 3.67 (br d, 1H, H9b), 4.22 

(ddd, 1H, J4,3b = 12.0 Hz, J4,5 = 6.0 Hz, J4,3a = 3.0 Hz, H4), 4.99 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.5, 

H7), 5.09 (dd, 1H, J5,6 = 10.0 Hz, H5), 5.39 (app t, 1H, H6). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): 

δ = 20.7 (CH3), 20.7 (2CH3), 22.3 (C3), 24.7 (C2), 50.9 (C1), 61.8 (C9), 69.3 (C7), 70.3 (C6), 

70.3 (C8), 70.6 (C5), 72.8 (C4), 169.8 (C=O), 170.4 (C=O), 170.4 (C=O). ESI-HRMS 

[M+Na]+ m/z = 396.1416 (calculated for C15H23N3O8Na: 396.1383). IR (cm-1): ν = 3391, 2953, 

2878, 2116, 2091, 1738, 1460, 1370, 1223. 

 

II.1.2) Preparation of labeling precursors 

4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-9-O-trifluoromethylsulfonate-5,6,7-tri-O-acetyl-D-

glycero-D-gulo-Nonitol 21  

To a solution of 19 (300 mg, 0.80 mmol) diluted in in a mixture of 6 ml of dichloromethane 

and 0,2 ml of pyridine, was added dropwise at -25 °C under argon 0.2 ml of Tf2O (2.3 eq, 1,85 

mmol). After stirring 10 minutes at -25 °C then 25 minutes at room temperature, the reaction 

mixture was diluted with CH2Cl2 and hydrolyzed with water. The organic layer was isolated 

and washed with a saturated aqueous solution of NaHCO3 and with water. The organic layer 

was dried over MgSO4, filtered and evaporated under vacuum. The crude product was purified 

by flash column chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/EtOAc 90/10 to 20/80) to 

yield 21.  
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Yield: 80% as a white solid 

 C16H22F3N3O10S 

M.W.: 505.42 g/mol 

Rf = 0.35 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -4.8 (c 0.5; CHCl3) 

Mp = 84°C 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.49-1.56 (m, 1H, H3a), 1.58-1.72 (m, 2H, H2a and H3b), 

1.77-1.87 (m, 1H, H2b), 2.01 (s, 3H, CH3), 2.05 (s, 3H, CH3), 2.06 (s, 3H, CH3), 3.24-3.36 (m, 

2H, H1), 3.49 (app td, 1H, J4,5 = J4,3a = 9.5 Hz, J4,3b = 2.5 Hz, H4), 3.77 (dt, 1H, J8,7 = 9.5 Hz, 

J8,9 = 4.5 Hz, H8), 4.48 (d, 2H, J9,8 = 4.5 Hz, H9a and H9b), 4.89 (app t, 1H, J5,6 = J5,4 = 9.5 

Hz, H5), 4.95 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.5 Hz, H7), 5.20 (app t, 1H, H6). 13C NMR (CDCl3, 

100.6 MHz): δ = 20.7 (CH3), 20.7 (CH3), 20.8 (CH3), 24.4 (C2), 28.5 (C3), 51.2 (C1), 68.7 

(C7), 71.5 (C5), 73.9 (C6), 73.9 (C9), 75.2 (C8), 77.4 (C4), 118.7 (q, JC,F = 320.0 Hz, CTf) 169.7 

(2 C=O), 170.4 (C=O). 19F NMR (CDCl3, 235 MHz): δ = -74.5. ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 

528.0847 (calculated for C16H22F3N3O10SNa: 528.0876). IR (cm-1): ν = 2943, 2099, 1755, 

1414, 1371, 1241, 1212. 

 

2,6-anhydro-9-azido-7,8,9-trideoxy-1-O-trifluoromethylsulfonate-2,3,4-tri-O-acetyl-D-

glycero-D-gulo-Nonitol 22  

Prepared from 20 according to procedure described for the synthesis of compound 21.  

 

Yield: 48% as a gum 

 C16H22F3N3O10S 

M.W.: 505.42 g/mol 

Rf = 0.33 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

           [α]D = +61.6° (c 1.28; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.55-1.66 (m, 2H, H2a and H3a), 1.69-1.79 (m, 1H, H2b), 

1.80-1.90 (m, 1H, H3b), 2.03 (s, 3H, CH3), 2.06 (s, 6H, CH3), 3.32-3.42 (m, 2H, H1), 3.94 (app 

dddd, 1H, J8,7 = 9.0 Hz, J8,9b = 6.5 Hz, J8,9a = 2.5 Hz, H8), 4.17-4.22 (m, 1H, H4), 4.45 (dd, 1H, 

J9a,9b = 11.0 Hz, H9a), 4.52 (dd, 1H, H9b), 4.89 (app t, 1H, J7,6 = 9.0 Hz, H7), 5.06 (dd, 1H, J5,6 

= 9.0 Hz , J5,4 = 5.5 Hz, H5), 5.32 (app t, 1H, H6). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 20.7 

(CH3), 20.8 (CH3), 20.8 (CH3), 22.6 (C3), 24.6 (C2), 50.9 (C1), 68.7 (C8), 68.8 (C7), 69.9 (C6), 

70.1 (C5), 72.5 (C4), 74.0 (C9), 118.7 (q, JC,F = 320 Hz, COTf), 169.7 (C=O), 169.7 (C=O), 
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170.1 (C=O). 19F NMR (CDCl3, 235 MHz): δ = -74.5. ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 528.0882 

(calculated for C16H22F3N3O10SNa: 528.0870). IR (cm-1): ν = 2950, 2880, 2098, 1746, 1414, 

1369, 1239, 1201, 1141, 1098, 1066, 1032. 

 

II.1.3) Preparation of non-radioactive references 

4,8-anhydro-1-azido-9-fluoro-1,2,3,9-tetradeoxy-5,6,7-tri-O-acetyl-D-glycero-D-gulo-

nonitol 23  

To a solution of 19 (189 mg, 0.51 mmol) in 1.3 mL of diglyme was added 180 µL of DAST 

(2.8 eq., 1.47 mmol) at room temperature under argon. The reaction mixture was stirred 8 min 

at 110°C. Then the solution was cooled to 0°C and MeOH (0.25 mL) was added. The solution 

was diluted with CH2Cl2, washed twice with a saturated solution of NaHCO3 and water. The 

organic layer was dried over MgSO4, filtered and the solvent was removed under vacuum. The 

crude product was purified by flash chromatography (silica gel, cyclohexane/AcOEt 90/10 then 

70/30) to afford 23.  

 

Yield: 61% as a white solid 

 C15H22FN3O7 

M.W.: 375.35 g/mol 

Rf = 0.50 (Cycl/EtOAc: 6/4) 

[α]D = -4.8 (c 0.75; CHCl3) 

Mp = 95-97°C 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.47-1.55 (m, 1H, H3a), 1.59-1.71 (m, 2H, H2a and H3b), 

1.79-1.89 (m, 1H, H2b), 2.00 (s, 3H, CH3), 2.04 (s, 3H, CH3), 2.05 (s, 3H, CH3), 3.24-3.38 (m, 

2H, H1), 3.46 (app td, 1H, J4,5 = J4,3a = 9.5 Hz, J4,3b = 2.5 Hz, H4), 3.66 (dddd, 1H, JH8,F = 21.0 

Hz,  J8,7 = 9.5 Hz, J8,9a = 5.0 Hz, J8,9b = 2.5 Hz, H8), 4.41 (ddd, 1H, JH9a,F = 47.5 Hz, J9a,9b = 

10.5 Hz, H9a), 4.45 (ddd, 1H, H9b), 4.88 (app t, 1H, J5,6 = J5,4 = 9.5 Hz, H5), 5.01 (app t, 1H, 

J6,7 = J6,5 = 9.5 Hz, H7), 5.20 (app t, 1H, H6). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 20.8 (CH3), 

20.8 (CH3), 20.8 (CH3), 24.7 (C2), 28.5 (C3), 51.3 (C1), 68.5 (d, JC,F = 7.0 Hz, C7), 71.8 (C5), 

74.3 (C6), 76.5 (d, JC,F = 19 Hz, C8), 77.4 (C4), 81.8 (d, JF = 175.0 Hz, C9), 169.6 (C=O), 169.8 

(C=O), 170.6 (C=O). 19F NMR (CDCl3, 235 MHz): δ = -231.5 (dt, JH9,F = 47.0 Hz, JH8,F = 21.2 

Hz). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 398.1368 (calculated for C15H22FN3O7Na: 398.1339). IR 

(cm-1): ν = 2957, 2099, 1755, 1375, 1220.  
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2,6-anhydro-9-azido-1-fluoro-1,7,8,9-tetradeoxy-3,4,5-tri-O-acetyl-D-glycero-L-gulo-

nonitol 24  

Prepared from 20 according to procedure described for the synthesis of compound 23.  

 

Yield: 52% as an yellow oil 

 C15H22FN3O7 

M.W.: 375.35 g/mol 

Rf = 0.48 (Cycl/EtOAc: 6/4) 

[α]D = +83.6 (c 0.55; CHCl3)  

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.56-1.66 (m, 2H, H2a and H3a), 1.72-1.80 (m, 1H, H2b), 

1.82-1.93 (m, 1H, H3b), 2.03 (s, 3H, CH3), 2.05 (s, 3H, CH3), 2.06 (s, 3H, CH3), 3.32-3.43 (m, 

2H, H1), 3.83 (dddd, 1H, J8,F = 21.0 Hz, J8,7 = 9.5 Hz, J8,9a = 4.0 Hz, J8,9b = 3.5 Hz, H8), 4.19 

(ddd, 1H, J4,3b = 11.5 Hz, J5,4 = 5.5 Hz, J4,3a = 3.0 Hz, H4), 4.43 (dd, 2H, JH9,F = 47.0 Hz, H9), 

4.97 (app t, 1H, J7,6 = 9.0 Hz, H7), 5.07 (dd, 1H, J5,6 = 9.5 Hz, H5), 5.33 (app t, 1H, H6). 13C 

NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 20.8 (CH3), 20.8 (CH3), 20.9 (CH3), 22.6 (C3), 24.8 (C2), 51.0 

(C1), 68.6 (d, JC,F = 7.0 Hz, C7), 69.7 (d, JC,F = 19.0 Hz, C8), 70.5 (C5 and C6), 72.5 (C4), 81.8 

(d, JC,F = 175.0 Hz, C9), 169.7 (C=O), 169.8 (C=O), 170.3 (C=O). 19F NMR (CDCl3, 235 

MHz): δ = -231.2 (td, JH9,F = 47.0 Hz, JH8,F = 21.0 Hz). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 398.1353 

(calculated for C15H22FN3O7Na: 398.1339). IR (cm-1): ν = 2959, 2097, 1744, 1449, 1437, 1368, 

1210. 

 

4,8-anhydro-1-azido-9-fluoro-1,2,3,9-tetradeoxy-D-glycero-D-gulo-nonitol 25  

To a solution of 23 (1.11 mmol, 420 mg) in 8 mL of anhydrous methanol, was added a catalytic 

amount of sodium. The reaction was stirred 2h then neutralized by a resin (Amberlite® IR-120). 

The reaction mixture was filtered of and the solvent was removed under vacuum to 

quantitatively give 25.  

 

Yield: quantitative as a white solid 

 C9H16FN3O4 

M.W.: 249.24 g/mol 

Rf = 0.21 (DCM/MeOH: 9/1) 

[α]D = -7.1 (c 0.1; H2O) 

Mp = 43-45°C 
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1H NMR (D2O, 400 MHz): δ = 1.48-1.58 (m, 1H, H3a), 1.68-1.79 (m, 1H, H2a), 1.80-1.90 (m, 

1H, H2b), 1.92-2.01 (m, 1H, H3b), 3.24 (app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.0 Hz, H5), 3.37-3.44 (m, 3H, 

H1,H4), 3.47-3.62 (m, 3H, H6, H7 and H8), 4.72 (bd, 2H, JH9,F = 47.0 Hz, H9). 13C NMR (D2O, 

100.6 MHz): δ = 24.2 (C2), 28.0 (C3), 50.9 (C1), 68.7 (d, JC,F = 7.0 Hz, C7), 73.4 (C5), 77.2 

(C6), 78.1 (d, JC,F = 18.0 Hz, C8), 79.2 (C4), 82.3 (d, JC,F = 168.0 Hz, C9). 19F NMR (CDCl3, 

235 MHz): δ = -234.9. ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 272.1039 (calculated for C9H16FN3O4Na: 

272.1023). IR (cm-1): ν = 3345, 2953, 2920, 2857, 2091, 1630, 1560, 1451, 1350, 1254. 

 

2,6-anhydro-9-azido-1-fluoro-1,7,8,9-trideoxy-D-glycero-L-gulo-nonitol 26  

Prepared from 24 according to procedure described for the synthesis of compound 25.  

 

Yield: quantitative as a colorless oil 

 C9H16FN3O4 

M.W.: 249.24 g/mol 

Rf = 0.19 (DCM/MeOH: 9/1) 

[α]D = +20.7 (c 0.1; MeOH) 

 

1H NMR (D2O, 400 MHz): δ = 1.58-1.67 (m, 1H, H2a), 1.68-1.85 (m, 3H, H2b and H3), 3.41 

(t, 2H, J1,2 = 6.5 Hz, H1), 3.47 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.5 Hz, H7), 3.67 (app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 

9.5 Hz, H5), 3.70-3.77 (m, 2H, H8 and H6), 4.03-4.09 (m, 1H, H4), 4.68 (bd, 2H, JH9,F = 47.0 

Hz, H9). 13C NMR (D2O, 100.6 MHz): δ = 20.8 (C3), 24.2 (C2), 50.7 (C1), 69.0 (d, JC,F = 7.0 

Hz, C7), 71.0 (C6), 71.1 (d, JC,F = 19.0 Hz, C8), 73.0 (C5), 75.8 (C4), 82.4 (d, JC,F = 168.0 Hz, 

C9). 19F NMR (CDCl3, 235 MHz): δ = -235.2. ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 272.1036 

(calculated for C9H16FN3O4Na: 272.1023). IR (cm-1): ν = 3321, 2955, 2918, 2880, 2459, 2085, 

1719, 1647, 1452, 1352, 1304, 1255. 

 

II.1.4) Preparation of linear and cyclic glycopeptides 

L-Cysteine, L-arginylglycyl-L-α-aspartyl-S-2-propyn-1-yl 29[117,224] 

Prepared from 27 according to literature procedures.[117,224]  

 

Yield: 85% as a white solid 

 C18H29N7O7S 

M.W.: 487.53 g/mol 
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1H NMR (D2O, 250 MHz): δ = 1.68 (m, 2H), 1.92 (m, 2H), 2.55 (dd, 1H, J = 16.0 Hz, J = 8.0 

Hz), 2.62–2.64 (m, 1H, Halkyne), 2.70 (dd, 1H, J = 16.0 Hz, J = 5.0 Hz), 2.99 (dd, 1H, J = 14.0, 

J = 7.0 Hz, Hz), 3.10–3.35 (m, 5H), 3.75–4.25 (m, 3H), 4.38–4.48 (m, 2H). 

 

Cyclo(L-arginylglycyl-L-α-aspartyl-D-phenylalanyl-S-2-propyn-1-yl-L-cysteinyl) 

30[117,224] 

Prepared from 28 according to literature procedures.[117,224]  

 

Yield: 82% as a white solid 

 C27H36N8O7S 

M.W.: 616.69 g/mol 

 

1H NMR (D2O, 250 MHz): δ = 1.49–1.77 (m, 3H), 1.84–1.95 (m, 1H), 2.57 (dd, 1H, J = 16.0 

Hz, J = 7.0 Hz), 2.70 (dd, 1H, J = 16.0 Hz, J = 7.5 Hz), 2.70 (s, 1H, Halkyne), 2.86 (dd, 1H, J = 

14.0 Hz, J = 9.0 Hz), 2.98 (dd, 1H, J = 14.5 Hz, J = 5.5 Hz), 3.00–3.06 (m, 1H), 3.08 (dd, 1H, 

J = 13.5 Hz, J = 7.0 Hz), 3.17 (d, 1H, J = 6.0 Hz), 3.18 (d, 1H, J = 6.0 Hz), 3.18–3.24 (m, 2H), 

3.51 (d, 1H, J = 15.0 Hz), 4.22 (d, 1H, J = 15.0 Hz), 4.26 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, J = 5.5 Hz), 4.38 

(dd, 1H, J = 9.0 Hz, J = 5.5 Hz), 4.65 (dd, 1H, J = 9.5 Hz, J = 6.5 Hz), 4.70 (app t, 1H, J = 7.0 

Hz), 7.28 (bd, 2H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.32 (bt, 1H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.39 (bt, 2H,J = 7.5 Hz, HAr). 

 

L-Cysteine,L-arginylglycyl-L-α-aspartyl-S-[[1-[1-(4,8-anhydro-9-fluoro-1,2,3,9-

tetradeoxy-D-glycero-D-gulo-nonitol)]-1H-1,2,3-triazol-4-yl]methyl] 31  

To a solution of S-propargyl derivative 28 (0.02 mmol) and azido derivative 25 (0.02 mmol) 

diluted in water (0.4mL), were added at room temperature sodium ascorbate (0.004 mmol) in 

water (0.4 mL) and a solution of Cu(OAc)2 (0.002 mmol) in water (0.045 mL). The solution 

turned immediately pale green. The reaction was stopped when the intense blue color 

reappeared (2h of stirring). Chelex® 100 resin (150 mg) was then added to the blue solution 

and the suspension was stirred until the solution turned colorless. The resin was filtered off and 

the resulting solution was freeze-dried. Purification was achieved on Sephadex LH20. Elution 

with water provided pure fluoro C-glycopeptide 31.  
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Yield: 74% as a white foam 

 C27H45FN10O11S 

M.W.: 736.77 g/mol 

Rf = 0.41 (MeOH/H2O: 8/2) 

[α]D = + 4.9 (c 0.05; H2O) 

 

1H NMR (D2O, 400 MHz): δ = 1.40-1.50 (m, 1H, H3a), 1.70-1.88 (m, 3H, H2a and CH2), 1.96-

2.22 (m, 4H, H2b, H3b and CH2), 2.60-2.75 (m, 1H, ½CH2), 2.77-3.06 (m, 3H, ½CH2, CH2), 

3.15-3.35 (m, 4H, H4, H5 and CH2), 3.44-3.57 (m, 3H, H6, H7 and H8), 3.83-4.20 (m, 4H, 2 

CH2), 4.39 (bs, 1H, CH), 4.45-4.70 (m, 5H, H1, H9 and 2 CH), 8.06 (bs, 1H, Htriazole). 13C NMR 

(D2O, 100.6 MHz): δ = 23.4 (CH2), 25.4 (C2 and CH2), 27.7 (C3), 28.0 (CH2), 33.3 (CH2), 40.4 

(2 CH2), 42.5 (CH2), 50.3 (C1), 51.6 (CH), 52.8 (CH), 54.3 (CH), 68.6 (d, JC,F = 7.0 Hz, C7), 

73.3 (C5), 77.2 (C6), 78.0 (d, JC,F = 17.0 Hz, C8), 78.9 (C4), 82.3 (d, JC,F = 168.0 Hz, C9), 

125.2 (CHtriazole), 140.8 (Ctriazole), 156.8 (C=N), 170.1 (C=O), 170.7 (2 C=O), 172.4 (C=O), 

176.2 (C=O). 19F NMR (CDCl3, 235 MHz): δ = -234.8. ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 737.3005 

(calculated for C26H43FN10O11SH: 737.3052). 

 

L-Cysteine,L-arginylglycyl-L-α-aspartyl-S-[[1-[9-(2,6-anhydro-1-fluoro-1,7,8,9-

tetradeoxy-D-glycero-L-gulo-nonitol)]-1H-1,2,3-triazol-4-yl]methyl] 32  

Prepared from 26 according to procedure described for the synthesis of compound 31.  

 

Yield: 71% as a white foam 

 C27H45FN10O11S 

M.W.: 736.77 g/mol 

Rf = 0.39 (MeOH/H2O: 8/2) 

[α]D = -7.6 (c 0.07; H2O) 

 

1H NMR (D2O, 400 MHz): δ = 1.53-1.74 (m, 4H, H3a, H2a and CH2), 1.77-1.88 (m, 2H, CH2), 

1.88-1.98 (m, 1H, H2b), 2.00-2.14 (m, 1H, H3b), 2.62 (dd, 1H, J = 16.0 Hz, J = 8.5 Hz, ½CH2), 

2.73 (dd, 1H, J = 16.0 Hz, J = 4.5 Hz, ½CH2), 2.86 (dd, 1H, J = 14.0 Hz, J = 7.0 Hz, ½CH2), 

2.97 (dd, 1H, J = 14.0 Hz, J = 4.5 Hz, ½CH2), 3.12-3.30 (m, 3H, H5 and CH2), 3.34-3.47 (m, 

1H, H8), 3.43 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.5 Hz, H7), 3.59 (app t, 1H, J6,5 = J6,7 = 9.5 Hz, H6), 3.71 
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(dd, 1H, J = 9.5 Hz, J = 6.0 Hz, H4), 3.87 (s, 2H, CH2), 3.96 (d, 1H, J = 16.5 Hz, ½CH2), 3.99-

4.06 (m, 1H, CH), 4.12 (d, 1H, J = 16.5 Hz, ½CH2), 4.35 (dd, 1H, J = 7.0 Hz, J = 4.5 Hz, CH), 

4.49 (t, 2H, J1,2 = 7.0 Hz, H1), 4.65 (bd, 2H, JH9,F = 47.0 Hz, H9), 4.67 (dd, 1H, J = 8.5 Hz, J = 

5.0 Hz, CH), 7.98 (bs, 1H, Htriazole). 13C NMR (D2O, 100.6 MHz): δ = 20.3 (CH2), 23.7 (CH2), 

25.2 (C2), 25.5 (C3), 29.8 (CH2), 33.2 (CH2), 38.3 (CH2), 40.6 (CH2), 42.4 (CH2), 49.9 (C1), 

51.5 (CH), 52.8 (CH), 54.2 (CH), 68.9 (d, JC,F = 7.0 Hz, C7), 70.9 (C5), 71.1 (d, JC,F = 17.0 Hz, 

C8), 72.3 (C6), 75.6 (C4), 82.4 (d, JC,F = 168.0 Hz, C9), 124.2 (CHtriazole), 138.4 (Ctriazole), 156.7 

(C=N), 170.9 (C=O), 172.5 (2 C=O), 174.6 (C=O), 176.3 (C=O). 19F NMR (CDCl3, 235 MHz): 

δ = -234.7. ESI-HRMS [M+H]+ m/z = 737.3055 (calculated for C26H43FN10O11SH: 737.3052). 

 

Cyclo[L-arginylglycyl-L--aspartyl-D-phenylalanyl-S-[[1-[1-(4,8-anhydro-9-fluoro-

1,2,3,9-tetradeoxy-D-glycero-D-gulo-nonitol)]-1H-1,2,3-triazol-4-yl]methyl]-L-cysteinyl] 

33 

To a solution of S-propargyl derivative 30 (0.005 mmol) and azido derivative 25 (0.005 mmol) 

diluted in water (0.1 mL), were added at room temperature sodium ascorbate (0.001 mmol) in 

water (0.025 mL) and a solution of Cu(OAc)2 (0.0005 mmol) in water (0.001 mL). The solution 

turned immediately pale green. The reaction was stopped when the blue color appeared (2h of 

stirring). Chelex® 100 resin (150 mg) was then added to the blue solution and the suspension 

was stirred until the solution turned colorless. The resin was filtered off and the resulting 

solution was freeze-dried. Purification was achieved on Sephadex LH20. Elution with water 

provided pure fluoro C-glycopeptide 33.  

 

Yield: 69% as a white foam 

 C36H52FN11O11S 

M.W.: 865.94 g/mol 

Rf = 0.34 (MeOH/H2O: 8/2) 

[α]D = +6.3 (c 0.05; H2O) 
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1H NMR (D2O, 400 MHz): δ = 1.42-1.64 (m, 3H, H3a, H2a and ½CH2), 1.65-1.77 (m, 1H, 

H2b), 1.81-1.93 (m, 2H, H3b and ½CH2), 2.00-2.23 (m, 2H, CH2), 2.55 (dd, 1H, J = 16.0 Hz, 

J = 7.0 Hz, ½CH2), 2.68 (dd, 1H, J = 16.0 Hz, J = 7.0 Hz, ½CH2), 2.75 (bd, 1H, J = 7.0 Hz, 

½CH2), 3.00-3.13 (m, 1H, ½CH2), 3.16-3.26 (m, 3H, H5 and CH2), 3.33 (app td, 1H, J4,5 = 9.5 

Hz, J4,3 = 3.0 Hz, H4), 3.45-3.56 (m, 4H, H6, H7, H8 and CH), 3.71 (s, 2H, CH2), 4.19-4.27 

(m, 2H, CH2), 4.41 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, J = 6.0 Hz, CH), 4.48-4.52 (m, 2H, H1), 4.61-4.77 (m, 

6H, CH2Ph, H9 and 2CH), 7.26-7.39 (m, 5H, HAr), 7.91 (s, 1H, Htriazole). 13C NMR (D2O, 100.6 

MHz): δ = 24.5 (C2), 25.2 (CH2), 25.5 (CH2), 27. 1(CH2), 27.7 (C3), 36.4 (2 CH2), 40.5 (2 

CH2), 43.7 (CH2), 50.2 (C1), 50.8 (CH), 52.7 (CH), 54.3 (CH), 55.2 (CH), 68.6 (d, JC,F = 7.0 

Hz, C7), 73.3 (C5), 77.2 (C6), 78.1 (d, JC,F = 17.0 Hz, C8), 78.9 (C4), 82.4 (d, JC,F = 168.0 Hz, 

C9), 124.0 (CHtriazole), 127.1 (CAr), 128.8 (2 CAr), 129.2 (2 CAr), 136.1 (CqAr), 144.6 (Ctriazole), 

156.8 (C=N), 171.2 (2 C=O), 172.3 (C=O), 172.6 (C=O), 173.3 (C=O), 177.9 (C=O). 19F NMR 

(CDCl3, 235 MHz): δ = -234.6. ESI-HRMS [M+H]+ m/z = 866.3680 (calculated for 

C36H53FN11O11SH: 866.3631). 

 

Cyclo[L-arginylglycyl-L--aspartyl-D-phenylalanyl-S-[[1-[9-(2,6-anhydro-1-fluoro-

1,7,8,9-tetradeoxy-D-glycero-L-gulo-nonitol)]-1H-1,2,3-triazol-4-yl]methyl]-L-cysteinyl] 

34  

Prepared from 26 according to procedure described for the synthesis of compound 33.  

 

Yield: 65% as a white foam 

 C36H52FN11O11S 

M.W.: 865.94 g/mol 

Rf = 0.32 (MeOH/H2O: 8/2) 

[α]D = -9.7 (c 0.1; H2O) 

 

1H NMR (D2O, 400 MHz): δ = 1.51-1.80 (m, 6H, H3a, H2a and 2 CH2), 1.86-1.98 (m, 1H, 

H2b), 2.03-2.12 (m, 1H, H3b), 2.55 (dd, 1H, J = 16.0 Hz, J = 7.5 Hz, ½CH2), 2.68 (dd, 1H, J = 

16.0 Hz, J = 7.0 Hz, ½CH2), 2.74 (d, 1H, J = 7.0 Hz, ½CH2), 3.01-3.14 (m, 2H, CH2), 3.16-

3.26 (m, 2H, H5 and ½CH2), 3.42-3.52 (m, 3H, H4, H6 and H7), 3.61-3.77 (m, 4H, H8, CH and 

CH2), 3.98-4.11 (m, 2H, 2CH), 4.18-4.26 (m, 2H, CH2), 4.39 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, J = 5.5 Hz, 

CH), 4.51 (t, 2H, J = 7.0 Hz, H1), 4.59-4.74 (m, 4H, CH2Ph and H9), 7.25-7.41 (m, 5H, HAr), 

7.92 (s, 1H, Htriazole). 13C NMR (D2O, 100.6 MHz): δ = 20.5 (CH2), 23.3 (CH2), 24.2 (C2), 25.7 

(C3), 27.1 (CH2), 36.4 (CH2), 37.8 (CH2), 40.5 (2 CH2), 43.7 (CH2), 50.7 (C1), 50.8 (CH), 52.7 
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(CH), 54.3 (CH), 55.1 (CH), 62.9 (C5), 68.9 (d, JC,F = 7.0 Hz, C7), 70.9 (d, JC,F = 17.0 Hz, C8), 

72.8 (C6), 75.6 (C4), 82.5 (d, JC,F = 168.0 Hz, C9), 123.9 (CHtriazole), 127.1 (CAr), 128.8 (2CAr), 

129.2 (2CAr), 136.1 (CqAr), 144.7 (Ctriazole), 156.7 (C=N), 171.1 (C=O), 171.2 (C=O), 172.2 

(C=O), 172.5 (C=O),173.3 (C=O), 177.9 (C=O). 19F NMR (CDCl3, 235 MHz): δ = -234.6. 

ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 888.3277 (calculated for C36H53FN11O11SNa: 888.3450). 

 

 Synthesis of fluorinated and fluorescent C-glycosides and 
conjugation with RGD derivatives 

 

II.2.1) Preparation of cyanine 5 

1-(methyl)-2,3,3-trimethyl-3H-indolium iodide 35[235] 

Prepared according to literature procedures.[235]  

 

Yield: 97% as a purple powder 

 C12H16IN 

M.W.: 301.17 g/mol 

 

1H NMR ((CD3)2SO, 250 MHz): δ = 1.52 (s, 6H, 2 CH3), 2.75 (s, 3H, CH3), 3.96 (s, 3H, 

CH3), 7.60-7.63 (m, 2H, HAr), 7.80-7.84 (m, 1H, HAr), 7.88-7.92 (m, 1H, HAr). 

 

2-(4-Phenylamino-1E,3E-butadien-1-yl)-1,3,3-trimethylindolium chloride 36[235] 

To a solution of distilled water (17.1 mL), HCl (0.85 mL) and malondialdehyde 

bis(dimethylacetal) (1.05 mL, 6.1 mmol) was added dropwise a solution of distilled water (21 

mL), HCl (1.5 mL), and aniline (2.2 mL, 24.4 mmol). The reaction was stirred at 50°C during 

5 hours. The precipitate was isolated by filtration to give 36.  

 

Yield: 90% as an orange powder 

 C15H15ClN2 

M.W.: 258.75 g/mol 

 

1H NMR ((CD3)2SO, 250 MHz): δ = 6.25 (t, 1H, J3,2 = J3,4 = 12.5 Hz, H3), 7.27-7.33 (m, 2H, 

HAr), 7.37-7.40 (m, 4H, HAr), 7.45-7.51 (m, 4H, HAr), 8.70 (app t, 2H, H2 and H4). 
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1-(5-Carboxypentyl)-2,3,3-trimethyl-3H-indolium bromide 37[236] 

Prepared according to literature procedures.[236]  

 

Yield: 62% as light pink powder 

 C17H24BrNO2 

M.W.: 354.29 g/mol 

 

1H NMR ((CD3)2SO, 250 MHz): δ = 1.38-1.43 (m, 2H, H8), 1.52 (s, 6H, 2 CH3), 1.55-1.60 

(m, 2H, H9), 1.80-1.83 (m, 2H, H7), 2.21 (t, 2H, J10,9 = 6.0 Hz, H10), 2.83 (s, 3H, CH3), 4.44 

(t, 2H, J6,7 = 7.5 Hz, H6), 7.59-7.62 (m, 2H, HAr), 7.82-7.85 (m, 1H, HAr), 7.95-7.98 (m, 1H, 

HAr). 

 

3H-Indolium, 2-[5-[1-(5-carboxypentyl)-1,3-dihydro-3,3-dimethyl-2H-indol-2-ylidene]-

1,3-pentadien-1-yl]-1,3,3-trimethyl-, inner salt 38  

To a solution of compound 35 (400 mg, 1.33 mmol) in Ac2O (4.4 mL), was added under argon, 

36 (414 mg, 1.59 mmol, 1.2 eq). The solution was stirred 30 min at 140°C. The solution was 

cooled at room temperature then anhydrous pyridine (4.8 mL) and 37 (602 mg, 1.59 mmol, 1.2 

eq) were added and the reaction was stirred for 2h at room temperature. The solvent was 

evaporated under vacuum. The product was solubilized with CHCl3, and cyclohexane was 

added to precipitate the product. After mixture filtration, the recovered solid was solubilized in 

CHCl3. The organic layer was washed with water and an aqueous solution of HCl (1N). The 

organic layer was dried over MgSO4, filtered and the solvent was removed under vacuum. The 

crude product was precipitate in toluene. After mixture filtration the recovered solid was dried 

under vacuum to afford 38.  

 

Yield: 65% as a dark blue powder 

 C32H38N2O2
+ 

M.W.: 483.29 g/mol 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.55 (bqt, 2H, J18,19 = J18,17 = 7.0 Hz, H18), 1.71 (s, 6H, 

2CH3), 1.73 (s, 6H, 2CH3), 1.74-1.77 (m, 2H, H19), 1.82 (bqt, 1H, J19,20 = 7.5 Hz, H17), 2.45 

(t, 2H, H20), 3.69 (s, 3H, N-CH3), 4.04 (bt, 2H, J16,17 = 7.5 Hz, H16), 6.32 (d, 1H, J10,9 = 13.5 
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Hz, H10), 6.43 (d, 1H, J6,7 = 13.5 Hz, H6), 6.90 (app t, 1H, J8,9 = J8,7 = 13.5 Hz, H8), 7.09 (d, 

1H, J = 8.0 Hz, HAr), 7.11 (d, 1H, J = 8.0 Hz, HAr), 7.19 (t, 1H, J = 7.0 Hz, HAr),-7.20 (t, 1H, J 

= 7.0 Hz, HAr), 7.31 (d, 2H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.34 (t, 1H, J = 8.0 Hz, HAr),7.36 (t, 1H, J = 8.0 

Hz, HAr ), 8.05 (t, 1H, H7), 8.07 ( t, 1H, H9). 13C NMR ((CD3)2SO, 100.6 MHz): δ = 24.4 

(C19), 26.4 (C18), 26.9 (C17), 28.2 (2 Me), 28.3 (2 Me), 32.5 (N-Me), 34.4 (C20), 44.4 (C16), 

49.4 (C3), 49.5 (C15), 104.0 (C10), 104.6 (C6), 110.6 (CAr), 110.7 (CAr), 122.3 (CAr), 122.4 

(CAr), 125.2 (CAr), 126.9 (C8), 128.8 (CAr), 128.8 (CAr), 141.0 (CqAr), 141.1 (CqAr), 141.3 (CqAr), 

142.1 (CqAr), 142.9 (CqAr), 153.7 (C9), 154.0 (C7), 173.0 (C11), 173.5 (C2), 176.8 (C21). ESI-

HRMS [M]+ m/z = 483.2950 (calculated for C32H39N2O2: 483.3006). IR (cm-1): ν = 3111, 2999, 

2893, 2608, 2367, 2012, 1829, 1688, 1477, 1454, 1443, 1368, 1331, 1215, 1140, 1059, 1038, 

1015. 

 

II.2.2) Regioselective acylation 

4,8-anhydro-1-azido-1,2,3,9-tetradeoxy-9-O-triphenylmethyl-D-glycero-D-gulo-nonitol 

39  

To a solution of 13 (1.3g, 5.26 mmol) in dry CH2Cl2 (25 mL), were added, under argon trityl 

chloride (4.4g, 15.78 mmol, 3 eq) and 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (1.77g, 15.78 mmol, 3 eq). 

The solution was stirred for 36 h at 28°C. The solution was diluted with 15 mL CH2Cl2, washed 

with an aqueous solution of HCl (0.5 N), an aqueous saturated solution of NaHCO3 and brine. 

The organic layer was dried over MgSO4, filtered and evaporated under vacuum. The crude 

product was purified by column chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/EtOAc 

60/40 to 0/100) to give 39.  

 

Yield: 72% as a white solid 

 C28H31N3O5 

M.W.: 489.57 g/mol 

Rf = 0.17 (Cycl/EtOAc: 3/7)  

[α]D = -15.2 (c 0.1; MeOH) 

Mp = 86°C 

 

1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 1.53-1.62 (m, 1H, H3a), 1.76-1.86 (m, 1H, H2a), 1.93-2.10 

(m, 2H, H2b and H3b), 3.13 (app t, 1H, H5, J5,4 = J5,6 = 9.0 Hz), 3.22-3.28 (m, 2H, H9a, and 

H4), 3.31-3.37 (m, 2H, H8 and H6), 3.38-3.46 (m, 4H, H1, H9b and H7), 7.23 (bt, 3H, J = 7.5 

Hz, HAr), 7.30 (bt, 6H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.51 (bd, 6H, J = 7.5 Hz, HAr). 13C NMR (CD3OD, 
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100.6 MHz): δ = 26.4 (C2), 30.1 (C3), 52.6 (C1), 65.2 (C9), 72.3 (C8), 75.5 (C5), 80.0 (C6), 

80.3 (C4), 80.6 (C7), 87.6 (CqTr), 127.9 (3 CAr), 128.7 (6 CAr), 129.9 (6 CAr), 145.6 (3 CqAr). 

ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 512.2194 (calculated for C28H31N3NaO5: 512.2161). IR (cm-1): ν 

= 3337, 2988, 2901, 2091, 1489, 1447, 1395, 1250, 1067, 1001. 

 

General acylation procedure with acetic anhydride:  

To a solution of 39 (150 mg, 0.31 mmol) in chloroform (100 mL), were added, under argon, 

K2CO3 (410 mg, 3.0 mmol, 9.6 equiv.), Ac2O (33 µL, 0.34 mmol, 1.1 equiv.) and 4-DMAP 

(1.89 mg, 0.016 mmol, 0.05 equiv.). The solution was stirred at room temperature for 13h and 

was then diluted with water. The organic layer was washed with brine, dried over MgSO4, 

filtered and evaporated under vacuum. The crude product was purified by column 

chromatography on silica gel previously neutralized with cyclohexane/Et3N 95/5 (eluent: 

cyclohexane/EtOAc 90/10 to 50/50) to give 40, 41 and 42. 

 

6-acetate-4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-9-O-triphenylmethyl-D-glycero-D-gulo-

nonitol 40  

 

Yield: 51% as a colorless oil 

 C30H33N3O6 

M.W.: 531.61 g/mol 

Rf = 0.61 (Cycl/EtOAc: 3/7) 

[α]D = -13.2 (c 0.1; MeOH) 

 

1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 1.54-1.63 (m, 1H, H3a), 1.80 (s, 3H, CH3), 1.82-1.86 (m, 

1H, H2a), 1.91-2.09 (m, 2H, H3b and H2b), 2.12 (s, 3H, CH3), 3.23 (dd, 1H, J9a,9b = 10.0 Hz, 

J9a,8 = 5.5 Hz, H9a), 3.26 (app t, 1H, J5,6 = J5,4 = 9.5 Hz, H5), 3.33 (ddd, 1H, J4,3a = 7.5 Hz, J4,3b 

= 2.0 Hz, H4), 3.40 (t, 2H, J1,2 = 7.5 Hz, H1), 3.41-3.45 (m, 1H, H9b), 3.47 (ddd, 1H, J8,7 = 9.5 

Hz, J8,9b = 1.5 Hz, H8), 3.52 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.5 Hz, H7), 4.90 (app t, 1H, H6), 7.22 (t, 

3H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.28 (t, 6H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.48-7.50 (m, 6H, HAr). 13C NMR (CD3OD, 

100.6 MHz): δ = 21.2 (CH3), 26.3 (C2), 30.0 (C3), 52.6 (C1), 64.8 (C9), 70.4 (C8), 73.7 (C5), 

80.3 (C4), 80.5 (C7), 81.2 (C6), 87.6 (CqTr), 128.0 (3 CAr), 128.7 (6 CAr), 129.9 (6 CAr), 145.5 

(3 CqAr), 172.9 (C=O). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 554.2219 (calculated for C30H33N3NaO6: 

554.2267). IR (cm-1): ν = 3370, 2922, 2853, 2091, 1738, 1651, 1595, 1489, 1449, 1371, 1225, 

1082, 1059, 1026. 
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5-acetate-4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-9-O-triphenylmethyl-D-glycero-D-gulo-

nonitol 41  

 

Yield: 10% as a colorless oil 

 C30H33N3O6 

M.W.: 531.61 g/mol 

Rf = 0.54 (Cycl/EtOAc: 3/7) 

[α]D = -16.3 (c 0.06; MeOH) 

 

1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 1.49-1.60 (m, 1H, H3a), 1.65-1.74 (m, 1H, H3b), 1.76-1.86 

(m, 1H, H2a), 1.90-1.99 (m, 1H, H2b), 2.12 (s, 3H, CH3), 3.22 (dd, 1H, J9a,9b = 10.5 Hz, J9a,8 = 

6.0 Hz, H9a), 3.37-3.43 (m, 5H, H1, H4, H6 and H8), 3.44 (dd, 1H, J9b,8 = 2.0 Hz, H9b), 3.48 

(app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.0 Hz, H7), 4.67 (app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.5 Hz, H5), 7.23 (bt, 3H, J = 

7.5 Hz, HAr), 7.30 (bt, 6H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.49 (bd, 6H, J = 7.5 Hz, HAr). 13C NMR (CD3OD, 

100.6 MHz): δ = 21.0 (CH3), 26.0 (C2), 29.9 (C3), 52.4 (C1), 65.0 (C9), 72.2 (C8), 76.0 (C5), 

77.7 (C7), 78.2 (C4), 80.8 (C6), 87.6 (CqTr), 128.0 (3 CAr), 128.7 (6 CAr), 130.0 (6 CAr), 145.6 

(3 CqAr), 172.3 (C=O). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 554.2201 (calculated for C30H33N3NaO6: 

554.2267). IR (cm-1): ν = 3364, 2922, 2853, 2091, 1736, 1655, 1597, 1489, 1449, 1371, 1225, 

1082, 1057, 1028. 

 

7-acetate-4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-9-O-triphenylmethyl-D-glycero-D-gulo-

nonitol 42  

 

Yield: 15% as a colorless oil 

 C30H33N3O6 

M.W.: 531.61 g/mol 

Rf = 0.48 (Cycl/EtOAc: 3/7) 

[α]D = -14.4 (c 0.1; MeOH) 

 

1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 1.54-1.65 (m, 1H, H3a), 1.77-1.87 (m, 1H, H2a), 1.92-2.00 

(m, 1H, H3b), 2.01-2.09 (m, 1H, H2b), 2.98 (dd, 1H, J9a,9b = 10.5 Hz, J9a,8 = 5.0 Hz, H9a), 3.18 

(dd, 1H, J9b,8 = 2.0 Hz, H9b), 3.21-3.26 (m, 2H, H4 and H5), 3.37-3.51 (m, 3H, H1, H6 and 

H8), 4.92 (t, 1H, J7,6 = J7,8 = 10.0 Hz, H7), 7.20-7.34 (m, 9H, HAr), 7.45-7.51 (m, 6H, HAr). 13C 

NMR (CD3OD, 100.6 MHz): δ = 20.9 (CH3), 26.4 (C2), 30.1 (C3), 52.6 (C1), 64.1 (C9), 72.4 

(C7), 75.8 (C5), 77.7 (C6), 78.7 (C8), 80.9 (C4), 128.1 (3 CAr), 128.7 (4 CAr), 129.9 (5 CAr), 

145.3 (CqAr), 145.6 (CqAr), 145.6 (CqAr) 172.3 (C=O). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 554.2256 
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(calculated for C30H33N3NaO6: 554.2267). IR (cm-1): ν = 3369, 2920, 2851, 2091, 1736, 1649, 

1593, 1488, 1447, 1370, 1225, 1082, 1059, 1026. 

 

General procedure for acylation with 3-butenoic acid: 

Protocol using PyBOP: To a solution of 39 (100 mg, 0.2 mmol) in CH2Cl2 (5 mL), were added, 

under argon dropwise at room temperature, 3-butenoic acid (26 µL, 0.3 mmol, 1.5 eq) and 

DIEA (105 µL, 0.3 mmol, 3 eq). Then the solution was cooled to 0°C and PyBOP (188 mg, 

0.36 mmol, 1.8 eq) was added dropwise. The solution was stirred 48h at room temperature, then 

an aqueous saturated solution of NH4Cl was added. Then aqueous layer was extracted with 

EtOAc once. The organic layer was washed with brine, dried over MgSO4, filtered and 

evaporated under vacuum. The crude product was purified by column chromatography on silica 

gel previously neutralized with cyclohexane/Et3N 95/5 (eluent: cyclohexane/EtOAc 90/10 to 

50/50) to give 43, 44 and 45. 

 

Protocol using IBCF: To a solution of 3-butenoic acid (20 µL, 0.24 mmol, 1.2 equiv.) in 

CH2Cl2 (5 mL) were added dropwise under argon at 0°C, TEA (33 µL, 0.24 mmol, 1.2 equiv.) 

and IBCF (27 µL, 0.24 mmol, 1.2 equiv.). The solution was stirred at 0°C for 1h. A freshly 

prepared solution of 39 (100 mg, 0.2 mmol) and 4-DMAP (3 mg, 0.024 mmol, 0.12 equiv.) in 

CH2Cl2 (10 mL) was then added dropwise under argon at 0°C. The solution was stirred at room 

temperature overnight. The organic layer was washed with an aqueous solution of NaHCO3 

(5%), an aqueous solution of citric acid (5%) and brine. The organic layer was dried over 

MgSO4, filtered and evaporated under vacuum. The crude product was purified by column 

chromatography on silica gel previously neutralized with cyclohexane/Et3N 95/5 (eluent: 

cyclohexane/EtOAc 90/10 to 60/40) to give 43, 44 and 45. 

 

Protocol using DCC: To a solution of 39 (100 mg, 0.2 mmol) in dichloromethane/acetonitrile 

mixture (1/1 v/v, 1 mL), were added dropwise under argon at room temperature 3-butenoic acid 

(20 µL, 0.24 mmol, 1.2 equiv.), 4-DMAP (16 mg, 0.13 mmol, 0.65 equiv.) and DCC (58 mg, 

0.28 mmol, 1.4 equiv. in 3mL of CH2Cl2). The solution was stirred for 24h at room temperature. 

The solution was filtered and the organic layer was washed with water, an aqueous solution of 

HCl (1N) and water. The organic layer was further washed with a saturated aqueous solution 

of Na2CO3 and water. The organic layer was dried over MgSO4, filtered and evaporated under 

vacuum. The crude product was purified by column chromatography on silica gel previously 
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neutralized with cyclohexane/Et3N 95/5 (eluent: cyclohexane/EtOAc 90/10 to 50/50) to give 

46, 47 and 48. 

 

4,8-anhydro-1-azido-6-[(2E)-2-butenoate]-1,2,3-trideoxy-9-O-triphenylmethyl-D-glycero-

D-gulo-nonitol 43  

 

Yield: cf Table 10 page 120 as a 

white solid 

 C32H35N3O6 

M.W.: 557.65 g/mol 

Rf = 0.53 (Cycl/EtOAc: 5/5) 

[α]D = -11.3 (c 0.08; MeOH) 

Mp = 70-71°C 

 

1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 1.54-1.64 (m, 1H, H3a), 1.79-1.86 (m, 1H, H2a), 1.89 (dd, 

3H, J12,11 = 7.0 Hz, J12,10 = 1.5 Hz, H12), 1.94-2.09 (m, 2H, H3b and H2b), 3.23 (dd, 1H, J9a,9b 

= 10.0 Hz, J9a,8 = 5.5 Hz, H9a), 3.28 (app t, 1H, H5, J5,4 = J5,6 = 9.5 Hz), 3.31-3.37 (m, 1H, H4), 

3.43 (t, 2H, J1,2 = 7.0 Hz, H1), 3.44-3.50 (m, 1H, H8), 3.48 (dd, 1H, J9b,8 = 1.5 Hz, H9b), 3.52 

(app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.5 Hz, H7), 4.95 (app t, 1H, H6), 5.95 (dq, 1H, J10,11 = 15.5 Hz, J10,12 = 

1.5 Hz, H10), 7.03 (dq, 1H, J11,12 = 7.0 Hz, H11), 7.23 (bt, 3H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.30 (bt, 6H, 

J = 7.5 Hz, HAr), 7.50 (bd, 6H, J = 7.5 Hz, HAr). 13C NMR (CD3OD, 100.6 MHz): δ = 18.1 

(C12), 26.3 (C2), 30.1 (C3), 52.6 (C1), 64.9 (C9), 70.5 (C8), 73.8 (C5), 80.4 (C4), 80.6 (C7), 

80.9 (C6), 87.6 (CqTr), 123.8 (C10), 128.0 (3 CAr), 128.7 (6 CAr), 130.0 (6 CAr), 145.5 (3 CqAr), 

146.2 (C11), 168.2 (C=O). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 580.2453 (calculated for 

C32H35N3NaO6: 580.2424). IR (cm-1): ν = 3337, 2968, 2924, 2874, 2093, 1701, 1653, 1489, 

1447, 1310, 1290, 1184, 1082, 1045, 1003. 
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4,8-anhydro-1-azido-5-[(2E)-2-butenoate]-1,2,3-trideoxy-9-O-triphenylmethyl-D-glycero-

D-gulo-nonitol 44  

 

Yield: cf Table 10 page 120 as a 

white solid 

 C32H35N3O6 

M.W.: 557.65 g/mol 

Rf = 0.49 (Cycl/EtOAc: 5/5) 

[α]D = -0.7 (c 0.1; MeOH) 

Mp = 91-92°C 

 

1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 1.48-1.56 (m, 1H, H3a), 1.66-1.74 (m, 1H, H3b), 1.80-1.98 

(m, 2H, H2), 1.91 (dd, 3H, J12,11 = 7.0 Hz, J12,10 = 1.5 Hz, H12), 3.22 (dd, 1H, J9a,9b = 10.0 Hz, 

J9a,8 = 5.5 Hz, H9a), 3.37 (t, 2H, J1,2 = 7.0 Hz, H1), 3.39-3.47 (m, 4H, H4, H6, H8 and H9b), 

3.49 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.0 Hz, H7), 4.71 (app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.5 Hz, H5), 5.93 (dq, 1H, 

J10,11 = 15.5 Hz, J10,12 = 1.5 Hz, H10), 7.05 (dq, 1H, J11,12 = 7.0 Hz, H11), 7.22 (bt, 3H, J = 7.5 

Hz, HAr), 7.29 (bt, 6H, J = 7.5 Hz, HAr,), 7.48 (bd, 6H, J = 7.5 Hz, HAr). 13C NMR (CD3OD, 

100.6 MHz): δ = 18.1 (C12), 26.0 (C2), 29.9 (C3), 52.4 (C1), 65.0 (C9), 72.3 (C8), 75.8 (C5), 

77.7 (C4), 78.3 (C7), 80.8 (C6), 87.6 (CqTr), 123.4 (C10), 128.0 (3 CAr), 128.7 (6 CAr), 130.0 (6 

CAr), 145.6 (3 CqAr), 147.1 (C11), 167.6 (C=O). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 580.2447 

(calculated for C32H35N3NaO6: 580.2424). IR (cm-1): ν = 3323, 2924, 2851, 2091, 1715, 1651, 

1489, 1447, 1373, 1258, 1180, 1082, 1067, 1001.  

 

4,8-anhydro-1-azido-6-(3-butenoate)-1,2,3-trideoxy-9-O-triphenylmethyl-D-glycero-D-

gulo-nonitol 46  

 

Yield: cf Table 10 page 120 as a 

white solid 

 C32H35N3O6 

M.W.: 557.65 g/mol 

Rf = 0.57 (Cycl/EtOAc: 5/5) 

[α]D = -7.6 (c 0.18: MeOH) 

Mp = 48°C 

 

1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = δ 1.55-1.66 (m, 1H, H3a), 1.70-1.77 (m, 1H, H2a), 1.83-

1.92 (m, 1H, H2b), 1.95-2.08 (m, 1H, H3b), 3.21-3.26 (m, 3H, H10 and H9a), 3.27 (app t, 1H, 
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J5,4 = J5,6 = 9.0 Hz, H5), 3.31-3.36 (m, 1H, H4), 3.44 (t, 2H, J1,2 = 6.5 Hz, H1), 3.45-3.52 (m, 

2H, H9b and H8), 3.52 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.5 Hz, H7), 4.93 (app t, 1H, J6,5 = J6,7 = 9.0 Hz, 

H6), 5.17 (app dq, 1H, J12a,11 = 10.0 Hz, J12a,12b = J12a,10 = 1.5 Hz, H12a), 5.20 (app dq, 1H, 

J12b,11 = 17.0 Hz, J12b,12a = J12b,10 = 1.5 Hz, H12b), 5.94-6.04 (m, 1H, H11), 7.24 (bt, 3H, J = 7.0 

Hz, HAr), 7.31 (bt, 6H, J = 7.0 Hz, HAr), 7.51 (bd, 3H, J = 7.0 Hz, HAr). ESI-HRMS [M+Na]+ 

m/z = 580.2452 (calculated for C32H35N3NaO6: 580.2424). IR (cm-1): ν = 3401, 2970, 2922, 

2093, 1699, 1651, 1489, 1447, 1373, 1290, 1242, 1184, 1067, 1003. 

 

4,8-anhydro-1-azido-5-(3-butenoate)-1,2,3-trideoxy-9-O-triphenylmethyl-D-glycero-D-

gulo-nonitol 47  

 

Yield: cf Table 10 page 120 as a 

white solid 

 C32H35N3O6 

M.W.: 557.65 g/mol 

Rf = 0.52 (Cycl/EtOAc: 5/5) 

[α]D = -4.8 (c 0.1; MeOH) 

Mp = 94-96°C 

 

1H NMR (CD3OD, 250 MHz): δ = 1.51-1.64 (m, 1H, H3a), 1.65-1.76 (m, 1H, H2a), 1.78-1.95 

(m, 2H, H3b and H2b), 3.15-3.25 (m, 3H, H10 and H9a), 3.34-3.53 (m, 7H, H4, H6, H1, H9b, 

H8 and H7), 4.67 (app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.5 Hz, H5), 5.16 (app dq, 1H, J12a,11 = 9.5 Hz, J12a,12b 

= J12a,10 = 1.5 Hz, H12a), 5.20 (app dq, 1H, J12b,11 = 15.0 Hz, J12b,12a = J12b,10 = 1.5 Hz, H12b), 

5.86-6.06 (m, 1H, H11), 7.18-7.34 (m, 9H, HAr), 7.47 (bd, 6H, J = 7.0 Hz, HAr). 13C NMR 

(CD3OD, 62.9 MHz): δ = 26.0 (C2), 30.1 (C3), 34.7 (C10), 52.6 (C1), 65.2 (C9), 72.3 (C8), 

75.6 (C5), 80.0 (C7), 80.4 (C4), 80.6 (C6), 87.6 (CqTr), 116.1 (C12), 125.4 (C11), 127.9 (3 CAr), 

128.6 (6 CAr), 129.9 (6 CAr), 145.6 (3 CqAr), 159.9 (C=O). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 580.2391 

(calculated for C32H35N3NaO6: 580.2424). IR (cm-1): ν = 3323, 2926, 2849, 2091, 1724, 1605, 

1489, 1449, 1308, 1242, 1171, 1084, 997. 
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II.2.3) Preparation of fluorinated and fluorescent C-glycosidic 

compounds  

 

II.2.3.1) Benzylidene protection  

General procedures for protection with benzylidene: 

Protocol using I2 and benzaldehyde dimethyl acetal: To a solution of 13 (500 mg, 2.03 

mmol) in ACN (4 mL), were added at room temperature, benzaldehyde dimethyl acetal (395 

µL, 2.63 mmol, 1.3 eq) and I2 (50 mg, 0.2 mmol, 0.1 eq) in a sealed tube. The mixture was 

stirred 13h at 85°C. The solution was cooled to room temperature, and was evaporated under 

vacuum. The crude product was purified by column chromatography on silica gel (eluent: 

DCM/MeOH 100/0 to 80/20) to give 49. 

 

Protocol using APTS and benzaldehyde dimethyl acetal: To a solution of 13 (300 mg, 1.21 

mmol), in DMF (4 mL) were added at room temperature benzaldehyde dimethyl acetal (240 

µL, 1.60 mmol, 1.3 eq) and APTS (21 mg, 0.1 mmol, 0.1 eq). The solution was heated at 40°C 

under reduce pressure during four hours and then the solvent was evaporated under vacuum. 

The mixture was solubilized int EtOAc then washed with an aqueous saturated solution of 

NaHCO3 then with brine. The organic layer was dried over MgSO4, then filtrated and 

evaporated under vacuum. The crude product was purified by column chromatography on silica 

gel (eluent: DCM/MeOH 100/0 to 80/20) to give 49. 

 

Protocol using ZnCl2 and distilled benzaldehyde: To a solution of 13 (5 g, 20.3 mmol), in 

distilled benzaldehyde (15 mL, 148.2 mmol, 7.3 eq) was added ZnCl2 freshly dehydrated (4.3 

g, 30.45 mmol, 1.5 eq). The solution was heated at 30°C under argon atmosphere. After 36 

hours, the mixture was diluted with Et2O then a solution of cyclohexane/cold water was added 

dropwise with strong stirring. Then the solution was filtered, the aqueous layer was extracted 

with CH2Cl2. The organic layer was dried over MgSO4 and evaporated under vacuum. The 

crude product was purified by column chromatography on silica gel (eluent: DCM/MeOH 100/0 

to 80/20) to give 49. 
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4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-7,9-O-phenylmethylene-D-glycero-D-gulo-nonitol 49  

 

Yield: cf Table 11 page 123 as  

colorless oil 

 C16H21N3O5 

M.W.: 335.36 g/mol 

Rf = 0.47 (DCM/MeOH: 9/1) 

[α]D = -19.5 (c 0.1; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.36-1.45 (m,1H, H3a), 1.55-1.66 (m, 1H, H2a), 1.70-1.89 

(m, 2H, H3b and H2b), 3.14-3.24 (m, 2H, H4 and H5), 3.26 (t, 2H, J1,2 = 7.0 Hz, H1), 3.27-

3.35 (m, 1H, H8), 3.37 (app t, 1H, J6,7 = J6,5 = 9.0 Hz, H7), 3.57-3.66 (m, 3H, H6, H9a and 

HOH), 4.00 (bs, 1H, HOH), 4.26 (dd, 1H, J9a,9b = 10.0 Hz, J9b,8 = 4.5 Hz, H9b), 5.46 (s, 1H, H10), 

7.32-7.43 (m, 3H, HAr), 7.45-7.53 (m, 2H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 24.9 (C2), 

28.9 (C3), 51.5 (C1), 68.9 (C9), 70.2 (C8), 74.4 (C5), 75.1 (C6), 79.5 (C4), 81.1 (C7), 101.9 

(C10), 126.4 (2 CAr), 128.4 (2 CAr), 129.4 (CAr), 137.2 (CqAr). ESI-HRMS [M+H]+ m/z = 

336.1542 (calculated for C16H22N3O5: 336.1554). IR (cm-1): ν = 3385, 2920, 2866, 2091, 1452, 

1375, 1350, 1261, 1215, 1125, 1094, 1065, 1007. 

 

II.2.3.2) Regioselective alkylation 

General procedures for regioselective alkylation  

Method A: To a solution of 49 (150 mg, 0.45 mmol) in CH2Cl2 (5 mL), were added dropwise, 

under argon at 0°C, Bu4NHSO4 (43 mg, 0.14 mmol, 0.3 equiv.) and alkylating agents (0.54 

mmol, 1.2 eq). Then, an aqueous solution of NaOH (80 mg in 0.65 mL of water) was added at 

room temperature. The solution was stirred for 35h at 60°C. After evaporation under vacuum, 

the crude product was diluted in EtOAc. The organic layer was washed with an aqueous solution 

of HCl (1N), a saturated aqueous solution of Na2CO3 and water. The organic layer was dried 

over MgSO4, filtered and evaporated under vacuum. The crude product was purified by column 

chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/EtOAc 95/5 to 50/50). 

 

Method B: To a solution of 49 (150 mg, 0.45 mmol) in anhydrous DMF (2 mL), were added, 

under argon at 0°C, NaH (18 mg, 0.54 mmol, 1.2 eq) and alkylating agents (0.54 mmol, 1.2 eq) 

dropwise. The solution was stirred 7h at room temperature, was then diluted with MeOH and 

evaporated under vacuum. The crude product was solubilized in EtOAc and washed three times 
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with a saturated solution of Na2CO3 and water. The organic layer was dried over MgSO4, 

filtered and evaporated under vacuum. The crude product was purified by column 

chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/EtOAc 90/10 to 50/50). 

 

Method C: To a solution of 49 (150 mg, 0.45 mmol) in dry acetonitrile (5 mL), were added 

under argon, Bu2SnCl2 (10 μL, 0.045 mmol, 0.1 equiv.), TBABr (14.5 mg, 0.045 mmol, 0.1 

equiv.), K2CO3 (93 mg, 0.68 mmol, 1.5 equiv.) and BnBr (65 μL, 0.68 mmol, 1.2 equiv.). The 

solution was stirred for 72 h at 80 °C in a sealed tube. After evaporation under vacuum, the 

crude product was purified by flash chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/EtOAc 

95/5 to 50/50). 

 

Method D: To a solution of compound 49 (150 mg, 0.45 mmol), in dry toluene (5 mL), was 

added under argon, dibutyltin oxide (130 mg, 0.68 mmol, 1.5 equiv.). The solution was stirred 

for 2h at 110°C with a Dean-Stark apparatus. After evaporation under vacuum, the product was 

diluted in 3 mL of dry DMF, then CsF (100 mg, 0.68 mmol, 1.5 equiv.) and alkylating agents 

(0.9 mmol, 2 eq) were added under argon at room temperature. The solution was then stirred 

for 48h at 90°C. After evaporation under vacuum, the crude product was purified by flash 

chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/EtOAc 95/5 to 50/50).  

 

4,8-anhydro-1-azido-6-O-benzyl-1,2,3-trideoxy-7,9-O-phenylmethylene-D-glycero-D-

gulo-nonitol 50  

Prepared according to the table 12 page 124.  

 

Yield: cf Table 12, page 124 as a  

white gum 

 C23H27N3O5 

M.W.: 425.49 g/mol 

Rf = 0.55 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -19.9 (c 0.1; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.48-1.57 (m, 1H, H3a), 1.62-1.73 (m, 1H, H2a), 1.77-1.87 

(m, 1H, H2b), 1.91-1.99 (m, 1H, H3b), 3.29 (td, 2H, J1,2 = 7.0 Hz, J1,3a = 1.5 Hz, H1), 3.33-

3.37 (m, 2H, H4, H5), 3.45 (ddd, 1H, J8,9a = 10.0 Hz, J8,7 = 9.5 Hz, J8,9b = 5.0 Hz, H8), 3.60 

(app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.0 Hz, H6), 3.67 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.5 Hz, H7), 3.72 (app t, 1H, 

J9a,9b = J9a,8 = 10.0 Hz, H9a), 4.33 (dd, 1H, J9b,9a = 10.0 Hz, J9b,8 = 5.0 Hz, H9b), 4.71 (d, 1H, J 
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= 11.5 Hz, CH2Ph), 5.04 (d, 1H, J = 11.5 Hz, CH2Ph), 5.58 (s, 1H, H10), 7.35-7.40 (m, 8H, 

HAr), 7.49-7.52 (m, 2H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 25.0 (C2), 29.2 (C3), 51.6 

(C1), 69.1 (C9), 70.6 (C8), 73.7 (C5), 74.7 (CH2Ph), 79.6 (C4), 82.4 (C7 or C6), 82.4 (C6 or 

C7), 101.3 (C10), 126.1 (2 CAr), 128.1 (CAr), 128.2 (2CAr), 128.4 (2 CAr), 128.7 (2 CAr), 129.1 

(CAr), 137.5 (CqAr), 138.4 (CqAr). ESI-HRMS [M+H]+ m/z = 426.2018 (calculated for 

C23H28N3O5: 426.2023). IR (cm-1): ν = 3443, 2922, 2868, 2091, 1497, 1452, 1368, 1258, 1209, 

1130, 1096, 1067, 1016. 

 

4,8-anhydro-1-azido-5-O-benzyl-1,2,3-trideoxy-7,9-O-phenylmethylene-D-glycero-D-

gulo-nonitol 51  

Prepared according to the table 12 page 124.  

 

Yield: cf Table 12, page 124 as a  

white gum 

 C23H27N3O5 

M.W.: 425.49 g/mol 

Rf = 0.53 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -35.7 (c 0.1; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.45-1.54 (m, 1H, H3a), 1.58-1.70 (m, 1H, H2b), 1.70-1.81 

(m, 1H, H2b), 1.89-1.98 (m, 1H, H3b), 3.23-3.30 (m, 3H, H1 and H5), 3.35-3.41 (m, 2H, H8 

and H4), 3.46 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.0 Hz, H7), 3.67 (app t, 1H, J9a,9b = J9a,8 =10.0 Hz, H9a), 

3.93 (app t, 1H, J6,5 = J6,7 = 9.0 Hz, H6), 4.31 (dd, 1H, J9b,8 = 5.0 Hz, H9b), 4.74 (d, 1H, J = 

11.0 Hz, CH2Ph), 4.95 (d, 1H, J = 11.0 Hz, CH2Ph), 5.52 (s, 1H, H10), 7.29-7.41 (m, 8H, HAr), 

7.47-7.52 (m, 2H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 25.1 (C2), 29.2 (C3), 51.6 (C1), 

69.0 (C9), 70.0 (C8), 75.2 (CH2Ph), 76.0 (C6), 79.1 (C4), 81.5 (C7 or C5), 81.8 (C7 or C5), 

102.0 (C10), 126.4 (2 CAr), 128.1 (CAr), 128.3 (2 CAr), 128.5 (2 CAr), 128.7 (2 CAr), 129.4 (CAr), 

137.3 (CqAr), 138.2 (CqAr). ESI-HRMS [M+H]+ m/z = 426.2015 (calculated for C23H28N3O5: 

426.2023). IR (cm-1): ν = 3491, 2922, 2859, 2091, 1497, 1452, 1373, 1261, 1211, 1098, 1069, 

1026. 
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4,8-anhydro-1-azido-5,6-di-O-benzyl-1,2,3-trideoxy-7,9-O-phenylmethylene-D-glycero-D-

gulo-nonitol 52  

Prepared according to the table 12 page 124.  

 

Yield: cf Table 12, page 124 as a  

white gum 

 C30H33N3O5 

M.W.: 515.61 g/mol 

Rf = 0.69 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -46.3 (c 0.1; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.44-1.52 (m, 1H, H3a), 1.58-1.69 (m, 1H, H2b), 1.70-1.80 

(m, 1H, H2b), 1.87-1.95 (m, 1H, H3b), 3.25 (t, 2H, J1,2 = 7.0 Hz, H1), 3.30 (app t, 1H, J5,4 = 

J5,6 = 9.0 Hz, H5), 3.36-3.45 (m, 2H, H8 and H4), 3.67 (app t, 1H, J7,6 = 9.0 Hz, J7,8 = 8.5 Hz, 

H7), 3.70 (app t, 1H, J9a,9b = J9a,8 =10.5 Hz, H9a), 3.84 (dd, 1H, H6), 4.33 (dd, 1H, J9b,8 = 5.0 

Hz, H9b), 4.65 (d, 1H, J = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.80 (d, 1H, J = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.96 (d, 1H, J 

= 11.0 Hz, CH2Ph), 5.01 (d, 1H, J = 11.0 Hz, CH2Ph), 5.59 (s, 1H, H10), 7.28-7.41 (m, 13H, 

HAr), 7.49-7.52 (m, 2H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 25.1 (C2), 29.2 (C3), 51.6 

(C1), 69.1 (C9), 70.4 (C8), 75.2 (CH2Ph), 75.6 (CH2Ph), 79.5 (C4), 81.5 (C5), 82.7 (C7), 83.4 

(C6), 101.3 (C10), 126.1 (2 CAr), 127.8 (CAr), 128.0 (CAr), 128.2 (2 CAr), 128.3 (2 CAr),128.4 

(2 CAr), 128.5 (2 CAr), 128.6 (2 CAr), 129.1 (CAr), 137.6 (CqAr), 138.2 (CqAr), 138.7 (CqAr). ESI-

HRMS [M+H]+ m/z = 516.2447 (calculated for C30H34N3O5: 516.2493). IR (cm-1): ν = 2924, 

2862, 2091, 1497, 1452, 1373, 1348, 1275, 1211, 1136, 1065, 1026. 

 

4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-7,9-O-phenylmethylene-6-O-(2-propen-1-yl)-D-

glycero-D-gulo-nonitol 60  

Prepared according to the table 12 page 124.  

 

Yield: 50% as a white solid 

 C19H25N3O5 

M.W.: 375.43 g/mol 

Rf = 0.50 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -27.6 (c 0.1; CHCl3) 

Mp = 50-52°C 
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1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.49-1.58 (m, 1H, H3a), 1.64-1.74 (m, 1H, H2b), 1.76-1.90 

(m, 1H, H2b), 1.94-2.02 (m, 1H, H3b), 3.25 (td, 2H, J1,2 = 7.0 Hz, J1,3a = 1.5 Hz, H1), 3.33-

3.38 (m, 2H, H4 and H5), 3.43 (ddd, 1H, J8,9b = 5.0 Hz, J8,7 = 9.0 Hz, J8,9a = 10.0 Hz, H8), 3.52 

(app t, 1H, J6,7 = J6,5 = 9.0 Hz, H6), 3.59 (app t, 1H, J7,8 = J7,6 = 9.0 Hz, H7), 3.70 (app t, 1H, 

J9a,9b = J9a,8 =10.0 Hz, H9a), 4.20 (app ddt, 1H, J11a,11b = 12.5 Hz, J11a,12 = 6.5 Hz, J11a,13a = 

J11a,13b = 1.5 Hz, H11a), 4.31 (dd, 1H, J9b,8 = 5.0 Hz, H9b), 4.50 (app ddt, 1H, J11b,12 = 5.5 Hz, 

J11b,13a = J11b,13b = 1.5 Hz, H11b), 5.20 (b dddd, J13a,13b = 2.5 Hz, J13a,12 = 10.5 Hz, H13a), 5.29 

(b dddd, J13b,12 = 17.5 Hz, H13b), 5.54 (s, 1H, H10),. 5.90-6.00 (m, 1H, H12), 7.35-7.40 (m, 

8H, HAr), 7.46-7.50 (m, 2H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 24.9 (C2), 29.2 (C3), 

51.6 (C1), 69.0 (C9), 70.6 (C8), 73.6 (C11), 73.7 (C5), 79.6 (C4), 82.3 (C7 or C6), 82.3 (C7 or 

C6), 101.2 (C10), 117.6 (C13), 126.1 (2 CAr), 128.4 (2 CAr), 129.1 (CAr), 134.9 (C12), 137.5 

(CqAr). ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 398.1700 (calculated for C19H25NaN3O5: 398.1686). IR 

(cm-1): ν = 3337, 2961, 2914, 2859, 2091, 1726, 1452, 1385, 1360, 1346, 1277, 1254, 1130, 

1092, 1058, 1018. 

 

4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-7,9-O-phenylmethylene-5,6-di-O-(2-propen-1-yl)-D-

glycero-D-gulo-nonitol 61  

Prepared according to the table 12 page 124.  

 

Yield: 21% as a white gum 

 C22H29N3O5 

M.W.: 415.49 g/mol 

Rf = 0.66 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -41.1 (c 0.1; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.43-1.58 (m, 1H, H3a), 1.62-1.72 (m, 1H, H2a), 1.76-1.87 

(m, 1H, H2b), 1.88-1.95 (m, 1H, H3b), 3.12 (app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.0 Hz, H5), 3.30 (t, 2H, 

J1,2 = 7.0 Hz, H1), 3.30-3.39 (m, 2H, H4 and H8), 3.53 (app t, 1H, J6,7 = J6,5 = 9.0 Hz, H6), 3.62 

(app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.0 Hz, H7), 3.66 (app t, 1H, J9a,9b = 10.0 Hz, H9a), 4.15 (app ddt, 1H, 

J11a,11b = 12.5 Hz, J11a,12 = 6.0 Hz, J11a,13a = J11a,13b = 1.5 Hz, H11a), 4.23 (app ddt, 1H, J11’a,11’b 

= 12.5 Hz, J11’a,12’ = 6.0 Hz, J11’a,13’a = J11’a,13’b = 1.5 Hz, H11’a), 4.30 (dd, 1H, J9b,8 = 5.0 Hz, 

H9b), 4.38-4.45 (m, 2H, H11b and H11’b), 5.16 (b dddd, 2H, J13a,13b = 2.0 Hz, J13a,12 = 10.5 Hz, 

H13a), 5.19 (b dddd, 2H, J13’a,13’b = 2.0 Hz, J13’a,12’ = 10.5 Hz, H13a’), 5.28 (b dddd, 2H, J13b,12 

and J13’b,12’ = 17.5 Hz, H13b and H13’b), 5.53 (s, 1H H10), 5.83-6.00 (m, 2H, H12 and H12’), 

7.34-7.40 (m, 3H, HAr), 7.46-7.50 (m, 2H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 25.3 (C2), 
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29.3 (C3), 51.6 (C1), 69.1 (C9), 70.4 (C8), 74.0 (C11), 74.6 (C11’), 79.6 (C4), 81.6 (C5), 82.4 

(C6 or C7), 83.0 (C7 or C6), 101.2 (C10), 116.9 (C13), 117.4 (C13’), 126.1 (2 CAr), 128.4 (2 

CAr), 129.0 (CAr), 134.9 (C12), 135.3 (C12’), 137.6 (CqAr). ESI-HRMS [M+H]+ m/z = 416.2170 

(calculated for C22H30N3O5: 416.2180). IR (cm-1): ν = 3075, 2922, 2868, 2091, 1734, 1647, 

1452, 1369, 1275, 1258, 1171, 1098, 1074, 1028. 

 

4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-6-O-[2-(1,1-dimethylethoxy)-2-oxoethyl]-7,9-O-

phenylmethylene-D-glycero-D-gulo-Nonitol 63 

Preparing according to the table 12 page 124.  

 

Yield: 32% as a colorless oil 

 C22H31N3O7 

M.W.: 449.50 g/mol 

Rf = 0.41 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -39.5 (c 0.1; CHCl3) 

 

1H NMR ((CD3)2CO, 400 MHz): δ 1.43 (s, 9H, CH3), 1.52-1.65 (m, 1H, H3a), 1.66-1.94 (m, 

1H, H2a, H2b and H3b), 2.82 (bs, 1H, HOH), 3.42 (t, 2H, J1,2 = 6.5 Hz, H1), 3.53-3.63 (m, 1H, 

H8), 3.65-3.85 (m, 3H, H4, H7 and H9a), 3.97 (app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.0 Hz, H5), 4.17 (app t, 

1H, J6,7 = 9.0 Hz, H6), 4.30 (dd, 1H, J9b,9a = 10.0 Hz, J9b,8 = 4.5 Hz, H9b), 4.41 (d, 1H, JCH2 = 

17.5 Hz, H11a), 4.56 (d, 1H, H11b), 5.67 (s, 1H, H10), 7.35-7.41 (m, 3H, HAr), 7.44-7.52 (m, 

2H, HAr). 13C NMR ((CD3)2CO, 400 MHz): δ 25.2 (C2), 28.6 (C3 and 3 CH3), 51.9 (C1), 66.1 

(C11), 69.1 (C9), 71.6 (C8), 75.8 (C5), 77.7 (C4), 79.4 (C7), 79.9 (C6), 82.5 (CqtBu), 102.1 

(C10), 127.2 (2 CAr), 128.9 (2 CAr), 129.7 (CAr), 138.7 (CqAr), 166.4 (C=O). ESI-HRMS 

[M+Na]+ m/z = 472.2047 (calculated for C22H31NaN3O7: 472.2060). IR (cm-1): ν = 3410, 2926, 

2870, 2093, 1751, 1452, 1379, 1281, 1231, 1130, 1099, 1063, 1013. 
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4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-6-O-[3-(1,3-dihydro-1,3-dioxo-2H-isoindol-

2yl)propyl]-7,9-O-phenylmethylene-D-glycero-D-gulo-nonitol 64  

Prepared according to the table 12 page 124.  

 

Yield: 31% as white solid 

 C27H30N4O7 

M.W.: 522.56 g/mol 

Rf = 0.27 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -58.7 (c 0.1; CHCl3) 

Mp = 50-52°C 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.50-1.60 (m, 1H, H3a), 1.64-1.75 (m, 1H, H2a), 1.77-2.08 

(m, 4H, H2b, H12 and H3b), 3.30 (td, 2H, J1,2 = 7.5 Hz, J1,3a = 2.5 Hz, H1), 3.32-3.42 (m, 4H, 

H5, H8, H4 and H6), 3.47-3.54 (m, 1H, H11a), 3.54 (app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.0 Hz, H7), 3.68 

(app t, 1H, J9a,9b = J9a,8 = 10.5 Hz, H9a), 3.74 (dt, 1H, J13a,13b = 14.0 Hz, J13a,12 = 5.0 Hz, H13a), 

3.98-4.08 (m, 2H, H11b and H13b), 4.29 (dd, 1H, J9b,8 = 4.5 Hz, H9b), 5.52 (s, 1H, H10), 7.29-

7.35 (m, 3H, HAr), 7.40-7.43 (m, 2H, HAr), 7.67-7.72 (m, 2H, HAr), 7.80-7.85 (m, 2H, HAr). 13C 

NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 25.0 (C2), 29.1 (C12), 29.2 (C3), 34.6 (C13), 51.6 (C1), 68.7 

(C11), 69.0 (C9), 70.5 (C8), 73.6 (C5), 79.9 (C4), 82.4 (C7), 83.0 (C6), 101.1 (C10), 123.4 (2 

CAr), 126.0 (2 CAr), 128.3 (2 CAr), 129.0 (CAr), 132.1 (2 CqAr), 134.2 (2 CAr), 137.5 (CqAr), 169.0 

(2 C=O). ESI-HRMS [M+H]+ m/z = 523.2187 (calculated for C27H31N4O7: 523.2187). IR (cm-

1): ν = 3505, 2924, 2868, 2093, 1769, 1701, 1466, 1439, 1395, 1369, 1265, 1171, 1126, 1099, 

1069, 1018. 

 

4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-6-O-[3-(1,3-dihydro-1,3-dioxo-2H-isoindol-

2yl)propyl]-5-O-methyl-7,9-O-phenylmethylene-D-glycero-D-gulo-nonitol 65 

To a solution of 64 (300 mg, 0.576 mmol) in DMF (6 mL), were added dropwise, under argon 

at 0°C, NaH (60% w/w) (60 mg, 1.04 mmol, 1.8 equiv.) and CH3I (1.20 mL, 1.728 mmol, 30 

equiv.). The solution was stirred for 1h at room temperature, was then diluted with MeOH and 

evaporated under vacuum. The residue was diluted in EtOAc and washed with an aqueous 

saturated solution of NaHCO3 and with water. The solution was dried over MgSO4, filtered and 

evaporated under vacuum. The crude product was purified by column chromatography on silica 

gel (eluent: cyclohexane/EtOAc: 95/5 to 60/40) to give 65.  
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Yield: 56% as white gum 

 C29H32N4O7 

M.W.: 536.59 g/mol 

Rf = 0.35 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -45.7 (c 0.1; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.44-1.51 (m, 1H, H3a), 1.59-1.68 (m, 1H, H2a), 1.73-1.90 

(m, 2H, H3b and H2b), 1.94-2.03 (m, 2H, H12), 2.78 (bt, 1H, J5.4 = J5,6 = 9.5 Hz, H5), 3.23 

(app td, 1H, J4,5 = J4,3a = 9.5 Hz, J4,3b = 2.0 Hz, H4), 3.29 (t, 2H, J1,2 = 7.0 Hz, H1), 3.29-3.34 

(m, 1H, H8), 3.44-3.50 (m, 2H, H6 and H7), 3.57 (s, 3H, CH3), 3.65 (app t, 1H, J9a,9b = J9a,8 = 

10.0 Hz, H9a), 3.72 (ddd, 1H, J11a,11b = 12.0 Hz, J11a,12a = 9.5 Hz, J11a,12b= 5.5 Hz, H11a), 3.79-

3.86 (m, 2H, H13), 4.02 (ddd, 1H, J11b,12a = 7.0 Hz, J11b,12b = 5.5 Hz, H11b), 4.28 (dd, 1H, J9b,8 

= 4.5 Hz, H9b), 5.53 (s, 1H, H10), 7.28-7.33 (m, 3H, HAr), 7.41-7.45 (m, 2H, HAr), 7.64-7.69 

(m, 2H, HAr), 7.76-7.80 (m, 2H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ 25.3 (C2), 29.2 (C3 

or C12), 29.4 (C12 or C3), 35.8 (C13), 51.6 (C1), 61.5 (CCH3), 69.1 (C9), 70.2 (C8), 70.3 (C11), 

79.5 (C4), 82.5 (C6 or C7), 83.6 (C5 and C6 or C7), 101.0 (C10), 123.2 (2 CAr), 126.0 (2CAr), 

128.3 (2CAr), 128.9 (CqAr), 132.4 (2 CqAr), 133.9 (2 CAr), 137.6 (CqAr), 168.5 (2C=O). ESI-

HRMS [M+Na]+ m/z = 559.2215 (calculated for C28H32N4NaO7: 559.2169). IR (cm-1): ν = 

2924, 2866, 2093, 1769, 1703, 1466, 1449, 1391, 1368, 1342, 1312, 1260, 1142, 1123, 1103, 

1013. 

 

4,8-anhydro-1-azido-7-O-benzyl-1,2,3-trideoxy-6-O-[3-(1,3-dihydro-1,3-dioxo-2H-

isoindol-2yl)propyl]-5-O-methyl-D-glycero-D-gulo-nonitol 66  

To a solution of 65 (50 mg, 0.093 mmol) in dry CH2Cl2 (1 mL), were added dropwise, under 

argon at room temperature, BH3.THF (1M) (95 μL, 0.93 mmol, 1 equiv.) and TMSOTf (5 μL, 

0.028 mmol, 0.3 equiv.). The solution was stirred for 20 minutes at room temperature, then 0.1 

mL of Et3N was added followed by careful addition of MeOH (1 mL). The solution was 

concentrated and the crude product was co-evaporated with MeOH. The crude product was 

purified by column chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/EtOAc: 90/10 to 40/60) 

to give 66 and 67.  
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Yield: 42% as a white gum 

 C28H34N4O7 

M.W.: 538.60 g/mol 

Rf = 0.51 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -9.9 (c 0.1; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.42-1.52 (m, 1H, H3a), 1.60-1.70 (m, 1H, H2a), 1.76-1.91 

(m, 2H, H3b and H2b), 2.01 (app qt, 2H, J12,11 = J12,13 = 7.0 Hz, H12), 2.79 (app t, 1H, J5,4 = 

J5,6 = 9.5 Hz, H5), 3.14 (app td, 1H, J4,5 = J4,3a = 9.5 Hz, J4,3b = 2.0 Hz, H4), 3.19-3.24 (m, 1H, 

H8), 3.30 (t, 2H, J1,2 = 6.5 Hz, H1), 3.33-3.37 (m, 2H, H6 and H7), 3.56 (s, 3H, CH3), 3.61 (dd, 

1H, J9a,9b = 12.0 Hz, J9a,8 = 4.5 Hz, H9a), 3.76-3.83 (m, 3H, H13 and H9b), 3.89 (bt, 2H, H11), 

4.61 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.82 (d, 1H, CH2Ph), 7.23-7.29 (m, 1H, HAr), 7.29-7.33 

(m, 4H, HAr), 7.69-7.73 (m, 2H, HAr), 7.81-7.86 (m, 2H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): 

δ = 25.3 (C2), 29.1 (C3), 29.8 (C12), 35.9 (C13), 51.6 (C1), 61.1 (CH3), 62.4 (C9), 71.1 (C11), 

75.0 (CH2Ph), 78.2 (C6), 78.8 (C4), 79.0 (C8), 84.4 (C5), 87.2 (C7), 123.3 (2 CAr), 128.0 (CAr), 

128.1 (2 CAr), 128.6 (2 CAr), 132.3 (2 CqAr), 134.1 (2 CAr), 138.2 (CqAr), 168.5 (2 C=O). ESI-

HRMS [M+Na]+ m/z = 561.2341 (calculated for C28H34N4NaO7: 561.2320). IR (cm-1): ν = 

3364, 2914, 2870, 2091, 1767, 1703, 1464, 1449, 1402, 1373, 1261, 1144, 1119, 1069, 1028. 

 

4,8-anhydro-1-azido-1,2,3-trideoxy-6-O-[3-(1,3-dihydro-1,3-dioxo-2H-isoindol-

2yl)propyl]-5-O-methyl-D-glycero-D-gulo-nonitol 67 

 

Yield: 40% as a colorless oil 

 C21H28N4O7 

M.W.: 448.48 g/mol 

Rf = 0.22 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = +2.0 (c 0.1; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.41-1.50 (m, 1H, H3a), 1.60-1.70 (m, 1H, H2a), 1.76-1.90 

(m, 2H, H2b and H3b), 1.90-2.06 (m, 2H, H11), 2.76 (app t, 1H, J5,4 = J5,6 = 9.0 Hz, H5), 3.16 

(app td, 1H, J4,5 = J4,3a = 9.0 Hz, J4,3b = 2.5 Hz, H4), 3.18 (app t, 1H, J6,7 = 9.0 Hz, H6), 3.25-

3.30 (ddd, 1H, J8,7 = 9.0 Hz, J8,9a = 5.0 Hz, J8,9b= 3.5 Hz, H8), 3.30 (t, 2H, J1,2 = 7.0 Hz, H1), 

3.44 (app t, 1H, H7), 3.50 (s, 3H, CH3), 3.64 (app td, 1H, J12a,12b = J12a,11a = 10.0 Hz, J12a,11b = 

3.0 Hz, H12a), 3.71-3.79 (m, 2H, H9a and H12b), 3.87-3.93 (m, 2H, H9b and H10a), 4.04 (ddd, 
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1H, J10b,10a = 13.5 Hz, J10b,11a = 9.0 Hz, J10b,11b = 4.5 Hz, H10b), 7.71-7.74 (m, 2H, HAr), 7.83-

7.86 (m, 2H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 25.3 (C2), 28.9 (C3), 29.8 (C11), 35.0 

(C10), 51.6 (C1), 60.9 (CH3), 63.4 (C9), 69.5 (C12), 71.2 (C7), 78.8 (C4), 78.9 (C8), 84.6 (C5), 

86.8 (C6), 123.6 (2 CAr), 132.1 (2 CqAr), 134.3 (2 CAr), 169.2 (2 C=O). ESI-HRMS [M+Na]+ 

m/z = 471.1869 (calculated for C21H28N4NaO7: 471.1850). IR (cm-1): ν = 3458, 2924, 2870, 

2091, 1769, 1701, 1466, 1439, 1395, 1369, 1256, 1188, 1134, 1088, 1040. 

 

II.2.3.3) Preparation of non-radioactive references  

4,8-anhydro-1-azido-9-fluoro-7-O-benzyl-1,2,3,9-tetradeoxy-6-O-[3-(1,3-dihydro-1,3-

dioxo-2H-isoindol-2yl)propyl]-5-O-methyl-7,9-O-phenylmethylene-D-glycero-D-gulo-

nonitol 68  

To a solution of 66 (100 mg, 0.18 mmol) in CH2Cl2 (3 mL) was added DAST (Diethyl-Amino-

Sulfur Trifluoride) (34 µL, 0.26 mmol, 1.4 equiv) under argon at 0°C. The mixture was stirred 

30 min at 0°C and 1h at rt, the mixture was then diluted with CH2Cl2 and hydrolyzed with water. 

The organic layer was washed with an aqueous saturated solution of NaHCO3 and with brine, 

then dried with MgSO4 and evaporated under vacuum. The crude product was purified by flash 

chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/EtOAc: 100/0 to 50/50) to give 68.  

 

Yield: 30% as a colorless oil 

 C28H33FN4O6 

M.W.: 540.59 g/mol 

Rf = 0.41 (Cycl/EtOAc: 7/3) 

[α]D = -19.8 (c 0.1; CHCl3) 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.43-1.54 (m, 1H, H3a), 1.60-1.71 (m, 1H, H2a), 1.78-1.91 

(m, 2H, H3b and H2b), 2.02 (app qt, 2H, J11,10 = J11,12 = 7.0 Hz, H11), 2.81 (app t, 1H, J5,6 = 

J5,4 = 9.0 Hz, H5), 3.11 (app td, 1H, J4,5 = J4,3a = 9.0 Hz, J4,3b = 2.0 Hz, H4), 3.23-3.35 (m, 4H, 

H8, H1, H6), 3.36 (app t, 1H, J5,6 = J5,4 = 9.0 Hz, H7), 3.56 (s, 3H, CH3), 3.77-3.85 (m, 2H, 

H12), 3.89 (t, 2H, H10), 4.50 (ddd, 1H, JH9a,F = 47.5 Hz, J9a,9b = 10.0 Hz, J9a,8 = 3.5 Hz, H9a), 

4.55 (ddd, 1H, J9b,8 = 1.5 Hz, H9b), 4.57 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.83 (d, 1H, CH2Ph), 

7.23-7.35 (m, 5H, HAr), 7.68-7.73 (m, 2H, HAr), 7.81-7.86 (m, 2H, HAr). 13C NMR (CDCl3, 

100.6 MHz): δ = 25.3 (C2), 28.9 (C3), 29.8 (C11), 35.8 (C10), 51.6 (C1), 61.2 (CH3), 71.2 

(C12), 75.1 (CH2Ph), 77.3 (C7, JC,F = 6 Hz), 77.9 (C8, JC,F = 18 Hz), 79.1 (C4), 82.2 (C9, JC,F 

= 173.0 Hz), 84.3 (C5), 87.3 (C6), 123.3 (2 CAr), 128.0 (CAr), 128.0 (2 CAr), 128.6 (2 CAr), 132.3 
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(2 CqAr), 134.1 (2 CAr), 138.0 (CqAr), 168.5 (C=O). HRMS [M+Na]+ m/z = 563.2269 (calculated 

for C28H33FN4O6: 563.2282). IR (cm-1): ν = 2924, 2855, 2093, 1771, 1709, 1466, 1447, 1395, 

1369, 1260. 

 

4,8-anhydro-1-azido-9-fluoro-7-O-benzyl-1,2,3-tetradeoxy-6-O-[3-amino-propyl]-5-O-

methyl-D-glycero-D-gulo-nonitol 69  

To a solution of 68 (80 mg, 0.15 mmol) in dry methanol (1.5 mL), was added dropwise under 

argon at room temperature hydrazine monohydrate (23 μL, 0.75 mmol, 5 eq). The mixture was 

stirred at 40°C for 8h, then the solution was evaporated under vacuum. The crude product was 

solubilized in methanol and evaporated under vacuum the process was repeated twice. Then the 

crude product was solubilized in dichloromethane, the organic layer was washed with an 

aqueous solution of HCl 1N (pH = 3) two times to form an ammonium salt. The combined 

aqueous layer after extraction with dichloromethane, was freeze-dried. The compound 69 was 

obtained without further purification.  

 

Yield: quantitative as a yellow gum 

 C20H32ClFN4O4 

M.W.: 446.95 g/mol 

Rf = 0.28 (DCM/MeOH: 85/15) 

 

ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 411.2444 (calculated for C20H32FN4O4: 411.2402). 

 

3H-Indolium, 2-[5-(1,3-dihydro-1,3,3-trimethyl-2H-indol-2-ylidene)-1,3-pentadien-1-yl]-

3,3-dimethyl-1-[6-oxo-6-(propylamino)hexyl]-inner salt 70  

To a solution of 38 (100 mg 0.16 mmol) in anhydrous DMF (5 mL) were added dropwise under 

argon at 0°C, TEA (67 µL, 0.48 mmol, 3.0 equiv.) and IBCF (22 µL, 0.17 mmol, 1.1 equiv.). 

The solution was stirred at 0°C for 1h. Ethanolamine (22 µL, 0.37 mmol, 2.3 equiv) was then 

added dropwise under argon at 0°C. The solution was stirred at room temperature overnight. 

The crude product was evaporated under vacuum and purified on on flash chromatography on 

silica gel (dichloromethane/methanol: 100/0 to 80/20) to give 70.  
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Yield: 30% as a dark blue powder

 C35H46N3O+ 

M.W.: 524.77 g/mol 

 

1H NMR ((CD3)2SO, 400 MHz) : δ = 0.89 (t, 3H, J24,23 = 7.5 Hz, H24), 1.50-1.62 (m, 4H, H18 

and H23), 1.71 (s, 6H, 2 CH3), 1.72 (s, 6H, 2 CH3), 1.72-1.79 (m, 2H, H19), 1.85 (bqt, 2H, J17,18 

= J17,16 = 7.0 Hz, H17), 2.36 (t, 2H, J20,19 = 7.0 Hz, H20), 3.18 (app q, 2H, J22,23 = J22,NH = 6.0 

Hz, H22), 3.65 (s, 3H, N-CH3), 4.05-4.15 (m, 2H, H16), 6.40 (d, 1H, J = 13.5 Hz, H10 or H6), 

6.51 (d, 1H, J = 13.5 Hz, H10 or H6), 6.74 (app bt, NH), 6.88 (app bt, 1H, J8,9 = J8,7 = 13.0 Hz, 

H8), 7.05-7.13 (m, 2H, HAr), 7.17-7.25 (m, 2H, HAr), 7.30-7.40 (m, 4H, HAr), 7.92 (app t, 1H, 

H7 or H9), 7.94 (app t, 1H, H9 or H7). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 11.5 (C24), 22.7 

(C23), 25.3 (C19), 26.5 (C18), 27.1 (C17), 28.0 (2 CH3), 28.0 (2 CH3), 31.3 (N-CH3), 36.2 

(C20), 41.2 (C22), 44.4 (C16), 49.2 (C3 or C15), 49.4 (C15 or C3), 103.7 (C6 or C10), 104.2 

(C10 or C6), 110.3 (CAr), 110.8 (CAr), 122.1 (CAr), 122.2 (CAr), 125.0 (CAr), 125.4 (CAr), 126.7 

(C8), 128.7 (CAr), 128.8 (CAr), 140.8 (CqAr), 140.9 (CqAr), 141.9 (CqAr), 142.8 (CqAr), 152.9 (C9 

or C7), 153.4 (C7 or C9), 172.9 (C11), 173.2 (C2), 173.4 (C21). ESI-HRMS [M]+ m/z = 

524.3708 (calculated for C35H46N3O+: 524.3635). IR (cm-1): ν = 2923, 2851, 2117, 1644, 1478, 

1445, 1364, 1334, 1218, 1172, 1138, 1071, 1035, 1006. 

 

3H-Indolium, 2-[5-(1,3-dihydro-1,3,3-trimethyl-2H-indol-2-ylidene)-1,3-pentadien-1-yl]-

3,3-dimethyl-1-[6-oxo-6-(benzylamino)hexyl]-inner salt, 71  

To a solution of 38 (100 mg, 0.18 mmol) in CH2Cl2 (5 mL) was added diisopropylcarbodiimide 

(DIC, 41 μL, 0.26 mmol, 1.5 eq) and was stirred for 5 min. A solution of benzylamine (38 μL, 

0.36 mmol, 2 eq) in chloroform (1.5 mL) was then added. The solution was stirred for 16 hours. 

Then the mixture was evaporated under vacuum. The crude product was purified on flash 

chromatography on silica gel (dichloromethane/methanol: 100/0 to 80/20) to give 71.    
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Yield: 72% as a dark blue powder

 C39H46N3O+ 

M.W.: 572.82 g/mol 

 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.51 (bqt, 2H, J18,17 = J18,19 = 7.0 Hz, H18), 1.68 (s, 6H, 2 

CH3), 1.69 (s, 6H, 2 CH3), 1.70-1.84 (m, 4H, H19 and H17),2.32 (t, 2H, J20,19 = 7.5 Hz, H20), 

3.56 (s, 3H, N-CH3), 3.97 (t, 2H, J16,17 = 7.5 Hz, H16), 4.40 (d, 2H, JCH2,NH = 6.0 Hz, H22), 

6.22 (d, 1H, J = 13.0 Hz, H6 or H10), 6.27 (d, 1H, J = 13.0 Hz, H10 or H6), 6.78 (app t, 1H, 

J8,7 = J8,9 = 13.0 Hz, H8), 7.05-7.11 (m, 2H, HAr), 7.16-7.39 (m, 11H, HAr), 7.87 (app t, 1H, J = 

13.0 Hz, H7 or H9), 7.87 (app t, 1H, J = 13.0 Hz, H7 or H9). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): 

δ 25.3 (C19), 26.6 (C18), 27.2 (C17), 28.1 (2 CH3), 28.2 (2 CH3), 31.4 (N-CH3), 36.2 (C20), 

43.4 (C22), 44.5 (C16), 49.2 (C3 or C15), 49.5 (C3 or C15), 103.9 (C6 or C10), 104.3 (C10 or 

C6), 110.4 (CAr), 110.9 (CAr), 122.3 (CAr), 122.3 (CAr), 125.2 (CAr), 125.5 (CAr), 127.1 (C8), 

128.0 (2CAr), 128.5 (2CAr), 128.8 (CAr), 128.9 (CAr), 129.0 (CAr), 139.2 (CqAr), 140.9 (CqAr), 

141.2 (CqAr), 142.1 (CqAr), 142.9 (CqAr), 153.1 (C7 or C9), 153.5 (C9 or C7), 173.1 (C11), 173.2 

(C2), 173.4 (C21). ESI-HRMS [M]+ m/z = 572.3644 (calculated for C39H46N3O1: 572.3635). 

IR (cm-1): ν = 3312, 2921, 2854, 2108, 1649, 1474, 1446, 1361, 1333, 1212.  

 

3H-Indolium, 2-[5-(1,3-dihydro-1,3,3-trimethyl-2H-indol-2-ylidene)-1,3-pentadien-1-yl]-

3,3-dimethyl-1-[6-oxo-6-((2-hydroxyethyl)amino)hexyl]-inner salt 72  

To a solution of 38 (100 mg 0.16 mmol) in anhydrous DMF (5 mL) were added dropwise under 

argon at 0°C, TEA (67 µL, 0.48 mmol, 3.0 equiv.) and IBCF (22 µL, 0.17 mmol, 1.1 equiv.). 

The solution was stirred at 0°C for 1h. Ethanolamine (22 µL, 0.37 mmol, 2.3 equiv) was then 

added dropwise under argon at 0°C. The solution was stirred at room temperature overnight. 

The crude product was evaporated under vacuum and purified on Chromatotron (eluent 

DCM/MeOH: 100/0 to 97/3) to give 72.  
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Yield: 29% as a dark blue powder

 C34H44N3O2
+ 

M.W.: 526.74 g/mol 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.55 (bqt, 2H, J18,17 = J18,19 = 7.0 Hz, H18), 1.70 (s, 6H, 2 

CH3), 1.70 (s, 6H, 2 CH3), 1.78 (bqt, 2H, J19,18 = J19,20 = 7.0 Hz, H19), 1.85 (bqt, 2H, J17,18 = 

J17,16 = 7.0 Hz, H17), 2.40 (t, 2H, H20), 3.37-3.43 (app q, 2H, J22,23 = J22,NH = 5.0 Hz, H22), 

3.62 (s, 3H, N-CH3), 3.72 (t, 2H, H23), 4.07 (t, 2H, H16), 6.36 (d, 1H, J = 13.0 Hz, H6 or H10), 

6.43 (d, 1H, J = 13.0 Hz, H10 or H6), 7.00 (app bt, 1H, J8,9 = J8,7 = 13.0 Hz, H8), 7.08 (d, 1H, 

J = 8.0 Hz, HAr), 7.12 (d, 1H, J = 8.0 Hz, HAr), 7.18-7.25 (m, 2H, HAr), 7.33-7.40 (m, 4H, HAr), 

7.56 (bt, 1H, J = 5.0 Hz, NH), 7.85 (app t, 1H, H7 or H9), 7.86 (app t, 1H, H9 or H7). 13C NMR 

(CDCl3, 100.6 MHz): δ = 25.2 (C19), 26.3 (C18), 27.1 (C17), 28.1 (2 CH3), 28.1 (2 CH3), 31.7 

(N-CH3), 36.1 (C20), 42.9 (C22), 44.5 (C16), 49.0 (C3), 49.4 (C15), 62.1 (C23), 103.9 (C6 or 

C10), 104.5 (C10 or C6), 110.3 (CAr), 110.9 (CAr), 122.1 (CAr), 122.2 (CAr), 125.0 (CAr), 125.4 

(CAr), 126.7 (C8), 128.7 (CAr), 128.9 (CAr), 140.7 (CqAr), 141.1 (CqAr), 141.9 (CqAr), 142.8 (CqAr), 

152.6 (C9 or C7), 153.2 (C7 or C9), 172.7 (C11), 173.1 (C2), 174.7 (C21). ESI-HRMS [M]+ 

m/z = 526.3439 (calculated for C34H44N3O2
+: 526.3428). IR (cm-1): ν = 3316, 2926, 2859, 2112, 

1647, 1477, 1445, 1366, 1329, 1215, 1169, 1140, 1069, 1036, 1005. 

 

3H-Indolium, 2-[5-(1,3-dihydro-1,3,3-trimethyl-2H-indol-2-ylidene)-1,3-pentadien-1-yl]-

1-[6-[(2,5-dioxo-1-pyrrolidinyl)oxy]-6-oxohexyl]-3,3-dimethyl-inner salt 73 

To a solution of compound 38 (150 mg, 0.27 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (50 mL), were added 

under argon, DCC (62 mg, 0.3 mmol, 1.1 eq) and NHS (33 mg, 0.3 mmol, 1.1 eq). The solution 

was stirred 13h at room temperature. The solution was washed with ACN and filtrated to 

remove DCU. The filtrate was evaporated under vacuum to give a precipitate. Then the 

precipitate was washed ACN (2 x 25 mL) and evaporated under vacuum. The product was dried 

under vacuum to afford 73.  
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Yield: quantitative as a dark blue solid 

 C36H42N3O4
+ 

M.W.: 580.75 g/mol 

 

1H NMR ((CD3)2SO, 400 MHz): δ = 1.45-1.63 (m, 2H, H18), 1.61-1.84 (m, 16H, 4 CH3, H19 

and H17), 2.68 (t, 2H, J20,19 = 7.0 Hz, H20), 2.82 (s, 4H, H23 and H24), 3.61 (s, 3H, N-Me), 

4.09 (t, 2H, J16,17 = 7.0 Hz, H16), 6.27 (d, 1H, J = 14.0 Hz, H6 or H10), 6.30 (d, 1H, J = 14.0 

Hz, H6 or H10), 6.58 (app t, 1H, J8,9 = J8,7 = 12.5 Hz, H8), 7.21-7.27 (m, 2H, HAr), 7.35-7.42 

(m, 4H, HAr), 7.61 (d, 2H, J = 7.5 Hz, HAr), 8.34 (app t, 2H, H7 and H9). 13C NMR ((CD3)2SO, 

100.6 MHz): δ = 24.9 (C19), 25.1 (C18), 25.4 (C23 and C24), 26.4 (C17), 27.0 (2 CH3), 27.1 

(2 CH3), 30.0 (C20), 31.1 (N-CH3), 43.2 (C3), 47.5 (C13), 48.8 (C16), 103.0 (C6 or C10), 103.3 

(C6 or C10), 111.0 (CAr), 111.0 (CAr), 122.3 (CAr), 122.4 (CAr), 124.6 (CAr), 124.7 (CAr), 125.4 

(C8), 128.3 (CAr), 128.4 (CAr), 141.0 (CqAr), 141.1 (CqAr), 142.0 (CqAr), 142.7 (CqAr), 154.0 (C9 

and C7), 168.8 (C21), 170.0 (C22 or C25), 170.7 (C22 or C25), 172.5 (C11), 173.3 (C2). ESI-

HRMS [M]+ m/z = 580.3155 (calculated for C36H42N3O4: 580.3170). IR (cm-1): ν = 3659, 2988, 

2901, 2118, 1809, 1778, 1732, 1495, 1479, 1454, 1435, 1368, 1331, 1211, 1144, 1067, 1038, 

1015. 

 

3H-Indolium, 2-[5-(1,3-dihydro-1,3,3-trimethyl-2H-indol-2-ylidene)-1,3-pentadien-1-yl]-

3,3-dimethyl-1-[6-oxo-6-(2-aminohexylether)hexyl]-inner salt 74  

To a solution of compound 73 (100 mg, 0.15 mmol) in anhydrous DMF (2 mL), was added 

under argon, ethanolamine (10 µL, 0.17 mmol, 1.1 eq). The solution was stirred 13h at room 

temperature. The solvent was evaporated under vacuum. The crude product was purified by 

flash chromatography on silica gel (eluent: DCM/MeOH 95/05 to 90/10) to give 74.  
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Yield: 14% as a dark blue powder

 C34H44N3O2
+ 

M.W.: 526.74 g/mol 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.55 (bqt, 2H, J18,17 = J18,19 = 7.0 Hz, H18), 1.69 (s, 6H, 2 

CH3), 1.69 (s, 6H, 2 CH3), 1.81 (bqt, 2H, J19,18 = J19,20 = 7.0 Hz, H19), 1.81-1.91 (m, 2H, H17), 

2.41 (t, 2H, H20), 3.38-3.44 (m, 2H, H22), 3.60 (s, 3H, N-CH3),  3.72-3.77 (m, 2H, H23), 4.11 

(bt, 2H, J16,17 = 6.5 Hz, H16), 6.36 (d, 1H, J = 13.5 Hz, H10 or H6), 6.58 (d, 1H, J = 13.5 Hz, 

H10 or H6), 7.00 (app bt, 1H, J8,9 = J8,7 = 12.5 Hz, H8), 7.07 (d, 1H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.13 (d, 

1H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.18-7.26 (m, 2H, HAr), 7.30-7.42 (m, 4H, HAr), 7.81 (app t, 1H, H7 ou 

H9), 7.84 (app t, 1H, H7 or H9). 13C NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 25.2 (C19), 26.3 (C18), 

27.1 (C17), 28.2 (4 CH3), 31.6 (N-Me), 36.2 (C20), 43.3 (C22), 44.7 (C16), 49.0 (C3), 49.5 

(C15), 61.9 (C23), 104.0 (C6 or C10), 105.1 (C6 or C10), 110.3 (CAr), 111.2 (CAr), 122.2 (CAr), 

122.3 (CAr), 125.0 (CAr), 125.6 (CAr), 127.0 (C8), 128.8 (CAr), 129.0 (CAr), 140.8 (CqAr), 141.2 

(CqAr), 142.0 (CqAr), 143.0 (CqAr), 152.6 (C9 or C7), 153.4 (C9 or C7), 172.6 (C11), 173.4 (C2), 

174.6 (C21). ESI-HRMS [M]+ m/z = 526.3439 (calculated for C34H44N3O2: 526.3428). IR (cm-

1): ν = 3684, 2970, 2901, 1942, 1734, 1717, 1645, 1477, 1452, 1406, 1395, 1379, 1331, 1250, 

1229, 1167, 1138, 1057.  

 

Compound 75 

To a solution of 38 (48 mg, 0.12 mmol) solubilized in CH2Cl2 (4 mL) was added 

diisopropylcarbodiimide (DIC, 28 μL, 0.18 mmol, 1.5 eq). The solution was stirred for 5 min 

at rt, then a solution of 69 (74 mg, 0.12 mmol, 1 eq) in chloroform (1.5 mL) was added. The 

mixture was stirred for 16 hours at rt. The solution was evaporated under vacuum. The crude 

product was purified by column chromatography on silica gel (dichloromethane/methanol: 

99/01 to 97/03) twice then by LH20 (eluant) to give 75.     
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Yield: 21% as a blue solid 

 C52H68FN6O5
+ 

M.W.: 875.53 g/mol 

Rf = 0.44 (DCM/MeOH: 97/3) 

 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 1.46-1.57 (m, 3H, H16 and H3a), 1.60-1.72 (m, 1H, H2a), 

1.69 (s, 6H, 2 CH3), 1.70 (s, 6H, 2 CH3), 1.70-1.74 (m, 3H, H15 and H3b), 1.77-1.89 (m, 5H, 

H17, H11 and H2b), 2.37 (t, 2H, J20,19 = 7.0 Hz, H14), 2.84 (app t, 1H, J5,6 = J5,4 = 9.0 Hz, H5), 

3.11 (app td, 1H, J4,5 = J4,3a = 9.0 Hz, J4,3b = 2.0 Hz, H4), 3.26-3.43 (m, 5H, H8, H1, H6 and 

H7), 3.55 (s, 3H, CH3), 3.58 (s, 3H, N-CH3), 3.63-3.65 (m, 2H, H12), 3.81-3.88 (m, 2H, H10), 

3.95-4.05 (m, 2H, H18), 4.46 (ddd, 1H, JH9a,F = 47.5 Hz, J9a,9b = 10.0 Hz, J9a,8 = 4.0 Hz, H9a), 

4.56 (ddd, 1H, J9b,8 = 2.0 Hz, H9b), 4.59 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.84 (d, 1H, CH2Ph), 

6.24 (bd, 1H, J = 14.5 Hz, H24 or H28), 6.31 (bd, 1H, J = 14.5 Hz, H24 or H28), 6.72 (app bt, 

NH), 6.84 (app bt, 1H, J8,9 = J8,7 = 13.0 Hz, H26), 7.04-7.12 (m, 2H, HAr), 7.20-7.28 (m, 2H, 

HAr), 7.30-7.39 (m, 9H, HAr), 7.86 (app t, 1H, H27 or H25), 7.99 (app t, 1H, H27 or H25). 13C 

NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ = 25.4 (C2 or C15), 25.4 (C2 or C15), 26.6 (C16), 28.0 (C17), 

28.1 (2 CH3), 28.1 (2 CH3), 29.0 (C3), 29.8 (C11), 31.4 (N-Me), 33.0 (C12), 36.3 (C14), 44.6 

(C18), 49.2 (C22 or C33), 49.4 (C22 or C33), 51.6 (C1), 61.1 (CH3), 71.6 (C10), 75.1 (CH2Ph), 

77.3 (C7, JC,F = 6 Hz), 78.0 (C8, JC,F = 18 Hz), 79.0 (C4), 83.2 (C9, JC,F = 173.0 Hz), 84.3 (C5), 

87.0 (C6), 103.9 (C28 or C24), 104.5 (C28 or C24), 110.4 (CAr), 110.7 (CAr), 122.2 (CAr), 122.3 

(CAr), 125.1 (CAr), 125.2 (CAr), 127.0 (C26), 128.0 (CAr), 128.1 (2 CAr), 128.7 (2 CAr), 128.8 

(CAr), 128.9 (CAr), 138.1 (CqAr), 140.9 (CqAr), 141.1 (CqAr), 142.1 (CqAr), 142.9 (CqAr), 153.0 

(C27 or C25), 153.5 (C27 or C25), 173.0 (C23 or C29), 173.1 (C23 or C29), 173.5 (C13). ESI-

HRMS [M+Na]+ m/z = 875.5241 (calculated for C52H68FN6O5: 875.5230). IR (cm-1): ν = 2998, 

2922, 2894, 2847, 2604, 2366, 2090, 2010, 1830, 1771, 1688, 1468, 1447, 1368, 1329, 1258, 

1217, 1138, 1061, 1039. 
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Cyclo[L-arginylglycyl-L-α-aspartyl-D-phenylalanyl-N6-(1-oxo-4-pentyn-1-yl)-L-lysyl] 76 

To a solution of peptide c(RGDfK) (1 equiv, 165 µmol, 100 mg) and NEt3 (2.5 equiv, 497 

µmol, 67 µL) in DMF (3 mL) was added 1-(pent-4-ynoyloxy)pyrrolidine-2,5-dione (1.2 equiv, 

199 mmol, 38.8 mg). The reaction was stirred for 16 hr at rt. The solution was evaporated under 

vacuum and the crude product was solubilized in water. The solution was freeze-dried to give 

76.  

 

Yield: 78% as a white foam 

 C32H46N9O8
+ 

M.W.: 684.77 g/mol 

ESI-HRMS [M]+ m/z = 684.3475 (calculated for C32H46N9O8
+: 684.3464). 

 

Compound 77 

To a solution of 75 (5 mg, 4.9 µmol) and N-pentynoique derivative c(RGDfK) 76 (5 mg, 6.3 

µmol, 1.0 equiv) diluted in tBuOH (0.17 mL), were added at room temperature an aqueous 

solution of sodium ascorbate (20µL, 1.2 µmol, 0.2 equiv) and an aqueous solution of Cu(OAc)2 

(150 µl, 0.42 µmol, 0.1 equiv). The mixture was stirred during 6h. Chelex® 100 resin (150 mg) 

was then added to the blue solution and the suspension was stirred until the solution turned 

colorless. The resin was filtered off and the resulting solution was freeze-dried. Purification 

was achieved on Sephadex LH20. Elution with MeOH provided pure fluoro C-glycopeptide 77.  

 

Yield: 32% as a blue 

gum 

 C84H114FN15O13
2+ 

M.W.: 779.94 g/mol 

 

ESI-HRMS [M]2+ m/z = 779.9325 (calculated for C84H114FN15O13: 779.9347). 
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II.2.3.4) Preparation of labeling precursor 

4,8-anhydro-1-azido-7-O-benzyl-1,2,3-trideoxy-6-O-[3-amino-propyl]-5-O-methyl-D-

glycero-D-gulo-nonitol 78  

Prepared from 66 following the procedure to synthetize 69.  

 

Yield: 70% as a white gum 

 C20H33ClN4O5 

M.W.: 444.96 g/mol 

Rf = 0.24 (DCM/MeOH: 85/15) 

 

ESI-HRMS [M+Na]+ m/z = 409.2487 (calculated for C20H33N4O5: 409.2445). 

 

Compound 79 

To a solution of cyanine 5 (6 mg, 0.012 mmol, 1.0 equiv.) in DMF (0.5 mL) were added 

dropwise under argon at 0°C, TEA (4.5 µL, 0.036 mmol, 3.0 equiv.) and IBCF (1.5 µL, 0.0132 

mmol, 1.2 equiv.). The solution was stirred at 0°C for 1h. A freshly prepared solution of 78 (11 

mg, 0.027 mmol, 2.3 equiv) in DMF (0.5 mL) was then added dropwise under argon at 0°C. 

The solution was stirred at room temperature during 24h. The organic layer was evaporated 

under vacuum then was solubilized in CH2Cl2 and was washed twice with water. The crude 

product was purified by column chromatography on silica gel (eluent: CH2Cl2/MeOH 99/01 to 

80/20) to give 79. 

 

Yield: 60% as a blue gum 

 C52H69N6O6
+ 

M.W.: 873.5273 g/mol 

Rf = 0.47 (DCM/MeOH: 90/10) 

 

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ= 1.42-1.59 (m, 3H, H16 and H3a), 1.60-1.69 (m, 1H, H2a), 

1.69 (s, 6H, 2 CH3), 1.69 (s, 6H, 2 CH3), 1.71-1.76 (m, 2H, H15), 1.76-1.86 (m, 4H, H17, H2b 

and H3b), 1.90 (app qt, 2H, J11,12 = J11,10 = 6.5 Hz, H11), 2.29 (t, 2H, J14,15 = 7.0 Hz, H14), 2.83 

(app t, 1H, J5,6 = J5,4 = 9.0 Hz, H5), 3.12 (app td, 1H, J4,5 = J4,3a = 9.0 Hz, J4,3b = 1.5 Hz, H4), 
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3.19-3.24 (m, 1H, H8), 3.28 (t, 2H, J1,2 = 6.5 Hz, H1), 3.33-3.43 (m, 2H, H12 and H6), 3.40 

(app t, 1H, J7,6 = J7,8 = 9.0 Hz, H7),  3.54 (s, 3H, CH3), 3.60 (s, 3H, N-CH3), 3.61-3.65 (m, 1H, 

H9a), 3.78 (dd, 1H, J9a,9b = 12.0 Hz, J9a,8 = 2.0 Hz, H9b), 3.86 (bt, 2H, H10), 4.07 (bt, 2H, J18,17 

= 7.5 Hz, H18), 4.63 (d, 1H, JCH2 = 11.0 Hz, CH2Ph), 4.82 (d, 1H, CH2Ph), 6.34 (bd, 1H, J = 

13.5 Hz, H24 or H28), 6.54 (bd, 1H, J = 13.5 Hz, H24 or H28), 6.84 (app bt, 1H, J26,25 = J26,27 

= 12.5 Hz, H26), 7.06 (d, 1H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.10 (d, 1H, J = 7.5 Hz, HAr), 7.18-7.25 (m, 3H, 

HAr), 7.29-7.41 (m, 8H, HAr), 7.89 (app t, 1H, H27 or H25), 7.91 (app t, 1H, H27 or H25). 13C 

NMR (CDCl3, 100.6 MHz): δ= 25.3 (C2 and C15), 26.6 (C16), 27.2 (C17), 28.2 (4 CH3), 29.0 

(C3), 30.5 (C11), 31.6 (N-CH3), 36.4 (C14), 37.4 (C12), 44.7 (C18), 49.1 (C22 or C33), 49.4 

(C22 or C33), 51.6 (C1), 61.1 (CH3), 62.3 (C9), 71.7 (C10), 74.9 (CH2Ph), 78.1 (C7), 78.7 (C4), 

79.0 (C8), 84.4 (C5), 86.9 (C6), 104.0 (C28 or C24), 104.9 (C28 or C24), 110.3 (CAr), 111.0 

(CAr), 122.2 (CAr), 122.3 (CAr), 125.0 (CAr), 125.5 (CAr), 127.1 (C26), 128.0 (CAr), 128.3 (2 

CAr), 128.6 (2 CAr), 128.8 (CAr), 128.9 (CAr), 138.3 (CqAr), 140.8 (CqAr), 141.3 (CqAr), 142.1 

(CqAr), 143.0 (CqAr), 152.9 (C27 or C25), 153.8 (C27 or C25), 172.7 (C23 or C29), 173.1 (C23 

or C29), 173.6 (C13). HRMS [M]+ m/z = 873.5302 (calculated for C52H69N6O6: 873.5273). IR 

(cm-1): ν = 3002, 2920, 2891, 2842, 2601, 2368, 2087, 2012, 1832, 1773, 1685, 1454, 1441, 

1361, 1322, 1272, 1204, 1131, 1054, 1028. 

 

III- HPLC  

HPLC analyses were carried out on analytical HPLC with UV, radioactive and ELSD series 

detectors arranged in the mentioned order. Retention times were based on UV chromatograms 

for non-radioactive compounds and on radioactive chromatograms for radioactive compounds 

 

Analytical HPLC of 21 

(tR = 15.7 min, Alltima C8, 5µm, 150x4.6 mm, 55/45 ACN/H2O in isocratic condition, 1.0 

mL/min) 

 
Figure 2. UV chromatogram of 21 (230 nm) 
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Analytical HPLC of 23 

(tR = 7.5 min, Alltima C8, 5µm, 150x4.6 mm, 55/45 ACN/H2O in isocratic condition, 1.0 

mL/min) 

 

 
Figure 3. UV chromatogram of 23 (230 nm) 

 

Analytical HPLC of 25 

(tR = 4.7 min, Vydac 218TP C18, 5µm, 250x4.6mm, ACN/H2O 17/83 (v/v) with 0.1% of 

TFA in isocratic condition, 1.0 mL/min) 

Given that 25 do not contain any chromophore groups no signal was observed with UV 

detection, only ELSD chromatogram is presented. 

 
Figure 4. ELSD chromatogram of 25 (T°C nebulisation: cooling, T°C drift tub: 50°C, 50 psi) 
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Analytical HPLC of 30 

(tR = 13.2 min, Vydac 218TP C18, 5µm, 250x4.6mm, ACN/H2O 17/83 (v/v) with 0.1% of 

TFA in isocratic condition, 1.0 mL/min) 

 
Figure 5. UV chromatogram of 30 (230 nm) 

Analytical HPLC of 33 

(tR = 7.3 min, Vydac 218TP C18, 5µm, 250x4.6mm, ACN/H2O 17/83 (v/v) with 0.1% of 

TFA in isocratic condition, 1.0 mL/min) 

 
Figure 6. UV chromatogram of 33 (230 nm) 

 

IV- Radiosynthesis of [18F]33 

 AllInOne Synthetizer 

The AllInOne synthesis module is a very versatile synthesizer equipped with two arrays of 

eighteen rotary actuators having multiple positions, two heaters and seven radiation detectors. 

A built-in HPLC system with two HPLC column positions is integrated with UV detector and 

radioactivity detector. AIO operate with single use cassettes (structured with three-way valve 

manifolds) and reagent sets, facilitating GMP compliance and prevents cross-contamination. 

The parts available in bulk allow the assembly of these cassettes for research purpose on which 

various components can be plugged: spikes (for reagent vials), SPE cartridges, syringes or 

tubes. All these materials are compatible with acids, bases and solvent and are suitable for 

medical devices. The user-friendly software reproduces the picture of the cassette layout 

(Figure 88) and shows in real time all the movements of the machine during the radiotracer 

production.  
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Figure 7 Schematic representation of the AIO module used for the preparation of [18F]33 

 

 Synthesizer and cassette preparation 

Before the activity reception, the module performed automatically the internal and the 

cassette tests. Columns and eluents for the semi-preparative HPLC were installed, for the 1st 

HPLC (column: LiChrospher C8 endcapped, eluent: ACN/H2O 55/45 v/v) and for the 2nd HPLC 

(column: Vydac 218TP C18, eluent: ACN/H2O 17/83 v/v with 0.1% of TFA). The list of 

reagents used for the automated procedure are described in Table 15.  
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Table 15: Preparation details for the radiosynthesis of [18F]33 on the AIO synthesizer 

Position Reagents or material Quantities 

P2 Dry acetonitrile (ACN) / Vial A 10 mL 

P3 K222/K2CO3 (5.3 mg/1.3 mg) in ACN/H2O (8/2 v/v) / Vial B 1 mL  

P4-P5 Sep-pak® Light QMA-carbonate 1 

P6 Plunger (20 mL) / SA2 1 

P8 Precursor 21 / Vial C 5 mg 

P9 Syringe of 20 mL / SA3 1 

P10-P11 Sep-pak® silica cartridge 1 

P12 Syringe of 10 mL / SA4 1 

P13 WFI (Water for injection) Bag / Bag W 1 

P15-P16 Cation exchange (Chelex®) cartridge 1 

P21 0.9% Sodium chloride bag / Bag N 1 

P22 Ethanol/NaCl 0.9% (5/5 v/v) / Vial K 2 mL  

P23-P25 Oasis HLB cartridge 1 

P27 ACN/H2O (55/45 v/v) / Vial D 10 mL  

P28 Cu(OAc)2 in H2O (11 µmol/mL) / Vial I 0.3 mL  

P29 Propargylated c(RGDfC) 30 in H2O (1.6 µmol /mL) / Vial H 0.3 mL  

P30 Sodium ascorbate in H2O (22 µmol/mL) / Vial G 0.3 mL  

P31 NaOH 1M / Vial E 0.3 mL 

P33 HCl 1M / Vial F 0.3 mL 

P35 H2O Dilution Vial / Vial J 10 mL 

 

The precursor 21 (vial C, P8) was diluted with 2 mL of dry ACN (vial A, P2) before activity 

reception, the module is now ready to receive activity for radiosynthesis. 

 

 Radiosynthesis  

[18F]33 was synthetized using an original in-house reaction sequence described in Table 15. 

Preparation of K[18]F-K222 complex 

18F-fluoride (~ 5 GBq) in [ 18O]water was recovered in the AIO synthesiser via the plunger 

(SA2, P6, vacuum -200 mbar) and passed through a Sep-Pak® light QMA-carbonate cartridge 

(P5-P4), where [18F]fluoride was trapped and [18O]water was collected for recycling (P1). The 

QMA-carbonate cartridge was then flushed with nitrogen gas flow during 40 seconds (pressure 

400 mbar; vacuum -300 mbar). The trapped 18F-fluoride was eluted from the QMA-carbonate 

cartridge into reaction vessel (reactor 1, P7) with the K222/K2CO3 solution (vial B, P3, vacuum 
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-350 mbar) previously pressurized (pressure 500 mbar). Solvent was removed under a stream 

of nitrogen gas flow (pressure 15 to 500 mbar; vacuum -850 mbar) at 110°C during 10 minutes 

to give the dried K[18F]F-K222 complex. The reactor was then cooled at 75°C to perform the 
18F-radiolabeling. 

 

18F-radiolabeling of the labeling precursor 21 

The triflated precursor 21 (Vial C, P8) was pressurized (pressure 500 mbar) and was 

added into the reaction vessel (reactor 1, P7, vacuum -800 mbar) containing the dried 

K[18F]F-K222 complex. Labeling was performed at 95°C for 5 min in a closed reactor thanks to 

pinch valves. After cooling at 30°C, the reaction mixture was recovered into syringe 4 (SA4, 

P12) containing 1.5 mL of WFI (Bag W), the reactor was pressurized (pressure 500 mbar) 

before passing through a Sep-pak® plus silica 690 mg cartridge (P10-P11) to remove unreacted 
18F-fluoride (vacuum -200 mbar). The reactor 1 and silica cartridge were rinsed with 1 mL of 

dry acetonitrile (Vial A, P2) taken with syringe 3 (SA3, P9). The eluted solution was recovered 

into syringe 4 (SA4, P12). HPLC loop was preconditioned with 8 mL of HPLC eluent 

(pressure 500 mbar, vacuum -200 mbar) (vial D, P27) via syringe 3 (SA3, P9). Crude 

product in SA4 was transferred into the injection loop of the semipreparative HPLC and was 

purified with the first HPLC column (LiChrospher C8 endcapped, solvent: ACN/H2O 55/45, 

4.5 mL/min). [18F]23 was collected (tR ~ 7.5 min) during around 40 seconds and recovered into 

the second reaction vessel (reactor 2, P32-P34). 

 

Preparation of 18F-fluoro-C-glycoside based prosthetic group [18F]25 

HPLC solvent (~3 mL, reactor 2) was evaporated by heating at 80°C (vacuum -300 to -

1000 mbar) 15 min, and then under nitrogen gas flow during 1 minute (pressure 250 mbar; 

vacuum -500 mbar). After complete evaporation and cooling at 30°C, saponification of the 
18F-glycoside [18F]23 was performed for 9 min at 30°C with an aqueous NaOH 1M solution 

(vial E, P31) added (vacuum -500 mbar) after pressurization of the vial (pressure 500 mbar). 

Aqueous HCl 1M solution (vial F, P33) was then added (pressure 500 mbar, vacuum -500 mbar) 

by the same way to neutralize the solution containing [18F]fluoro-C-glycoside based prosthetic 

group [18F]25. 
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Preparation of the [18F]F-C-glyco-c(RGDfC) [18F]33 

To [18F]fluoro prosthetic group [18F]25 (~850 MBq) were added (vacuum -500 mbar) after 

pressurization of each vial (pressure 500 mbar), sodium ascorbate (vial G, P30), propargylated 

peptide 30 (vial H, P29) and Cu(OAc)2 (vial I, P28). The solution was heated at 55°C during 25 

min under nitrogen gaz flow (pressure 150 to 250 mbar; vacuum -500 to -800 mbar). The 

elution lines and SA4 were washed with WFI (10 mL, Bag W). The reaction mixture was 

then diluted with 3 mL of WFI (Bag W, taken with SA4), the reactor was pressurized during 5 

secondes (pressure 500 mbar, vacuum –300 mbar) the solution was passed through a cartridge 

pre-charged with Chelex® 100 resin (V15-V16) to remove copper, and was recovered in syringe 

4 (P12). Crude product in SA4 was transferred into the injection loop of the semipreparative 

HPLC and was purified with the 2nd HPLC column (Vydac 218TP C18, solvent: ACN/H2O 

17/83 v/v with 0.1% of TFA, 3 mL/min). The collected peak of [18F]33 (tR ~ 15.0 min) was 

recovered into the dilution vial containing 10 mL of WFI (vial J, P35). To reformulate [18F]33, 

the pressurized mixture (pressure 500 mbar) was trapped on an Oasis HLB cartridge (P25-P23, 

vacuum -100 mbar), flushed with nitrogen gas flow during 10 s (pressure 500 mbar; vacuum 

-300 mbar) and then washed with 7.5 mL of WFI (Bag W, taken with SA4). The product was 

eluted from the Oasis HLB with 0.7 mL of ethanol/NaCl 0.9% 50/50 v/v solution (vial 

K, P22) taken by SA4 (P12) and recovered into final product vial (P26). The Oasis HLB 

cartridge was rinsed with 1,8 mL of NaCl 0.9% (Bag N, taken with SA4) pushed into final 

product vial (P26), and then flushed by nitrogen gas flow during 10 seconds. [18F]33 was 

produced with a decay corrected (d.c.) radiochemical yield of 3.6 ± 0.4% (n = 12). 

 

 Quality control 

An aliquot of final product [18F]fluoro-C-glyco-c(RGDfC) [18F]33 was injected on 

analytical HPLC (20 µL) for chemical and radiochemical purities determination. A second 

injection with the corresponding reference compound 33 confirmed the identity of [18F]33. A 

Vydac 218TP C18 column was used in isocratic condition; eluent: ACN/H2O 17/83 v/v with 

0.1% of TFA, flow: 1.0 mL/min and UV detection (230 nm). Standard curve relating mass to 

UV absorbance was performed on analytical HPLC to check molar activity. Radiochemical 

stabilities of the entire preparation of [18F]33 were tested by HPLC at regular intervals during 

120 min. The pH of the solution was determined by applying a drop onto a pH indicator strip 

and comparing the result with the provided scale. 
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 Partition coefficient (logD7.4) measurements 

Approximately 5.6 MBq of [18F]33 was diluted in 2 mL of phosphate-buffered saline (pH 

7.4, PBS). Five aliquots from this sample (50 µL) were distributed into five separate Eppendorf 

tubes containing 500 µL of octanol and 450 µL of phosphate buffer. Samples were vortexed for 

1 min at room temperature and then centrifuged for 5 minutes at 4000 rpm. From each sample, 

100 μL samples of both the organic and the PBS layer were transferred into plastic tubes, and 

the samples were counted with a gamma counter (2470 WIZARD®, PerkinElmer).  

 

 In vitro stability in serum 

An aliquot of [18F]33 (5.5 MBq each) was added to human serum (200 µL, 5 samples) and 

incubated at 37°C. Samples were collected at various interval times (0, 10, 30, 60 and 120 min) 

and precipitated using acetonitrile (200 µL). The samples were centrifuged at 4000 rpm for 5 

min, and the supernatant layer was then analyzed by radio-HPLC (column: Vydac 218TP C18 

eluted with ACN/H2O 17/83 v/v with 0.1% of TFA at 1.0 mL/min). The experiments were 

performed in triplicate (Figure 8). 

 

Figure 8: HPLC Chromatograms in vitro stability in serum 

V- In vitro assays protocols 

Platelet aggregation assay 

Venous blood was withdrawn from healthy volunteers who had not taken anti-platelet or 

non-steroidal anti-inflammatory drugs during the previous 10 days. Blood was collected in S-
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Monovette® tubes containing 0.106 M Trisodium citrate solution (Sarstedt). Platelet-rich 

plasma (PRP) was prepared by centrifugation of whole blood at 190g for 10 min at 20°C. The 

remaining blood was again centrifuged at 1750g for 10 min at 20°C to obtain platelet-poor 

plasma (PPP). PRP was adjusted to 300109 platelets/L by addition of autologous PPP. Platelet 

reactivity was measured by light transmission aggregometry (SD Innovation Aggregometer, 

Frouard, France). A 300 µL aliquot of PRP was preincubated with C-glyco”RGD” or reference 

RGDC or c(RGDfC) peptides (Bachem, Bubendorf, Switzerland) at various concentrations for 

10 min at 37°C. The mixture was then stirred at 1100 rpm and stimulated by 2.5 µM ADP. 

Inhibition of platelet aggregation was measured at the maximal aggregation response estimated 

quantitatively by measuring the maximum curve height above baseline. IC50 values were 

determined from concentration-response curves fitted with a hyperbolic equation. 

 

Cell adhesion assay 

Clonetics® human aortic smooth muscle cells (VSMCs) grown to subconfluence in 

Clonetics® SmGM®-2 Smooth Muscle Growth Medium-2 (Lonza Sales) were used at passage 

3-6. Adhesion of VSMCs to vitronectin was measured as previously described (Stawowy et al.. 

2004) using commercially available human vitronectin coated 96-well microplates (R&D 

Systems). Briefly, VSMCs were adjusted to 6.105 cells/mL in DMEM/F12 and incubated for 5 

min at room temperature with C-glyco”RGD” or reference RGDC or c(RGDfC) peptides at 

concentrations ranging from 1 to 2000 µM. Cells were then allowed to adhere to vitronectin 

coated plates for 2 hours at 37°C. After washing 2 times with PBS, adherent cells were fixed 

with 4% paraformaldehyde for 10 min, stained for 15 min with 0.5% toluidine blue (Toluidine 

blue O Certistain®) for 15 min and lysed with 1% SDS. Absorbance was measured at 593 nm. 

 

VI- Molecular modeling 

Standard amino acids, ions and the sugar moiety were described by means of the 

CHARMMM36[270,271] force field whereas triazole and linker were described with the 

CHARMM General Force Field (CGENFF).[272] Water was represented by the TIP3P 

model.[273] In order to use standard force-field parameters, the fluorine atom beard by the sugar 

moiety was systematically replaced by a hydroxyl group. The latter substitution in similar 

compounds was shown to preserve the global behaviour of RGD-based peptides towards 

integrins.[117] Molecular-dynamics simulations were performed with the NAMD package.[274] 
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Equation of motions were integrated by means of a multiple time-step algorithm[275] using a 

time step of 2 and 4 fs for short- and long-range interactions, respectively. Covalent bonds 

involving hydrogen atoms were constrained to their equilibrium values by means of the Rattle 

algorithm.[276] All trajectories were carried out in the isobaric-isothermal ensemble, at 300 K 

under 1 atm using, respectively, Langevin dynamics[277] (damping coefficient 1 ps−1) and the 

Langevin piston method.[278] Long-range electrostatic interactions were taken into account by 

means of the Particle Mesh Ewald (PME) algorithm.[279] Water was first thermalized during 5 

ns while restraining harmonically the heavy atoms of the complexes to their initial positions. 

Eventually, MD trajectories of 500 ns were generated without any restraints and analyzed using 

VMD. 

 

VII- PET imaging 

Experimental model 

Des souris femelles immunodéprimées de souche NMRI, âgées d’environ 6 semaines 

(ENVIGO, FRANCE) ont été utilisées dans cette étude. 

Le projet a été soumis à l’expertise du Comité Ethique Lorrain CELMEA N°66 et a obtenu 

une autorisation du ministère de la recherche (APAFIS N°2456-2015102609499994).  

 

U87MG tumor cell culture 

L'ensemble des manipulations sur les cellules tumorales ont été réalisées au centre de 

recherche en automatique de Nancy (CRAN), sous la direction du Dr Cédric Bourra. 

Le choix du modèle tumoral s’est porté sur les cellules U87MG composant majoritairement 

les glioblastomes humains.  

Les cellules U87MG ont été mises en culture 2D sous incubateur, dans des milieux de 

culture usuels type Gibco® DMEM, enrichis en antibiotiques (Pénicilline et Streptomycine) 

afin de prévenir les potentielles contaminations bactériennes. Environ une période d’une 

semaine a été nécessaire pour obtenir un tapis cellulaire entièrement confluent, avant 

d'ensemencer les cellules à concentration définie de 2.104 cellules/mL.  

Sous hotte à flux laminaire, et après avoir retiré le milieu de culture de la flasque, une étape 

de trypsination, qui consistait à rompre les protéines d'adhésion inter-cellulaire et à "décoller" 

les cellules tumorales du support et entre elle, a été réalisée. Un milieu de culture riche en 

calcium (3-4x le volume de trypsine) a été ensuite ajouté, afin d‘inhiber l'effet de la trypsine 
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par compétition. Après centrifugation (10min; 300g ; 20°C) Les cellules tumorales du culot ont 

été récupérées, un test de viabilité au bleu trypan a été réalisé, et les cellules tumorales ont été 

comptées à l'aide de cellules de comptage. 

 

U87MG tumor cell xenograft 

En condition d’aseptise, et après anesthésie générale par inhalation d’un mélange 

isoflurane-air (3% - b 1,5v/v), un volume de 150µL, contenant une concentration de 2.106 

cellules/mL, a été injecté en sous-cutané au niveau du creux inguinal de la souris femelle 

immunodéprimée de souche NMRI, âgées d’environ 6 semaines. 

La croissance tumorale a été évaluée en mesurant le volume tumoral à l’aide d’un pied à 

coulisse électronique. Le volume tumoral (VT) a été estimé en mm3 en utilisant la formule (d2 

x D) /2 (d=petit diamètre tumoral et D=grand diamètre tumoral). Pour cette étudee, le volume 

cible était d’environ 200 à 300 mm3.  

 

In vivo biodistribution analysis 68Ga-NODAGA-RGD 

Le 68Ga- NODAGA-c(RGDyK) a été utilisé comme référence afin d’évaluer la captation et 

la biodistribution du 18F-RGD. Les 2 examens pour chaque animal ont été réalisés à 48h 

d’intervalles. 

Après anesthésie générale par inhalation d’un mélange isoflurane-air (2% - 1,5v/v), un 

volume de 0,12 mL contenant 5 MBq du 68Ga-NODAGA-c(RGDyK) ou 5 MBq du 18F-RGD, 

a été injecté par voie intraveineuse (veine caudale). L’animal - chauffé et maintenu sous 

anesthésie générale – a été placé en décubitus ventral afin de réduire l’amplitude des 

mouvements respiratoires et donc de diminuer le flou cinétique des images. Les examens ont 

été réalisés avec un enregistrement en mode continu sur deux heures et qui a débuté 

immédiatement après injection des radiotraceurs. Trente acquisitions consécutives de 240 

secondes ont ainsi pu être analysées pour chaque examen.  

A la fin de chaque enregistrement, une acquisition de transmission d’une durée de 10 min a 

été effectuée à l’aide de deux sources de cobalt 57 incluses dans l’appareil du TEP. La 

reconstruction des images avec correction d'atténuation a été obtenue par méthode itérative 

(OSEM 3D, 4 itérations, 16 subsets). Les images ont été enregistrées avec des épaisseurs de 

coupes de 0,8 mm (correspondant à l'épaisseur des cristaux de détection de la caméra TEP) et 
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des voxels cubiques de 0,8 X 0,8 X 0,8 mm. Dans ces conditions, la résolution spatiale est 

proche de 1 mm. 

Les activités ont été mesurées en coups totaux détectés et corrigés pour l'atténuation. La 

masse métaboliquement active (MMA) de la tumeur a été déterminée à l’aide d’une région 

d’intérêt (ROI) dessinée autour de la tumeur, suivi d’un contourage de la zone présentant une 

augmentation d'activité par rapport au bruit de fond et avec un seuillage automatique de 50% 

pour la tumeur. Les ROI ont été ensuite reproduites à l'identique entre les 2 examens 68Ga-

NODAGA-c(RGDyK) et le 18F-RGD.  
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ABSTRACT 

The work developed in this thesis is based on saccharidic derivatives especially C-glycosides for which 
new synthetic methodologies and applications in the field of PET and PET/NIRF imaging have been 
developed. Some peptides play a major role in therapy and diagnosis of various pathologies and their 
conjugation with a saccharidic derivative significantly improves their biodistribution.  
The first part of this work concerns the synthesis of fluorinated (19F) and radiofluorinated (18F) C-
glycosides fonctionalized in anomeric position by an arm bearing an azide function. These compounds 
were coupled by 1,3-dipolar cycloaddition to peptides derived from RGD, allowing the labeling of these 
peptides by an indirect method namely prosthetic strategy. The radiosynthesis of one radiotracer was 
fully automated. The in vitro biological evaluation on two types of integrins and in vivo by PET imaging 
showed the interest of these radiotracers in the field of oncology. 
The second part is closely linked to these first results. To go further in terms of diagnostic tools, dual 
(radio)fluorinated probes for bimodal PET/NIRF imaging were developed. This required an elaborated 
synthetic strategy to introduce a fluorine atom and a cyanine dye, both being PET and NIRF specific 
imaging probes. The coupling of a biomolecule (RGD peptide) was also performed by "Click" reaction. 
Regiocontrolled functionalization methods enabled the introduction of these various moieties. The 
perspective is to evaluate the in vitro biological properties of the synthetized tools and to consider this 
dual probe for diagnostic and theranostic applications in PET/NIRF imaging. 

Keywords: C-glycosides, glycopeptides, fluorine-18, cyanine, PET and PET/NIRF imaging 

 

 

RESUME 

Les travaux développés dans cette thèse s’articulent autour de dérivés saccharidiques de type C-
glycosides pour lesquels de nouvelles méthodologies synthétiques ainsi que des applications dans le 
domaine de l’imagerie TEP et TEP/FPIR ont été développées. Certains peptides possèdent un rôle 
majeur dans la thérapie et le diagnostic de diverses pathologies et le fait de les conjuguer à un dérivé 
saccharidique permet d’améliorer significativement leur biodistribution.  
La première partie de ce travail concerne la synthèse de C-glycosides fluorés (19F) et radiofluorés (18F) 
fonctionnalisés en position anomérique par un bras portant une fonction azoture. Par réaction de 
cycloaddition 1,3-dipolaire, ces composés ont été couplés à des peptides dérivés de RGD, permettant 
ainsi le marquage de ces peptides par une méthode indirecte appelée stratégie prosthétique. La 
radiosynthèse d’un des radiotraceurs a été menée de manière complètement automatisée et l’évaluation 
biologique in vitro sur deux types d’intégrines et in vivo par imagerie TEP a pu mettre en évidence 
l’intérêt de ces radiotraceurs dans le domaine de l’oncologie.  
La seconde partie s’appuie sur ces premiers résultats concernant le développement de groupes 
prosthétiques saccharidiques pour aller plus loin en termes d’outils de diagnostic. L’objectif a été de 
mettre au point des sondes duales (radio)fluorées pour l’imagerie bimodale TEP/FPIR. Ceci a nécessité 
une stratégie synthétique élaborée pour introduire un atome de fluor et un fluorophore de type cyanine, 
tous deux étant les sondes d’imagerie spécifiques TEP et FPIR. L’accrochage d’une biomolécule 
(peptide RGD) a pu se faire là encore par réaction "Click". Des méthodes de fonctionnalisation 
régiosélectives ont permis la mise en place de ces divers éléments. Une perspective à ce travail sera 
d’évaluer les propriétés biologiques in vitro des outils synthétisés et de considérer cette sonde duale pour 
des applications diagnostique et théranostique en imagerie TEP/FPIR. 

Mots-clefs : C-glycosides, glycopeptides, fluor-18, cyanine, imageries TEP et TEP/FPIR 
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