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INTRODUCTION GENERALE

Le mot “cancer” est employé pour désigner une prolifération anormale des cellules.
L’organisme est constitué de milliards de cellules. Les cellules normales se
multiplient, se différencient puis meurent. En revanche, les cellules cancéreuses
proliferent de fagon anarchique. Si les tumeurs bénignes restent localisées, les
tumeurs cancéreuses envahissent et détruisent les tissus environnants. Elles
peuvent également étre disséminées par les voies sanguines ou lymphatiques dans
d’autres parties de I'organisme, d’ou I'apparition de métastases. Ce mode de
propagation a distance est 'une des difficultés majeures posées par les maladies
canceéreuses car méme apres ablation de la tumeur initiale, un cancer est
susceptible de réapparaitre sous forme de métastases. Parmi les différents types de
cancers, le cancer du poumon est la forme de cancer la plus fréquente chez
’'homme (17%), suivi du cancer colorectal (13%). Chez la femme, le cancer du sein
représente 30% des cancers, suivi du cancer colorectal (16%).

Actuellement, trois principales méthodes de traitement du cancer permettent la
guérison d’une partie des patients : la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie.
De nouvelles voies thérapeutiques sont en cours de développement et font I'objet
d’études cliniques. Parmi elles, la radioimmunothérapie est une forme de
radiothérapie interne qui consiste aprés injection intraveineuse d’'un anticorps

.....

Les cellules tumorales présentent a leur surface des molécules appelées antigénes
tumoraux. Ces marqueurs de surface vont étre reconnus sélectivement par les
anticorps radiomarqués qui se lient a leur antigéne. La tumeur devient alors
radioactive. En fonction de la nature de I'atome radioactif utilisé et de la quantité de
radioactivité injectée, un rayonnement plus ou moins important est émis a partir de la
cellule tumorale. Celui-ci a la propriété d’irradier les cellules tumorales voisines dans
un rayon de quelques millimétres a partir de la source d’émission et de les détruire.

Actuellement, la radioimmunothérapie a démontré son efficacité pour le traitement
des lymphomes aprés échec de la chimiothérapie. Ce type de tumeur est caractérisé
par une grande radiosensibilité. En revanche, pour des tumeurs de plus grande taille
moins radiosensibles, des progres technologiques doivent étre réalisés pour
améliorer I'efficacité de la radioimmunothérapie. Des résultats encourageants ont été
rapportés récemment avec des systémes de ciblage en plusieurs étapes ou
systémes de préciblage qui permettent de réduire la fixation non spécifique (Barbet
J, et al. 1999). Cependant, la quantité de radioactivité que I'on peut vectoriser
constitue un facteur limitant de ce systéme. Plusieurs études ont été abordées afin
d’augmenter I'activité spécifique des molécules vectrices et en particulier, I'utilisation
de vecteurs colloidaux tels que les nanocapsules lipidiques immunospécifiques.

Ce travail de thése s’articule en plusieurs chapitres. Le premier est divisé en deux
parties : la premiére décrit plus précisément le principe de la radioimmunothérapie,
ses applications cliniques et ses limites ; la seconde partie concerne les différents
aspects techniques des nanocapsules lipidiques et leurs applications médicales.
Ainsi, ce premier chapitre développe l'intérét de I'utilisation des nanocapsules
lipidiques dans un systéme en deux temps en radioimmunothérapie. Les chapitres
suivants décrivent le cheminement du travail expérimental qui a été réalisé au cours
de cette thése pour permettre I'utilisation des nanocapsules lipidiques en tant
qu’outils thérapeutiques pour la RIT.



CHAPITRE 1.REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

|. LA RADIOIMMUNOTHERAPIE.

La radioimmunothérapie est une méthode de radiothérapie qui consiste a
irradier des petites tumeurs disséminées dans I'organisme aprés injection
intraveineuse d’un anticorps porteur d’'une forte radioactivité et qui a la propriété de
se fixer sélectivement sur les cellules tumorales. Les dépbts d’énergie dus a
lirradiation vont provoquer des radicaux libres et des peroxydes dans la matiére, qui
eux-mémes vont provoquer la mort des cellules ciblées.

I.1. Introduction : I'utilisation des anticorps pour le traitement des
tumeurs.

Cette propriété des anticorps monoclonaux (AcM) a reconnaitre spécifiquement
des antigénes membranaires ou cytoplasmiques, dont la densité est plus élevée
dans les cellules tumorales que dans les cellules normales ou pathologiques
bénignes, a permis le développement de nombreuses applications pour le traitement
des tumeurs (Douillard JY, et al. 1998).

Certains anticorps ont été utilisés comme effecteurs immunitaires. Les anticorps
injectés seuls peuvent impliquer différents mécanismes dont la finalité est la
destruction de la cible (Figure 1). Ainsi, une fois I'anticorps sur sa cible antigénique,
il peut étre responsable de I'activation de signaux qui vont placer la cellule dans une
phase d’apoptose (Figure 1A). L’anticorps forme un complexe immun antigéne-
anticorps qui va induire une cytotoxicité cellulaire dépendante de 'anticorps (ADCC).
En effet, ce complexe va étre reconnu par les effecteurs cellulaires du systéeme
immunitaire, essentiellement les éléments mononucléés (lymphocytes, monocytes,
cellules natural killer, macrophages) mais aussi dans certaines situations les
polynucléaires (Figure 1B). Un mécanisme de cascade du complément peut
également étre induit quand, le plus souvent, plusieurs immunoglobulines ou IgG
sont proches les unes des autres. L’afflux des protéines du complément peut soit
induire une action directe sur la cellule par lyse de la membrane ; soit induire un
mécanisme indirect par attraction des cellules immunitaires (Figure 1C). La mise en
contact de la cible cellulaire tumorale et de I'effecteur immun, par le biais de
I'anticorps, va aboutir a la destruction de la cible. Un autre mode d’action peut aussi
étre associé a I'injection d’anticorps par inhibition des facteurs angiogéniques qui
initient la néovascularisation autour de la tumeur. Cette neutralisation des facteurs
angiogéniques va alors empécher I'apport en nutriments et par conséquent le
développement de la tumeur (Figure 1D).
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Figure 1. Mécanismes d’action associés a I'AcM. (A) L’AcM peut activer les signaux apoptotiques en se liant a deux
antigénes. (B) Les cellules immunitaires peuvent attaquer le complexe anticorps-antigéne présent a la surface de la
tumeur par phagocytose par exemple ; et/ou peuvent libérer des cytokines pour attirer d’autres cellules cytotoxiques.
(C) Si deux anticorps sont rapprochés, ils peuvent initier la cascade du complément qui peut perturber la membrane
ou attirer les cellules immunitaires. (D) La tumeur peut produire des facteurs angiogéniques qui initient la
néovascularisation. Les anticorps peuvent neutraliser ces facteurs angiogéniques en se liant a eux, empéchant ainsi
le développement de la tumeur. (Sharkey RM, et al. 2006).

Le domaine le plus étudié dans ce cas est le traitement d’adénocarcinomes
colorectaux. Les résultats des études cliniques ont été décevants chez les malades
avec un cancer colorectal au stade métastatique avancé et beaucoup plus
favorables dans la situation de maladie microscopique résiduelle. Une telle
immunisation est peu efficace pour des masses antigéniques importantes.

Les anticorps monoclonaux ont été aussi utilisés comme vecteurs d’agents
cytotoxiques. De nombreux agents antimitotiques ont été couplés a des anticorps
monoclonaux (adriamycine, bléomycine, mitomycine, méthotrexate, 5-FU,
vindésine...). La difficulté de cette méthode réside dans la vectorisation d’un trés
grand nombre de molécules (jusqu’a 2.10" par cellule) pour obtenir une activité
cytotoxique. Cela est sans aucun doute un fait limitant d’autant plus que la
vectorisation in vivo est rendue complexe du fait de problémes d’accessibilité
vasculaire et d’hétérogénéité de I'expression antigénique. De plus, il est nécessaire
gue la molécule soit internalisée pour exercer son activité.

Le principal avantage potentiel des radioanticorps (radionucléides couplés aux
anticorps) par rapport aux toxines et aux agents médicamenteux est qu’ils peuvent
irradier efficacement des cellules tumorales voisines de celles sur lesquelles ils sont
fixés mais qui n’expriment pas I'antigéne tumoral reconnu par I'anticorps
radiomarqué selon le principe dit du “feu croisé”. En effet, I'expression d’un antigéne
associé a un type particulier de tumeur est trés hétérogene et varie d’une cellule a
'autre dans une méme tumeur. Certaines cellules ont une densité importante de
molécules d’antigéne a leur surface et peuvent donc fixer les molécules
d'immunoconjugué. D’autres cellules n’en possédent pas. Une toxine ou une drogue
médicamenteuse doit étre “internalisée” dans la cellule tumorale pour y produire son
action cytotoxique. Elle doit auparavant étre fixée a la surface de la cellule par
l'intermédiaire de la molécule d’immunoconjugué. Quand la cellule tumorale
n’exprime pas I'antigene, elle ne peut fixer 'immunoconjugué et la toxine ou la
drogue ne peut avoir aucune action sur cette cellule qui va poursuivre sa
prolifération. Ce n’est pas le cas du radionucléide qui, a partir de sa source
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d’émission (molécule de radioimmunoconjugué fixée sur I'antigéne surfacique d’une
cellule tumorale), peut irradier des cellules voisines n’exprimant pas I'antigéne, sur
une distance qui correspond au parcours maximal de son rayonnement particulaire
(1,1 mm pour l'iode-131 et 6,8 mm pour I'yttrium-90 plus énergétique).

Il est a noter également qu’une étude sur le traitement de lymphomes a été
réalisée en injectant une forte quantité d’anticorps non radiomarqué et en injectant
dans un deuxiéme temps une quantité moindre d’anticorps radiomarqué a l'iode-131
(Kaminski MS, et al. 1996). La dose d’anticorps froid a une activité biologique propre
et peut induire une cytotoxicité par ADCC et par apoptose. Ainsi, I'efficacité globale
de cette radioimmunothérapie résulte d’'une action combinée de I'activité propre de
I'anticorps pouvant induire une cytotoxicité par apoptose et de l'irradiation a bas
débit de dose apportée par le radioélément.

L’utilisation d’anticorps radiomarqués dans le traitement de tumeurs, en
comparaison a une radiothérapie classique, permet a dose équivalente de diminuer
significativement la toxicité et ainsi d’augmenter la dose injectée permettant de
diminuer le pourcentage de survie des cellules tumorales (Figure 2).
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Figure 2. Courbes Thérapie / Toxicité / mort tumorale. (d’apres Orchard K, et al. 2004).

Cette dose maximum tolérée du radioimmunoconjugué est fonction de la nature
de I'AcM, du type de radionucléide, du type d’injection et du traitement que le patient
a regu avant la RIT (Milenic DE, 2000).

Cependant, compte tenu des faibles parcours dans les tissus des rayonnements
particulaires, les cibles idéales pour la RIT sont les tumeurs de petites tailles, voire
provenant de maladie résiduelle, qui sont disséminées dans I'organisme et qui sont
peu ou pas accessibles a l'irradiation externe ou a la chirurgie.

1.2. Le radioimmunoconjugueé.

I.2.1 Structure et caractéristiques des immunoglobulines.

Les anticorps (Ac) ou immunoglogulines (lg) sont des glycoprotéines
synthétisées et sécrétées par les lymphocytes B en réponse a une stimulation de
molécules étrangéres dites immunogénes (antigenes). Ces immunoglobulines



Chapitre 1. Revue Bibliographique

présentent des sites de fixation spécifiques vis-a-vis de I'antigéne, permettant ainsi
la formation de complexes immuns antigéne-anticorps qui seront reconnus par la
cascade d’effecteurs cellulaires du systéme immunitaire (lymphocytes, monocytes,
cellules natural killer, macrophages).

Il existe 5 classes d'immunoglobulines ayant chacune des fonctions particuliéres
(Tableau 1). Les anticorps utilisés pour 'immunociblage sont majoritairement
d’isotype IgG.

IgG IgA IgM igD IgE
Poids moléculaire (kDa) 150 170 900 175 195
Y% vie plasmatique (h) 24 6 5 3 23

Tableau 1. Caractéristiques des différentes classes d'immunoglobulines. (Sharkey RM, et al. 2005)

Ces anticorps sont constitués d’'un enchainement d’acides aminés liés par
liaisons peptidiques. La structure de base des Ig (Figure 3) se compose de quatre
chaines polypeptidiques : deux chaines légéres (L ou Light) de 25 kDa constituées
chacune d’environ 220 acides aminés et de deux chaines lourdes (H ou Heavy) de
50 kDa constituées chacune d’environ 440 acides aminés. Les chaines H et L sont
lies entre elles par des ponts disulfures dits “intercaténaires”, dont la réduction
chimique n’altere généralement ni 'organisation de la molécule ni son activité. Il en
est tout autrement des ponts “intracaténaires”, internes a chaque chaine,
extrémement difficiles a réduire, mais essentiels au repliement et a I'activité des Ig.

Trois régions distinctes caractérisent un anticorps :

¢ une partie contenant trois “segments hypervariables” qui forme le site de fixation a
'antigéne. Les régions hypervariables sont appelées aussi régions déterminant la
complémentarité (CDR), car elles déterminent la spécificité des anticorps.

¢ une zone charniére qui permet une variation rapide de I'angle délimité par les
deux fragments Fab.

+ une partie constante incluant le fragment Fc (Fragment cristallisable), appelée
ainsi pour sa tendance a cristalliser in vitro.

Parmi les cinq types d’'immunoglobulines, la différence se trouve
essentiellement selon le type de chaine lourde (y pour les IgG, a pour les IgA, u pour
les IgM, & pour les IgD, ¢ pour les IgE). Les chaines Iégéres sont identiques pour
toutes les classes.

Chaine légeére

Fab .
Chaine lourde
, €— Régions hypervariables
Fv ou CDR
Ponts disulfures intercaténaires <——— Région charniere
®. -" Polysaccharides
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Figure 3. Structure d’'un anticorps (IgG).

Les premiers anticorps ont été extraits de sérums de mammiféres immunisés.
Les Ac ainsi produits étaient dirigés contre différents épitopes de I’Ag a l'origine de
limmunisation. lls étaient donc composés d’une population hétérogéne d’anticorps
(Ac polyclonaux) dont I'affinité et la spécificité pouvaient varier de fagon significative
d’une source a l'autre. Depuis la découverte de la technique des hybridomes
développée en 1975 par Kohler et Milstein (Kohler G, et al. 1975), la production sur
lignées cellulaires permet d’obtenir des Ac monoclonaux (AcM) en quantité
pratiquement illimitée (Figure 4). Cette méthode consiste a isoler les lymphocytes
présents dans la rate de souris immunisées avec un antigene tumoral humain. Ces
lymphocytes sont ensuite fusionnés avec des cellules de myélome murin (cellules
cancéreuses de souris). Ces AcM sont homogénes car ils sont synthétisés par une
population de cellules identiques (clones).

Immunisation de souris par injections
répétées d’antigénes tumoraux

humains
Culture de myélome murin Isolement des lymphocytes activés
(production de cellules immortelles) présents dans la rate des animaux

\ imny/
[ Fusion cellulaire
|

Obtention d'un l\lfbridome caractérisé par :
- une population cellulaire multiclonale
- des cellules hybride;lloroductrices d’anticorps

- des cellules hybrideg|;immortelles”
Isolement des différents clones cellulaires
par dilJ/tion “infinie”
Culture en masse de&¥chaque clone producteur

7

igure 4. Technique de I'nybrigation.

[.2.2 Les anticorps utilisés en RIT

A la fin du 19°™ siécle, Paul Ehrlich a créé le concept de “magic bullets” qui
serait capable de cibler des molécules et ainsi d’éradiquer des maladies (Ehrlich P,
et al. 1904). Mais ce n’est qu’a partir des années 50 que cette idée a été
effectivement explorée avec un anticorps couplé a un radionucléide (Pressman D, et
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al. 1948). Dans les années 60, les premiéres applications des AcM ont été réalisées
afin de délivrer sélectivement des doses thérapeutiques d’irradiation a la tumeur
(Bale WF, et al. 1960).

Les chercheurs ont alors mis en évidence les différents problémes engendrés
par l'utilisation d’AcM en radioimmunothérapie. Les doses d’irradiation délivrée a la
tumeur chez le patient avec un AcM sont en effet insuffisantes pour avoir un effet
significatif sur la croissance des cellules tumorales. Le temps de circulation trop
élevé dans le sang des AcM radiomarqués engendre également de sérieuses
complications sur les tissus sains (McCardle RJ, et al. 1966). Suite a des études
précliniques et cliniques, il est apparu que les principales barriéres qui empéchaient
une bonne utilisation des AcM radiomarqués étaient les suivantes :

- le développement d’Ac anti-anticorps de souris (HAMA : Human Anti-
Murine Antibody).

- des doses d’irradiation délivrées a la tumeur inadéquates pour un effet
thérapeutique.

- une clairance lente des AcM radiomarqués ou “radioimmunoconjugué” de
la circulation sanguine entrainant une radiotoxicité importante par
irradiation des tissus sains (principalement la moelle osseuse).

- une pénétration des AcM dans le tissu tumoral insuffisante.

Un des problémes majeurs de I'utilisation des AcM murins pour la RIT est le
développement chez le patient de réponse immunitaire HAMA. Ces anticorps
apparaissent surtout en cas d’injection de quantité d’AcM murins supérieure au
milligramme. La quantité d’anticorps qui doit normalement étre vectorisée vers les
tissus tumoraux est alors compromise aprés la seconde injection. Cette réponse
immunitaire des HAMA est dirigée dans un premier temps contre le fragment Fc de
I’AcM. Aprés plusieurs injections répétées d’AcM, la réponse immunitaire des HAMA
change et se dirige plus spécifiquement vers la région hypervariable ou CDR de
I’AcM. Une premiére approche pour pallier a cette réponse immunitaire HAMA est
d’inclure dans les protocoles RIT des immunomodulateurs tels que la cyclosporine A,
la deoxyspergualine ou la cyclophosphamide (Milenic DE, 2000).

La modification des AcM permet également de diminuer cette réponse
immunitaire notamment en enlevant le fragment Fc de 'AcM. Les chercheurs se sont
alors focalisés sur le développement de nouvelles molécules de synthése a partir
des AcM connus afin d’améliorer la biodistribution des Ac et de diminuer
immunogénicité. Les premiéres approches de modification des AcM ont été faites
par des techniques chimiques ou biochimiques et plus récemment par l'utilisation du
génie génétique afin de générer des fragments d’Ac.

1.2.2.1. Ingénierie des anticorps : les fragments d’anticorps.

La forme de ’AcM, immunoglobuline (IgG) entiére ou fragmentée, modifie son
comportement dans I'organisme et son accés a la tumeur. Afin d’augmenter leur
clairance, plusieurs fragments et sous-fragments d’Ac radiomarqués ont été
envisagés (Figure 5). (Milenic DE, 2000 ; Huhalov A, et al. 2004) Les fragments
bivalents F(ab’), et monovalents Fab’ (pour “antigen binding”), obtenus par digestion
enzymatique, soit par la pepsine ou la papaine, sur un Ac entier IgG, ont une
excellente pénétration tumorale. L’avantage des fragments F(ab’), par rapport a une
IgG entiére est la diminution de 'immunogénicité due a la partie Fc, une diffusion
plus rapide vers la tumeur avec un pouvoir pénétrant amélioré. Les fragments Fab’
conservent leur capacité de reconnaissance vis-a-vis de I'antigéne mais présente
une cinétique rapide de dissociation de I'interaction antigéne-anticorps. lls sont donc
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plutdt préconisés a des fins diagnostiques plus que thérapeutiques ou une rétention
maximale au niveau de la cible est requise.

Une autre étape dans la dissociation des AcM a conduit au fragment Fv par
technologie recombinante (Milenic DE, 2000). Une grande variété de ce fragment Fv
est produite a produite a partir de E. Coli (Pluckthun A, 1994) ou de cellules de
myélome (Reichmann L, et al. 1988). Le fragment Fv est constitué des domaines
variables V| et V de 'AcM. L’association entre les deux domaines est non-covalente
et par conséquent fragile. Le fragment Fv se dissocie en présence de protéines et
est instable a température physiologique. Pour obtenir des fragments Fv stables, des
modifications chimiques ont été faites en additionnant un cross-linker entre les
domaines V| et Vy. L’addition d’'un linker peptidique a permis d’obtenir une forme
appelée scFv, single chain Fv. Ce fragment d’anticorps scFv a démontré plusieurs
avantages par rapport aux IgG entiéres, F(ab’), et Fab’. La pharmacocinétique des
scFv et leur clairance des tissus normaux sont rapides. Pour des applications
thérapeutiques, une clairance rapide diminue I'exposition aux radiations des tissus
normaux. Les scFv diffusent également plus rapidement au niveau de la tumeur,
plus profondément et avec une distribution plus homogéne ce qui permet de délivrer
une dose d'’irradiation plus importante et d’engendrer une Iésion au niveau de la
tumeur. Néanmoins, en raison de sa rapide pharmacocinétique, la quantité totale qui
va s’accumuler au niveau de la tumeur est plus faible. Ce fragment scFv est un
candidat intéressant pour la RIT utilisant des radionucléides avec des temps de
demi-vie courts, notamment avec les émetteurs alpha (McDevitt MR, 1998).

L’isolement du fragment scFv et sa stabilisation par des linkers peptiques ont

permis la construction de différentes molécules : bi-scFv ou “diabodies”, “tribodies”,
“tetrabodies” (Figure 5).
\
VNVL \'Hl:;\
IgG, ~ 150 kDa
Digestion
enzymatiV Génie génétique
-~ . 3-8 AA linker
v Q":\_ 9-18 AA linker
" - /
.\\t._\{L o
A 7474
VH “J
F(ab’)z, ~ 100 kDa scFv, ~ 25 kDa Diabody, ~ 40 kDa
Réduction
No linker
- \\‘j\.\-
Fab’, ~ 50 kDa Tribody Tetrabody
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~ 80 kDa ~ 105 kDa

Figure 5. Représentation schématique de différentes formes d’anticorps préparés par digestion enzymatique ou par
génie génétique.

Les propriétés pharmacocinétiques des principaux fragments d’Ac sont
résumées dans le Tableau 2. Contrairement aux fragments F(ab’), et Fab’ qui ont
été fréequemment utilisés chez les patients, peu de résultats cliniques ont été obtenus
pour les fragments synthétisés par ingénierie moléculaire. Par conséquent, les
résultats de biodistribution et de ciblage cités dans le Tableau 2 reflétent les résultats
obtenus sur des modéles animaux.

lgG F(ab’), Fab’ Diabody ScFv
Poids moléculaire (kDa) 150 100 50 40 25
Y% vie plasmatique 2-3j 1j heures heures  heure
Voie d’élimination principale Foie Foie Rein Rein Rein
Intensité de la capture tumorale 1 2 3 3 4
(1 = élevée, 4 = plus faible)
Durée de la capture tumorale 1 2 3 3 4

(1 = plus longue, 4 = plus courte)

Tableau 2. Propriétés pharmacocinétiques des Ac et des fragments (d’aprés Sharkey RM, et al. 2005 ; Goldenberg
DM, et al. 2006).

Du fait de leur plus faible taille, les fragments permettent, grace a une meilleure
pénétration tumorale et a une cinétique plasmatique plus rapide, d’augmenter le
contraste au niveau de la tumeur et de diminuer le caractére immunogéne di au
fragment Fc de I'lgG. Cependant, leur utilisation présente des inconvénients. Le
temps de résidence tumoral, qui est primordial pour délivrer une dose thérapeutique,
décroit avec la taille du fragment de I'lgG. De plus, le probléme majeur que I'on
retrouve lors de l'utilisation de fragments d’AcM, et plus particulierement ceux qui ont
un poids moléculaire < 50 000 Da, est une toxicité rénale importante (Sharkey RM,
2005). Cette rétention rénale est due a une réadsorption des fragments d’AcM aprés
filtration glomérulaire (Yokota T, et al. 1993). Aprés dégradation du
radioimmunoconjugué, les métabolites sont soit excrétés (dans le cas de l'iode) ou
soit retenus dans les lysosomes des cellules rénales (dans le cas des métaux lourds
tels que *°Y et '’Lu). L’administration d’acides aminés basiques tels que la lysine ou
I'arginine avant ou avec le fragment d’AcM est une méthode efficace qui permet
d’améliorer I'excrétion rénale des radioimmunoconjugués (Milenic DE, 2000).

1.2.2.2. Ingénierie des anticorps : les anticorps chimériques ou humanisés.

Le probléme majeur rencontré en clinique aprés injection d’AcM murins est
I'apparition chez le patient d’anticorps anti-souris HAMA (“Human Anti-Mouse
Antibodies”). Quand ils sont produits, les anticorps humains anti-souris HAMA sont
présents dans la circulation sanguine, parfois a haute concentration, et forment des
immuns complexes avec les anticorps murins s'ils sont réinjectés. Ces immuns
complexes sont éliminés par le systéme réticulo-endothélial (foie principalement) et
limitent ainsi considérablement le ciblage des tumeurs par les anticorps
radiomarqués. En pratique, la radioimmunothérapie est le plus souvent limitée a une
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seule injection alors qu’il serait nécessaire de multiplier ces injections pour délivrer
une dose tumorale cumulée qui puisse étre tumoricide.

Afin de réduire cette production de HAMA, des techniques récentes d’ingénierie
des anticorps permettent de remplacer les régions constantes des molécules
d’anticorps de souris par des régions constantes d’origine humaine. On obtient ainsi
par des technologies d’ADN recombinant des anticorps chimériques (Figure 6) (65%
d’origine humaine et 35% d’origine murine) dont I'immunogénicité est
substantiellement réduite par rapport a celle des AcM d’origine murine.

Il est également possible de produire des anticorps dits “humanisés” (Figure 6)
qui sont composés des régions hypervariables des anticorps de souris (sites de
reconnaissance) intégrées dans la structure d’'un anticorps humain.
L'immunogénicité de ces anticorps humanisés est encore réduite par rapport a celle
des anticorps chimériques, mais parfois au prix d’'une perte significative d’affinité.
(Morrison SL, et al. 1984 ; Jones PT, et al. 1986 ; Qu Z, et al. 2005)

Des avanceées plus récentes ont permis le développement d’AcM entiérement
humains (Figure 6) qui sont actuellement inclus dans des essais cliniques. (Moroney
S, et al. 2005) La production de ces anticorps est rendue possible a 'aide de deux
technologies : I'utilisation de souris transgéniques dont les génes codent pour une
grande partie du répertoire des IgG humaines ; ou bien, par la méthode du “phage-
display” qui consiste a exprimer un répertoire d’anticorps a la surface de phages
filamenteux et a sélectionner des fragments en fonction de leur affinité pour un
antigéne.

Nﬁ’ N\ Z N\ 2\ #

Murine Chimérique Humanisé entierement

humain

Figure 6. Représentation schématique de I'ingénierie des AcM.

1.2.2.3. Ingénierie des anticorps : les anticorps monoclonaux bispécifiques.

Les AcM bispécifiques (bsmAb : bispecific monoclonal antibody) sont des
immunoglobulines de synthése qui possédent deux spécificités sur deux sites
distincts. (Cao Y, et al. 1998 ; Carter P. 1995 ; Carter P. 2001) lls doivent étre
suffisamment petits pour pénétrer dans la tumeur, mais de taille suffisante pour avoir
une demi-vie biologique satisfaisante. En RIT, les bsmAb sont utilisés dans des
systemes de ciblage en deux temps qui seront décrit ultérieurement.

Il existe différents moyens de production de ces anticorps bispécifiques. lls ont
été générés dans un premier temps en 1961 par des méthodes chimiques. (Nisonoff
A, et al. 1961; Cook AG, et al. 1994) Ceci implique la dissociation de deux anticorps
différents puis la réassociation de deux moitiés distinctes. Dans un premier temps, le
fragment F(ab’), est obtenu par digestion enzymatique (pepsine) d’'une IgG intact.
Ce fragment F(ab’), est ensuite réduit par action de la cystéamine sur les ponts
disulfures pour conduire a I'obtention du fragment Fab’. Enfin, les fragments Fab’

10
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provenant de deux anticorps différents sont couplés chimiquement par I'intermédiaire
du bismaléimide. Chacune de ces étapes nécessite des étapes de purification. La
production d’anticorps bispécifiques par voie chimique est relativement longue et
offre de trés faibles rendements. La synthése sur support solide permet d’améliorer
ces rendements et d’éviter des étapes de purifications fastidieuses (Glennie MJ, et
al. 1987 ; DeSilva BS, et al. 2000 ; DeSilva BS, et al. 1995). Le principal
inconvénient de cette méthode est la dénaturation des protéines qui peut conduire a
une perte d’'immunoréactivité.

Une autre méthode de production des bsmAb par hybridation somatique
consiste a fusionner deux hybridomes. Cette méthode d’hybridation somatique est
apparue en 1973. (Cotton RG, et al. 1973) Elle consiste a fusionner deux
hybridomes pour former un hybridome hybride ou quadrome. L’anticorps bispécifique
est ensuite synthétisé, assemblé et sécrété de la méme maniére qu’une IgG native.
Les bsmAb produits biologiquement présentent des caractéristiques similaires
gu’'une IgG native en termes de stabilité et de pharmacocinétique. (Songsivilai S, et
al. 1990 ; Suresh MR, et al. 1986 ; Segal DM, et al. 2001 ; Chatal JF, et al. 1995)
L’anticorps est séparé des anticorps monoclonaux parents par des méthodes
chromatographiques relativement lourdes.

L’assemblage chimique ou la méthode par fusion cellulaire générent un
mélange hétérogéne ce qui implique des méthodes de séparations relativement
lourdes pour isoler la forme bispécifique des autres agrégats. Les techniques
d’ingénierie génétique peuvent pallier ce probleme. (Pluckthun A, et al. 1997) Les
formes de bsmAb ainsi géneérés les plus prometteuses sont sous forme de “scFv” et
de “diabodies”. (Holliger P, et al. 1993)

Pour que des I1gG ou des fragments d’lgG soient considérés comme
“radioimmunoconjugué”, cela nécessite la fixation de radionucléide, soit directement
soit par I'intermédiaire d’agents chélatants. Ce point important est développé dans le
paragraphe suivant.

1.2.3. Couplage du radionucléide a I'anticorps.

Les anticorps étant constitués par un enchainement d’acides aminés, ils
possédent de nombreuses fonctions organiques libres. Suivant la nature et la
réactivité de ces fonctions, des réactions de couplage anticorps / structures
chélatantes peuvent étre envisagées. Les groupements amines, thiols et acides sont
les fonctions les plus nombreuses. Afin d’éviter un relargage prématuré du
radionucléide, la liaison radionucléide / anticorps doit étre la plus solide possible. De
nombreux bras de liaison ont ainsi été testés (Tableau 3).

. Fonction Stabilité Utilisation
Fonction sur g - -
y o g: réactionnelle du Liaison obtenue de la en pratique
I’anticorps . .
ligand liaison courante
Alcool Ac-COO-R faible .
Ac-COOH Amine Ac-CO-NH-R bonne exception
Aldéhyde Ac-N=CH-R faible exception
Anhydride Ac-NH-CO-R bonne utilisé
Bromoacétamide Ac-NH-CH,-CO-R bonne utilisé
Ac-NH Chlorure d’acide Ac-NH-CO-R bonne peu utilisé
2 lon diazonium Ac-NH-N=N-R faible plus utilisé
Ester activé (NHS) Ac-NH-CO-R bonne trés utilisé
Sulfonique Ac-NH-SO»-R bonne exception
Isothiocyanate Ac-NH-CS-NH-R bonne trés utilisé

11
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Ac-NH-CO-R
(modification de | g, Ac-thioéther-R bonne trés utilisé
NH2; R =
maléimide)
Ac-SH - Anhydride Ac-S-CO-R faible peu utilisé
(cystéine, - Bromoacétamide e
X . : Ac-S-CH»-CO-R bonne peu utilisé
réduction ou - Disulfure . s
. . Ac-S-S-R faible peu utilisé
modification des | -  Double liaison S e o
Nl e Ac-thioéther-R bonne utilisé
NH,) activée : maléimide
(moﬁﬁ‘i-g:ign - Amine Ac-CH2-NH-R bonne peu utilisé
des OH par le - Semicarbazide Ac-CH=N-NH-CO-R bonne peu utilisé
périodatg) - Thiosemicarbazide Ac-CH=N-NH-CS-R bonne peu utilisé

Tableau 3. Principales fonctions de couplage, naturelles ou modifiées chimiquement, présentes sur un anticorps.

Toutefois, la stabilité de la liaison anticorps-ligand peut s’avérer étre un
probléme, lorsque la pharmacocinétique du vecteur est a I'origine d’une fixation
importante de la radioactivité dans le systéme réticulo-endothélial (notamment le
foie). En effet, aprés injection intraveineuse, les anticorps radiomarqués sont captés
en forte quantité (10 a 20% ID/g) et de fagcon non spécifique au niveau hépatique.
(Boyle CC, et al. 1992 ; Thédrez P, et al. 1989) Si la majeure partie de cette fixation
est associée a un pool extravasculaire, une partie non négligeable de cette fixation
est due a une internalisation des anticorps, qui sont ainsi exposés aux enzymes
intracellulaires. (Thédrez P, et al. 1989)

Compte tenu de ce phénomeéne, un concept a été développé pour diminuer
cette fixation hépatique qui limite la localisation des tumeurs situées dans cette zone
en immunoscintigraphie et les doses administrables par voie systémique en
radioimmunothérapie.

Ce concept consiste a introduire entre I'anticorps et le ligand bifonctionnel

permettant I'introduction du radioisotope d’intérét, un chainon métabolisable ou
“linker”, qui puisse étre la cible d’enzymes hépatiques (Figure 7).
zone d’attaque des

ﬂ /mes hépatiques

p—

élimination rapide de

I'organisme
Figure 7. Principe de réduction de la fixation non spécifique des anticorps radiomarqués par introduction de
chainons métabolisables.

Les résultats obtenus ont montré des diminutions significatives de la
radioactivité hépatique par rapport aux mémes cages chélatantes mais dépourvues
de chainons intermédiaires métabolisables (Haseman MK, et al. 1986 ; Meares CF,
et al. 1988 ; Gestin JF, et al. 1993).

Les principaux chainons bifonctionnels qui ont été utilisés dans ce but sont

représentés dans le schéma suivant (Figure 8). (Haseman MK, et al. 1986 ; Paik CH,
etal. 1989 ; Arano Y, et al. 1991)

12
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ACNH C—()—C-0~(CHp)y—O-C— (X~ C-NHR : DIESTER
(e} (e} (e}
STO9—CNHR 3
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O
> : THIOETHER

ACNH-C—(—S—(Q—C-NHR
o} o}

J
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o) o)
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Figure 8. Structure des principaux chainons métabolisables par les enzymes hépatiques.

1.3. La cible antigénique.

Idéalement, I'Ag ciblé doit étre non sécrété, exprimé fortement, de fagon
constante et homogéne a la surface des cellules cancéreuses, a I'exclusion d’autres
tissus. En fait, les Ag, sauf exceptions, ne sont pas spécifiques d’'une tumeur. lls
peuvent étre exprimeés de fagon physiologique par certains tissus ou au cours de
processus pathologiques variés. Toutefois, la cellule cancéreuse peut les exprimer
en concentration beaucoup plus importante. Il s’agit donc d’une spécificité
“quantitative” la plupart du temps. De plus, I'expression varie entre les cellules d’'une
méme tumeur et entre deux masses tumorales chez un méme individu, par exemple,
la tumeur primitive et une métastase.

Différentes classes d’Ag tumoraux ont été étudiés pour la RIT :
- des Ag oncofcetaux comme I'Ag carcino-embryonnaire (ACE) ou
I'alphafoetoprotéine (AFP) ;
- des récepteurs de facteurs de croissance comme HER2/neu ;
- des marqueurs de différenciation des carcinomes comme MUC-1 ;
- des marqueurs de différenciation des leucocytes comme CD20 ou le
CD22...

La localisation de I'Ag doit étre prise en considération, notamment pour le choix
du radionucléide. En effet, s’il se situe au niveau du noyau cellulaire, un émetteur
avec un petit parcours est adapté pour obtenir un dép6t d’énergie maximal au niveau
du noyau. Mais, dans ce cas, se pose le probléme de I'accessibilité de I'Ag. Au
contraire, si 'Ag est exprimé sur la membrane cellulaire, un émetteur avec un
parcours plus long semble préférable. La quantité d’Ag présente dans la circulation

13
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peut aussi théoriquement modifier le comportement pharmacocinétique de 'AcM et
I'efficacité de la RIT.

La capacité du complexe Ag-AcM a induire une endocytose est également a
prendre en compte. Les AcM internalisés sont dégradés en petits peptides ou en
acides aminés qui sont sécrétés par la cellule. Mais au cours de cette dégradation,
les métaux et les radionucléides chargés restent piégés dans le milieu intra-cellulaire
(cas de Y, ""Lu, #°Ac...). Ce n'est pas le cas de I'iode qui est sécrété sous la
forme d’iodo-tyrosine et qui subit une deshalogénation in vivo. Le temps de rétention
et la dose dans la tumeur sont alors moindres. Ainsi, un AcM marqué a I'yttrium-90
subira une dégradation enzymatique intra-cellulaire, mais contrairement a 'iode, il
restera dans la cellule.

1.4. Choix du radionucléide.

Les radioéléments utilisés pour le ciblage des tumeurs peuvent étre classés en
deux grandes familles : les halogénes et les métaux. La Figure 9 fait apparaitre les
principaux éléments de la classification périodique ayant un potentiel intéressant
pour la médecine nucléaire.

Les effets de la RIT dépendent des propriétés physiques (nature du
rayonnement, énergie, parcours, période physique), de la structure chimique et du
comportement biologique du radionucléide. Ces paramétres modifient la
biodistribution et déterminent les doses d’irradiation (quantités d’énergie déposées
par gramme de tissu). Le choix du radioélément doit étre discuté en fonction du
contexte global de la thérapie, notamment la nature, la situation et les dimensions de
la cible a détruire, le type de vecteur utilisé, la fixation absolue du radiotraceur sur la
cible et le rapport de fixation cible sur organes sains (Bardies M, et al. 1998). Selon
Mausner, (Mausner LF, et al. 1993) la sélection des radionucléides peut se faire en
fonction de critéres physico-chimiques, du mode de production et des paramétres
biologiques relatifs a I'utilisation.

14



Chapitre 1. Revue Bibliographique

L VIIA
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béta positon gamma alpha

Figure 9. Principaux radioéléments de la classification périodique. (modifications apportées au tableau de Jurisson
S, et al. 1993)

[.4.1. Critéres de sélection physico-chimiques.

1.4.1.1. Période physique.

Il faut que la période physique du radioélément soit en rapport avec la cinétique
de fixation et de rétention du vecteur utilisé. Autrement dit, la période physique du
radioélément et le temps nécessaire au vecteur pour avoir une concentration
maximale au sein de la tumeur doivent étre compatibles afin d’optimiser leur action.
Une période trop courte entrainera un nombre élevé de désintégrations a I'extérieur
de la cible, avant que le vecteur radiomarqué n’ait pu se fixer sur sa cible, et donc
conduira a un rapport tumeur sur tissus sains défavorable. A I'inverse, une période
trop longue conduira a une activité spécifique faible, et donc pour une méme activité
injectée, a un débit de dose plus faible que celui délivré par un radioélément dont la
période physique est plus courte. Une grande partie de la dose injectée sera
éliminée par le corps avant méme d’avoir irradié la cible. Pour un anticorps marqué,
une période physique supérieure a la demi-vie de distribution (T,) mais inférieure a
la demi-vie d’élimination (Tg) semble étre un bon compromis (entre 12 heures et 3
jours) (Mausner LF, et al. 1993).

15
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1.4.1.2. Type de rayonnements utilisés pour la RIT.

» Emissions particulaires.

L’efficacité de la RIT provient essentiellement des rayonnements particulaires
émis par les radionucléides fixés sur le vecteur. Ces rayonnements transféerent de
I'énergie a la matiere sur toute la distance qu’ils parcourent (TEL ou transfert
d’énergie linéique). Selon leur nature, les TEL sont variables et généralement plus
fort en fin de parcours. Les radioéléments sont classés en trois familles.

+ Les émetteurs Auger (radioéléments qui se désintégrent par capture
électronique ou conversion interne) ont un transfert d’énergie linéique (TEL) élevé
sur les premiers nanométres de leur trajectoire (Sastry KSR. 1992). Leur effet
tumoricide dépend donc de la proximité du rayonnement vis-a-vis de 'ADN de la
cible. A distance du point d’émission, le comportement des émetteurs Auger rejoint
celui des émetteurs 7, a faible TEL. Par contre, si la vectorisation utilisée permet
leur internalisation au sein de la molécule d’ADN de la cible, la toxicité sera alors
importante et I'efficacité maximale. L'utilisation de tels radioéléments ne se concoit
donc que s’il y a internalisation du radioconjugué, ce qui n’est pas toujours le cas
quand le vecteur est un anticorps.

¢ Les émetteurs alpha (o). Ce sont les rayonnements possédant le plus grand
TEL. Autrement dit, ces éléments possédent un rayonnement trés ionisant mais peu
pénétrant. lls délivrent une dose importante de radioactivité sur une faible distance,
de l'ordre de 6 a 7 MeV sur 40 a 80 um. Cette forte énergie délivrée permet d’utiliser
les radioéléments émetteurs alpha a des doses plus faibles que leurs homologues
béta, pour un méme effet thérapeutique.

Toutefois, dans le cas d'une distribution hétérogéne du vecteur, le faible pouvoir
pénétrant des émetteurs [] entrainera une forte hétérogénéité de la dose délivrée a
la cible. L'implication immédiate est que la distribution de tels radioéléments doit étre
hautement homogéne pour irradier 'ensemble des cellules cibles (Wheldon TE, et al.
1993), ce qui limite leur utilisation a des cibles de trés petite taille voire aux cellules
isolées, a condition que I'on soit capable de cibler 'ensemble des cellules a détruire
(Chatal JF, et al. 1999). Les AcM radiomarqués avec des émetteurs alpha pourraient
permettre de cibler les cellules tumorales de petite taille en limitant l'irradiation des
cellules saines. Mais leur toxicité est importante et le radiomarquage des Ac avec les
émetteurs alpha est délicat, la quantité d’énergie émise lors de leur désintégration
pouvant entrainer la radiolyse du radioimmunoconjugué. Pour ces raisons, seuls
quelques émetteurs o ont été proposés comme candidats pour la RIT et leur
utilisation est encore au stade de la recherche (Couturier O. et al. 2005).

¢ Les émetteurs béta (B’). Leur transfert d’énergie linéique est plus faible que
pour les particules alpha mais leur pouvoir pénétrant est plus important (de 100 ym a
quelques mm). Les émetteurs B de différentes énergies peuvent étre classés en trois
catégories selon le parcours moyen des particules 3 qu’ils émettent :

- émetteurs B de faible énergie : parcours moyen < 200 uym,
- émetteurs B de moyenne énergie : 200 pm < parcours moyen < 1 mm,
- émetteurs B de forte énergie : parcours moyen > 1 mm.

lIs offrent la possibilité de “tirs croisés”, c'est-a-dire qu’il est possible d’envisager
la destruction d’une cellule non ciblée par le vecteur radiomarqué du fait des
émissions provenant de cellules adjacentes radiomarquées. Ce phénoméne permet
d’envisager 'augmentation de I'efficacité d’un traitement puisque seul, le ciblage
d’'un nombre suffisant de cellules permet l'irradiation de la zone a détruire. La
diversité des radionucléides [ disponibles permet alors d’orienter le choix en fonction
des caractéristiques de la tumeur, et en particulier de sa taille.
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¥ Emissions électromagnétiques associées.

Les émissions gamma (y), associées a un grand nombre de désintégrations,
ont un TEL faible. Le long parcours des photons gamma dans les tissus biologiques
permet I'imagerie, quand les photons émis ont une énergie compatible avec la
détection (100 a 400 keV, avec un maximum d’efficacité vers 150 keV). Toutefois
I'existence d’'une composante gamma, du fait de son pouvoir plus pénétrant,
entraine le dépdt a distance du point d’émission d’'une fraction de I'énergie émise.
Cela va diminuer I'effet thérapeutique et augmenter sensiblement l'irradiation des
tissus sains (irradiation non-spécifique), réduisant par la méme l'effet recherché par
la vectorisation.

% Les isotopes de décroissance.

Il peut arriver que la désintégration de certains radioéléments conduise a un
noyau fils instable et lui-méme émetteur alpha ou béta. L’instabilité de ce noyau fils
peut provoquer des irradiations non voulues et incontrolables. Elles peuvent
notamment conduire a la rupture de la liaison vecteur-radioélément, augmentant par
la-méme la dose non-spécifique. En conséquence, seuls les radioéléments
possédant un isotope de décroissance stable (non radioactif) ou ayant une trés
grande période physique peuvent étre utilisés en radioimmunothérapie.

1.4.1.3. Critéres chimiques.

Parmi les critéres chimiques, on peut relever ceux se rapportant au
radioélément et ceux relatifs au marquage du vecteur.

% Critéres propres au radioélément.

L’activité spécifique du radioélément (MBg/mg) dépend de la méthode de
production. Le mode de production est un critére primordial qui détermine non
seulement la disponibilité au meilleur colt de I'isotope recherché, mais aussi sa
pureté radiochimique et son activité spécifique. Ces deux derniers critéres
dépendent notamment du degré de pureté de I'élément dans la cible irradiée ainsi
que des réactifs utilisés a tous les stades de production. Une contamination du
radioélément par des ions métalliques entrainera des étapes de purification longues
et souvent coliteuses afin d’éviter ultérieurement toutes compétitions pour les sites
de complexation des ligands.

La méthode directe de production des radioéléments ne permet pas de séparer
la cible du produit obtenu qui sont chimiquement identiques. Une telle méthode
entraine une faible activité spécifique non compatible avec une utilisation en
radioimmunothérapie. En effet, dans le cadre d’'une utilisation thérapeutique, on
considere généralement qu’il faut pouvoir injecter un vecteur radiomarqué dont
I'activité est au moins égale a 1,8 GBq par traitement, ce qui implique qu’il faut
atteindre des activités spécifiques de I'ordre de 100 GBg/mg (Mausner LF, et al.
1993).

La production des radioéléments est faite essentiellement par activation
indirecte. Le bombardement d’'une cible métallique pure par des protons, deutérons,
particules alpha, conduit a la production d’un radioélément dont les propriétés
chimiques sont différentes de celles du métal bombardé. Il est possible dans ces
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conditions de séparer le radioélément de sa cible, le plus souvent par des systémes
d’extraction ou de chromatographies sur colonnes échangeuses d’ions. Ces
réactions permettent I'obtention de produits sans entraineur (No Carrier Added ou
NCA) et permettent I'obtention de grande activité spécifique.

Quatre modes de production de radionucléides sont actuellement utilisés :

1. Le bombardement au moyen de particules électriquement neutres.

Ces particules électriquement neutres ou neutrons sont produites dans des
réacteurs nucléaires. lls ont une énergie trés variable (de 0,05 eV pour les neutrons
thermiques a 14 MeV pour les neutrons rapides) et induisent différents types de
réactions nucléaires dans la production des radionucléides.

2. La séparation isotopique des produits issus de la fission de I'uranium.

Le bombardement de I'uranium-235 par des neutrons thermiques conduit par
différentes chaines de réactions successives a la formation de plus de 200
radionucléides. Certains de ces radionucléides comme le molybdéne-99, I'iode-131
ou le xénon-133 sont isolés aprés plusieurs étapes de purification avec de trés
hautes activités spécifiques.

3. Le bombardement au moyen de particules chargées électriquement.

Les particules chargées sont accélérées par passages successifs dans des
champs électromagnétiques linéaires (accélérateurs linéaires) ou circulaires
(cyclotron).

4. La réalisation de générateurs isotopiques.

Certains radionucléides (isotopes pére) conduisent par décroissance a d’autres
radionucléides appelés isotopes fils. Le principe du générateur est de séparer
l'isotope pére de l'isotope fils sur une colonne chromatographique. L'isotope pére
fixé sur la colonne décroit en son isotope fils qui peut étre élué dans des conditions
appropriées. Ce mode de production permet d’obtenir des radionucléides sans
entraineur et permet l'utilisation de radionucléides de courte période.

¥ Critéres chimiques relatifs au marquage du vecteur.

Les propriétés physico-chimiques des radioéléments sont étroitement corrélées
a leur place dans le tableau périodique des éléments. Ces propriétés vont
conditionner non seulement le mode de purification du radioélément mais aussi le
radiomarquage du vecteur. Parmi les propriétés les plus importantes, on trouvera le
caractére acide (dur ou mou), les rayons ioniques et covalents, les propriétés oxydo-
réductrices.

L’introduction d’un radioélément dans I'organisme ne doit pas influencer les
propriétés de reconnaissance du vecteur vis-a-vis des antigénes. Le nombre
d’atomes radioactifs sur le vecteur devra distribuer une dose radioactive suffisante
tout en évitant d’altérer les propriétés de reconnaissance du vecteur.

La stabilité est un autre point important. Il est primordial que le radioélément
posséde des propriétés chimiques lui permettant de se lier de maniéere stable au
vecteur via une structure chélatante adaptée.

Récapitulatif des critéres nécessaires :
W émetteur a, B~ ou Auger avec une composante y assez faible
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T42 compris entre 10h et 3j

énergie élevee

isotope de décroissance stable

production facile et peu colteuse

pureté radiochimique élevée et une activité spécifique de I'ordre de 100
GBg/mg.

(i (! (il (!

Le tableau ci-dessous dresse une liste des caractéristiques physiques des
radioéléments ayant un potentiel thérapeutique intéressant. (Schubiger PA, et al.
1996 ; McDevitt MR, et al. 1998)

Type de radiation (énergie  Pouvoir pénétrant maximal

Radionucléides T
max. en MeV) (mm)
“Ga 3,26 ] Auger, y (0,09) 10
47s¢” 34 ] B (0,6);y (0,159)
“cu® 2,58 B (0,54) ;y (0,185) 1,8
" sm? 1,95] B (0,8);y(0,103) 3
'"“Rh 1,5] B (0,57) ;v (0,319) 1,9
e 8,02 B (0,6) ;v (0,364) 2
As 1,62 ] B (0,68) ; y (0,239) 2,5
"%Ho 11] B (1.6); v (0,81) 2,2
Lu? 6,71j B (0,497) ; y (0,208) 1,5
oye 2,67 B (2,28) 12
'%Re? 3,77 B (1,08);y (0,131) 5
'5Re* 16,95 h B (2,13);y (0,155) 11
At 7.2h o (5,87) ;v (0,08); 0,08
2pc® 10j a (6)
z2g; 1h a (6); B (0,492) 0,09
g 47 min a (>6) ; B (0,444) ; y (0,440) <0,1

Tableau 4. Propriétés physiques des radioéléments a potentiel thérapeutique. (d’aprés Volkert WA, et al. 1999)
®Radionucléides produits par réacteur nucléaire. °Radionucléides produits par accélérateurs de particules. ° Produit
NCA a partir du générateur *°Sr/*°Y. “Produit NCA a partir du générateur '®*W/'®Re. *Production & partir du
générateur 2°Th/***Ac. Production & partir du générateur *°Ac/*"*Bi.

1.4.2. Les radionucléides utilisés en RIT.

» émetteurs [

Les deux radioéléments les plus utilisés actuellement en RIT sont I'iode-131 et
I'yttrium-90.

L’'iode-131 est le premier radioélément a avoir été utilisé dans le domaine de la
radiothérapie métabolique et jusqu’a des temps assez récents, était le seul candidat
disponible. Sa période physique est de 8 jours. Il posséde une composante gamma
trés énergétique qui ne permet pas une imagerie de bonne qualité. Cette émission
de photons y entraine le dépét a distance des deux tiers de I'énergie émise par ce
radioélément et oblige les patients a étre soumis a des régles trés strictes de
radioprotection. Toutefois, sa grande disponibilité, a des prix raisonnables, des
activités spécifiques satisfaisantes et la relative facilité de marquage en font tout de
méme une référence. Quand il est dissocié du vecteur, sa clairance rénale et

19



Chapitre 1. Revue Bibliographique

hépatique est généralement plus rapide que celle des métaux. Le marquage des Ac
a l'iode-131 est le plus souvent réalisé de fagon directe mais il pose des problémes
de désionisation in vivo, a 'origine d’une irradiation tumorale insuffisante lorsque I'Ag
cible est internalisé.

L'yttrium-90 est un émetteur ~ pur de forte énergie, ce qui implique moins de
contraintes pour le patient. Sa production est réalisée a partir d’'un générateur
(*°Sr/*®Y). La période physique du *°Sr est de 29 ans ce qui permet une utilisation a
vie d’'un tel générateur. Il décroit en zirconium-90 avec une période de 2,7 j. Son
énergie est plus élevée que celle de l'iode-131 et 90 % de I'énergie est absorbée
dans une sphére de 5,3 mm de diamétre (Wagner HN, et al. 2002). Ce parcours
correspond a 100-200 diamétres cellulaires, ce qui permet a I'yttrium-90 d’atteindre
les cellules non directement ciblées par le phénomeéne de “feu croisé”. La liaison de
I'yttrium-90 a I’AcM doit étre solide car I'yttrium libre posséde un fort tropisme pour
I'os, ce qui peut entrainer une toxicité médullaire. Le marquage est effectué de fagon
indirecte par l'intermédiaire d’un agent chélatant bifonctionnel. Différents auteurs ont
montré que le DOTA (acide 1,4,7,10-tétraazacyclododecane-N,N’,N”, N”-
tétraacétique) était I'agent chélatant macrocyclique le plus approprié et permettait
d’obtenir les chélates les plus stables in vitro et in vivo avec I'yttrium-90,
comparativement au DTPA (acide diéthylénetriamine pentaacétique) ou ses dérivés
(Griffiths GL, et al. 2003).

Deux isotopes du rhénium (**Re et '®®Re) ont également été testés en RIT. La
chimie du rhénium est trés proche de celle du technétium. Le rhénium-186 est un
émetteur béta de moyenne énergie avec une composante gamma en faible
proportion (9,7%). (Breitz H, et al. 1992) Sa période de 3,8 jours est adaptée a la
RIT. Son principal inconvénient est son mode de production par réaction (n, y) qui
impose un flux de neutrons particulierement élevé pour obtenir une bonne activité
spécifique. Le rhénium-188 peut étre produit & partir d’'un générateur ("**W/'*®Re), ce
qui permet d’obtenir des activités spécifiques élevées. C’est un émetteur béta de
forte énergie qui posséde également une émission gamma permettant I'imagerie. Sa
période relativement courte (17h) limite cependant son utilisation a des applications
ou la fixation du vecteur radiomarqué peut étre réalisée rapidement.

Le cuivre-67 est un émetteur béta (T4, = 2,6 j) de moyenne énergie avec une
composante gamma permettant 'imagerie. (Deshpande SV, et al. 1988) Un des
avantages de cet émetteur par rapport aux autres radiométaux est que le cuivre
seul, dans le cas d’'une dissociation avec le ligand, n’a pas de tropisme pour un
organe particulier. Cependant, son colt de production est assez élevé. Le cuivre-67
peut étre produit avec une bonne pureté radiochimique et une activité spécifique de
I'ordre de 200 GBg/mg.

Quant au lutétium-177, si sa chimie se rapproche de celle de I'yttrium-90, sa
période physique (6,7 j) est plus proche de celle de 'iode-131. Comme toutes les
terres rares, il a tendance a se localiser dans 'os quand il est relargué dans la
circulation. (Brouwers A, et al. 2002)

Enfin, le samarium-153, utilisé actuellement dans le cadre des traitements
palliatifs des métastases osseuses, pourrait aussi étre utilisé en RIT. C’est un
émetteur béta/gamma dont I'énergie béta est comparable a celle de I'iode-131, mais
dont la composante gamma, moins énergétique peut permettre I'imagerie. Le
samarium-153 est une terre rare, qui peut étre facilement complexée, mais la
stabilité in vivo des complexes n’est pas bonne, ce qui entraine une fixation non
spécifique du samarium sur I'os, a proximité de la moelle osseuse (Bardies M, et al.
1998).
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% émetteurs alpha

lIs font 'objet de nombreuses recherches et sont prometteurs pour 'avenir.
(Mulford DA, et al. 2005 ; McDevitt MR, et al. 1998 ; Chérel M, et al. 2006) Pourtant,
seuls quelques émetteurs alpha ont été proposés comme candidats pour la RIT.
(Wilbur DS. 1990 ; Macklis RM, et al. 1989. Zalutsky MR, et al. 2004) Ceci est dQ
principalement au faible nombre de ces émetteurs dont la désintégration conduit a
un noyau fils stable. En effet, dans le cas ou le noyau fils est instable et lui-méme
émetteur alpha ou béta, ce qui se rencontre fréquemment pour les noyaux lourds (Z
> 82), il est possible que la désintégration conduise a la rupture de la liaison vecteur-
radioélément, permettant ainsi au noyau fils de diffuser librement dans 'organisme
(redistribution), augmentant la dose non-spécifique.

Des essais ont été effectués avec deux isotopes du bismuth, le bismuth-212 et
le bismuth-213 obtenus respectivement a partir d’'un générateur de thorium-228 et
d’actinium-225. Leur principal inconvénient est leur période physique trés courte
ainsi que I'émission d’un rayonnement gamma énergétique qui nécessite un
blindage important du générateur. L’astate-211, produit de cyclotron, a été testé en
RIT (Zalutsky MR. 2005). L’astate-211 est couplé aux AcM et aux fragments d’AcM
par une méthode de marquage en deux temps via I'ester 3-(triméthylstannyl)-
benzoate de N-hydroxysuccinimidyle. (Zalutsky MR, et al. 1989)

1.5. Applications cliniques.

Compte tenu des faibles parcours dans les tissus des rayonnements
particulaires et de I'hétérogénéité de distribution de I’Ac radiomarqué dans la tumeur
en fonction de sa taille, de sa vascularisation et de I'expression variable de I'antigéne
ciblé, les cibles idéales pour la RIT sont les tumeurs de petites tailles, voire des
cellules isolées (maladie résiduelle), qui sont disséminées dans I'organisme et qui
sont peu ou pas accessibles a l'irradiation externe ou a la chirurgie.

Par rapport aux tumeurs de grande taille, les cibles microscopiques ont la
caractéristique de fixer une proportion d’anticorps radiomarqués beaucoup plus
élevée (parfois d’un facteur de 10 a 20). Le niveau de fixation particulierement élevé
des microtumeurs est expliqué en partie par une néovascularisation relativement
plus homogéne que dans les tumeurs de grande taille.

Les évaluations cliniques réalisées avec de nombreux anticorps (Tableau 5), de
nombreux radionucléides et dans de nombreuses indications ont conduit a des
résultats contrastés, parfois prometteurs voire impressionnants comme dans le cas
de tumeurs hématologiques, et en particulier les lymphomes malins non hodgkiniens
(LMNH) réfractaires a la chimiothérapie. La RIT est en cours d’évaluation clinique
pour le traitement de certaines tumeurs solides radiosensibles, comme les cancers
bronchiques a petite cellule, ou a forte expression antigénique comme le cancer
médullaire de la thyroide. Des études pré-cliniques sont également en cours pour
étudier I'efficacité de la RIT lorsqu’une administration locale est possible, comme la
voie intrapéritonéale dans les cancers de I'ovaire ou la voie intrathécale dans les
méningites carcinomateuses.

Generic Name Trade Name Agent/ Target Cancer Indication Approval

Unconjugated

Rituximab Rituxan Chimeric anti-CD20 I1gG, B-cell ymphoma 1997
Trastuzumab Herceptin Humanized anti-HER2 IgG; Breast 1996
Alemtuzumab Campath-1H Humanized anti-CD52 CLLt 2001
Cetuximab Erbitux Chimeric anti-EGFR Colorectal 2004
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Head/Neck 2006

Bevacizumab Avastin Chimeric anti-VEGF Colorectal 2004
Radioconjugates B

Satumomab pendetide OncoScint "In-murine anti-TAG-72 IgG Colorectal, ovarian 1992
Nofetumomab merpentan ~ Verluma' 9™ c-murine anti-EGP-1 Fab’ SCLCt 1996
Arcitumomab CEA-Scan #MT¢-murine anti-CEA Fab’ Colorectal 1996
Capromab pendetide ProstaScint "In-murine anti-PSMA Prostate 1996
Ibritumomab tiuxetan Zevalin Y_murine anti-CD20 1gG + rituximab B-cell Lymphoma 2002
Tositumomab Bexxar "*'l-murine anti-CD20 1gG + tositumomab B-cell Lymphoma 2003

‘No longer commercially available.
1CLL = chronic lymphocytic leukemia.
$SCLC = small cell lung cancer.

Tableau 5. Anticorps commerciaux utilisés dans la détection et le traitement des tumeurs. (Sharkey RM, et al. 2006).

1.5.1. Résultats dans les lymphomes malins non hodgkiniens (LMNH).

Le lymphome malin non hodgkinien (LMNH) est une application particulierement
intéressante de la RIT en raison de I'expression d’antigénes de différenciation bien
caractérisés et d’une radiosensibilité élevée.

Deux principales formes médicamenteuses d’anticorps sont actuellement
commercialisées et sont indiquées dans les formes réfractaires et résistantes de
LMNH de bas grades folliculaires : **'I-tositumomab (Bexxar®) et *°Y-ibritumomab
(Zevalin®) (Brevets : Bexxar®, 2002 et Zevalin®, 2003). lls comportent un Ac murin
anti-CD20, antigene exprimé fortement a la surface des lymphocytes B normaux et
malins.

Bexxar® utilise une IgG2a murine froide (non radiomarquée) associée au méme
AcM radiomarqué a l'iode-131 par couplage direct du radionucléide a une tyrosine
de I'lgG. Aprés injection, I'Ac est dégradé et il se produit une deshalogénation de
I'Ac, sous forme de "*'I-iodotyrosine, ce qui va induire une accumulation au niveau
thyroidien, gastrique puis une élimination par voie rénale. (Dillman R. 2002)

Zevalin® est un anticorps murin radiomarqué a I'yttrium-90 utilisé en association
avec un Ac chimeérique froid, le rituximab. Le marquage de I'Ac est réalisé par
'intermédiaire d’un agent chélatant dérivé du benzyl-DTPA, le tiuxetan. Trés peu
d’activité se retrouve dans les urines. (Dillman R. 2002)

La premiére injection d’anticorps froid est destinée a saturer rapidement les
sites antigéniques CD20 des tissus normaux, en particulier ceux trés accessibles et
nombreux de la rate (organe trés vascularisé). Lors de I'injection de 'AcM
radiomarqué, les sites antigéniques non tumoraux ne sont donc plus disponibles
pour fixer les molécules de radioimmunoconjugué qui sont lentement et
préférentiellement fixés par les sites tumoraux. Par ailleurs, la dose d’anticorps froid
a une activité biologique propre et peut avoir une cytotoxicité par CMC (complement
mediated cytotoxicity), ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity) et par
apoptose. (Goldenberg DM, et al. 1991. Buchsbaum DJ, et al. 1992. Kaminski MS, et
al. 1993. Maloney DG, et al. 1994. Jazirehi AR, et al. 2005.)

Le Bexxar® a donné des taux de réponse globale de 65 & 71% (contre 28%
pour la chimiothérapie) avec des activités non myélosuppressives ; et 86% avec des
activités myélosuppressives qui ont nécessité la greffe autologue de cellules
souches (Kaminski MS, et al. 2000). Les taux de réponse compléte sont de 30 a
34%. Quant au Zevalin®, un taux de réponse objective de 80% et 30% de réponse
compléte ont été obtenues. (Witzig TE, et al. 2002)
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[.5.2. Les effets indésirables.

Dans les deux cas, une toxicité dose-dépendante principalement au niveau de
la moelle osseuse apparait, entrainant ainsi une sévére myélosuppression,
généralement réversible. La plupart des patients traités par Bexxar® et Zevalin® ont
recours a une transfusion plaquettaire (respectivement 22% et 15%),
d’érythropoiétine (respectivement 8% et 7%), ou de filgrastim (13% et 12%).
(Sharkey RM, et al. 2005) Lorsque des doses myéloablatives sont utilisées, des
greffes de moelle osseuse ou de cellules souches périphériques doivent étre
pratiquées. Les effets secondaires peuvent également apparaitre a long terme. La
probabilité de développer une leucémie myeéloide et/ou un syndrome
myélodysplasique chez des patients atteints de LMNH et traités avec des doses
myélosuppressives d’Ac radiomarqués est de 7,6% a 8 ans contre 8,6% a 7 ans
pour la chimiothérapie a forte dose.

L’apparition de différents anticorps anti-souris (HAMA Human Anti-Mouse
Antibodies / HACA Human Anti-Chimeric Antibodies / HAHA Human Anti-Humanized
Antibodies) aprés injection d’AcM peut dépasser 50%. Ce taux varie selon la nature
de '’AcM (murin, chimérique ou humanisé), la forme (AcM entier ou fragmenté) et du
nombre d’injections. Si la présence de ces Ac dans le sérum n’a pas a ce jour
entrainé de manifestations cliniques décelables, elle a cependant trois
inconvénients. Elle peut interférer dans les dosages immunologiques permettant le
suivi du patient. Mais également, elle entraine une modification de la biodistribution
et du ciblage de I'Ac radiomarqué, rendant la possibilité d’injections répétées
difficiles et I'efficacité du traitement incertaine.

1.5.3. Résultats dans les tumeurs solides.

1.6.3.1. Immunociblage direct

Plusieurs antigénes associés aux carcinomes de types histologiques variés ont
été ciblés par des anticorps sous forme entiére ou de fragments F(ab’),.
Cliniguement, différentes tentatives ont été réalisées sur les pathologies suivantes :
cancers colorectaux, ovariens, pulmonaires a petites cellules, cancer médullaire de
la thyroide (CMT), adénomes prostatiques et cancers cérébraux. En termes
d’efficacité, les réponses objectives ont été rares. Des résultats un peu plus
encourageants ont été obtenus avec un anticorps anti-ACE (antigene carcino-
embryonnaire) dans le traitement des récidives de cancer médullaire de la thyroide.
Mais actuellement aucun Ac radiomarqué n’a montré une efficacité suffisante pour
traiter les tumeurs solides ou leurs métastases a un stade avancé. Ces résultats
s’expliquent probablement par la taille importante des masses tumorales traitées
(hétérogénéité de la biodistribution de I’AcM) et la radiorésistance élevée de ces
tumeurs. Dans tous les cas, ce sont encore les micrométastases qui représentent la
cible privilégiée de la RIT.
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1.6.3.1. Immunociblage indirect

Parallelement a la nécessité de délivrer une dose tumorale élevée pour le
traitement des tumeurs solides, il est également important de réduire au minimum la
radiotoxicité des tissus normaux, en particulier celle de la moelle osseuse.
Différentes techniques de ciblage en deux ou trois temps ont été développées afin
de réduire 'accumulation de radioactivité dans les tissus normaux, tout en gardant la
méme spécificité qu’avec la technique conventionnelle en un temps. Ces techniques
consistent alors a dissocier la pharmacocinétique de I'AcM de celle du radionucléide.
(Boerman OC, et al. 2003 ; Sharkey RM, et al. 2005)

+ Systéme avidine-biotine

Hnatowich en 1987 est le premier a introduire ce modéle. Ce systéme apparait
adéquate pour un préciblage du fait du couplage de 4 biotines par avidine avec une
trés haute affinité avidine-biotine (10"° mol/L comparée & 10 mol/L pour I'affinité
Ag-mAb). Deux approches ont été envisagées.

Dans la premiere méthode, ciblage en deux temps (Figure 10 (A)), la
streptavidine [streptavidine (= avidine d’origine bactérienne et non glycosylée) et
'avidine (provient d’ceuf de poule et glycosylée)] est couplée a une IgG, formant
ainsi un immunoconjugué streptavidine-lgG d’environ 210 kDa. L’'immunoconjugué
streptavidine-IgG non radiomarqué est ainsi injecté dans un premier temps. Pour
une élimination rapide de I'excés d'immunoconjugué streptavidine-IgG circulant, une
chasse est appliquée par injection d’un conjugué albumine-biotine avec un motif
galactose. La présence de ce galactose va permettre une reconnaissance par les
hépatocytes et par conséquent, une élimination rapide du sang de 'immunoconjugué
en exces. Dans une seconde étape, une biotine radiomarquée est administrée. Des
essais cliniques ont été expérimentés avec 'Ac NR-LU-10 dans le cancer colorectal
et dans le cancer de la prostate. Des activités élevées de biotine marquée a I'yttrium-
90 ont été injectées (jusqu’a 5,18 GBg/m?), sans avoir recours a la greffe de moelle,
mais une toxicité intestinale et rénale importante a été observée (Breitz HB, et al.
2000).

Quant a la deuxiéme approche (Figure 10 (B)), elle consiste en une variation du
systéme streptavidine-biotine en trois temps. Dans une premiére étape, un Ac
biotinylé non radiomarqué est injecté. Pour une élimination rapide de I'Ac biotinylé
circulant, de l'avidine est injectée et parce que I'avidine est naturellement glycosylée,
le complexe IgG-Biotine-avidine va étre reconnu par les hépatocytes. Dans un
deuxiéme temps, la streptavidine (= avidine non glycosylée) est injectée pour venir
se fixer sur 'immunoconjugué biotinylé. Aprés un laps de temps adéquat pour une
élimination de la streptavidine libre dans le sang, de la biotine radiomarquée est
administrée dans un troisieme temps. Grace a la multivalence de la streptavidine, un
complexe IgG-biotine-streptavidine-biotine” va pouvoir se former. Cette technique a
été testée chez des patients atteints de gliomes de haut grade avec de I'°Y-DOTA-
biotine et un Ac anti-ténascine biotinylé en injection locorégionale (Paganelli G, et al.
1999). Le taux de réponse objective est de 25% aprés 2 traitements, sans toxicité
hématologique mais une neurotoxicité dose-dépendante a été observée. Les
rapports tumeur/tissus sains sont satisfaisants (Paganelli G, et al. 2003).

A “2-step” streptavidin-biotin pretargeting

Biotinylated,
galactose-conjugated carrier

Step 1 Clearing-Blocking Step 2
Pretarget 24 Radiolabeled
StAv-lgG Biotin

All injections given Removed by Filtered by
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@B “3-step” streptavidin-biotin pretargeting
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Figure 10. Représentation shématique des systémes de préciblages avidine-biotine. A. Méthode de préciblage en
“deux temps” formant le complexe IgG-streptavidine-biotine. B. Méthode de préciblage en “trois temps” avec le
systéme IgG-biotine-streptavidine-biotine.

¢ Systeme AES (Affinity Enhancement System)

Ce modéle repose sur I'utilisation d’'un hapténe bivalent radiomarqué et
d’anticorps bispécifiques (bsmAb) dont un bras reconnait un antigéne exprimé par
les cellules tumorales et 'autre une molécule de bas poids moléculaire (hapténe).
Reardan a été le premier a introduire ce concept en utilisant un bsmAb anti-
tumeur/anti-métal chélaté (Reardan DT, et al. 1985). Par la suite, d’autres hapténes
ont été développés en particulier sous forme de peptides. Il a également été
démontré qu’une bivalence de I'hapténe permet par une liaison sur deux AcM
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prélocalisés d’augmenter la stabilité du complexe (Figure 11 & 12). (Le Doussal JM,
et al. 1989) Ainsi, dans un premier temps, le bsmAb est injecté et se fixe sur la cible
par son site de liaison anti-Ag tumoral. Aprés un délai suffisant pour que les AcM
non fixés soient éliminés de la circulation sanguine et des tissus sains, I'hapténe
radiomarqué est injecté. Du fait de sa petite taille, il va diffuser trés rapidement vers
sa cible, le bsmAb prélocalisé sur la tumeur (Figure 11).

First Step
5=
‘ e ,_Ic :..1_\‘ Diagnostic or
Liver i . — f Toxic Agent
¥ . <

. BsAb
Kidney Interval
Bivalent Hapten

Second Step

Tumor Cell Surface

Figure 12. Représentation de la liaison entre 2
et I'hapténe bivalent dans la technique

utilisant un bsmAb et un hapten
P. Thédrez).

One-step IgG mAb

@ «— Tumor

-

Two -step Bs mAb
Figure 13. Autoradiographies d’une souris ayant une tumeur NCI-H69 obtenues 48h aprés injection soit d’'un
marquage direct d’un AcM (1251) N1KNBL1 (A) ; soit par un systéme en deux temps (B) : injection du bsmAb
NK1NBL1 x 679 puis de I'hapténe bivalent radiomarqué (125) di-HSG.

La technique AES a également été testée lors de plusieurs études cliniques
dans le cancer pulmonaire a petites cellules et dans le cancer médullaire de la
thyroide (CMT) grace au systéme bsmAb anti-ACE x anti-DTPA-""'In (F6 x 734) et
I'hapténe bivalent di-DTPA-tyrosine-lysine marqué a I'indium-111 pour le diagnostic
et a l'iode-131 pour la thérapie (Barbet J, et al. 1999 ; Vuillez JP, et al. 1999 ;
Kraeber-Bodéré F, et al. 1999). Les résultats de ces essais sont encourageants. On
observe une stabilisation des marqueurs biologiques et de la croissance tumorale.
La toxicité est essentiellement hématologique.
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[.5.4. Limites de la RIT dans les tumeurs solides et intérét des vecteurs
colloidaux.

L’avenir de la RIT dans les tumeurs solides peut étre assuré par des
thérapeutiques utilisant des systémes a multi-étapes qui diminuent fortement la
toxicité du traitement. Toutefois, la RIT se limite pour I'instant aux cibles de petite
taille. Les techniques de préciblage comme I'AES ont démontré un effet positif quant
a l'irradiation des tissus sains mais sans accroitre la fixation tumorale par rapport a
un ciblage direct (Gautherot E, et al. 2000). La quantité que I'on peut fixer par
hapténe (activité spécifique ~ 70 MBg/nmol) constitue un des facteurs limitants du
systeme AES.

L’utilisation de vecteurs colloidaux, tels que les liposomes ou les nanocapsules
lipidiques, permettrait de vectoriser de plus fortes activités de radionucléides soit par
inclusion dans la membrane lipidique soit par encapsulation interne. En ce qui
concerne les liposomes, vecteurs colloidaux a coeur hydrophile, la recherche est
plus avancée. Différents travaux ont été effectués sur I'encapsulation de
radionucléides essentiellement a des fins diagnostiques (Proffitt RT, et al. 1983 ;
Phillips WT, et al. 1999 ; Harrington KJ, et al. 2002). Un systéme analogue a 'AES a
été développé par Cao et Suresh (Cao Y, et al. 2000) en utilisant un bsmAb 174H.64
x anti-biotin, les liposomes présentant a leur surface de la biotine et étant marqué
par le complexe *"Tc-DTPA. Actuellement, des méthodes de marquages a des fins
thérapeutiques (Mougin-Degraef M, et al. 2006) et des travaux de ciblage utilisant le
bsmAb anti-ACE x anti-DTPA-""In (hMN14 x 734 ; Fab’ x Fab’) sont en cours
d’optimisation et semblent donner des résultats encourageants.

Concernant les nanocapsules lipidiques, vecteurs colloidaux a cceur lipidique, la
recherche est plus récente. Ces nanocapsules lipidiques ont été développées
récemment par I'équipe du Professeur Jean-Pierre Benoit (Heurtault B, et al. 2000 ;
2002a ; 2002b ; 2003a ; 2003b). Quelques travaux de radiomarquages par
incorporation de complexes lipophiles au **™Tc pour I'imagerie et au '®®Re pour la
thérapie ont montré la faisabilité de ce type de marquage (Cahouet A, et al. 2002 ;
Ballot S, et al. 2006). Comme pour les liposomes, il serait envisageable d'utiliser les
nanocapsules lipidiques a visée thérapeutique et de les inclure dans un systéme de
ciblage en deux temps. L’intérét de I'utilisation des nanocapsules lipidiques en plus
des liposomes pour la RIT est de se servir d’un outil aux propriétés différentes
(formulations ; incorporation de radionucléides ; comportement in vivo) ce qui
permettra ainsi de comparer les deux radiopharmaceutiques et de définir lequel
serait le mieux adapté dans telle ou telle pathologie.
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Il. LES NANOCAPSULES LIPIDIQUES

Les nanocapsules lipidiques (LNC : lipidic nanocapsule) ont été élaborées afin
de pallier au probléme d’utilisation de solvants organiques dans la formulation de
vecteurs colloidaux qui a I'état de trace peuvent étre toxiques lors de I'administration
chez ’lhomme. Elles possédent une structure hybride entre les nanocapsules
polymériques et les liposomes, du fait de son cceur lipidique enrobé par un
tensioactif qui confére a la membrane une certaine rigidité.

I1.1. Préparation des nanocapsules lipidiques.

Le procédé breveté de la formulation des nanocapsules lipidiques consiste en
une transformation, provoquée par plusieurs cycles de chauffage, d’'une émulsion
initiale huile/eau (o/w) en une émulsion eau/huile (w/0) via une zone dite d’inversion
de phase (PIZ : phase inversion zone).

11.1.1. Constitution des nanocapsules lipidiques.

Les nanocapsules lipidiques sont constitués de trois composants essentiels
illustrés Figure 14 :

- Labrafac® WL 1349, une huile composée de triglycérides a chaine
moyenne d’acides caprylique et caprique (Cg et C1o).

- Lipoid® S75-3, provenant de lécithine de soja. Il est constitué d’environ
69% de 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DSPC) et de 9%
de 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidyl éthanolamine (DSPE). Ce
constituant est un tensioactif lipophile et le seul solide dans la formulation
a température ambiante et a 37°C.

- Solutol® HS-15, est un 12-hydroxystéarate de PEG-660 qui joue le réle de
tensioactif hydrophile non ionique.

OCO—R

OCO—R = :
Labrafac® CO-R R=Grfhs: b

®
e ® X= —CH,—CH,—N(CHy)3
Lipoid co- 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphatidyicholine (DSPC)
co- crﬁ?—o o
PmO X —cH—CH—NH,
% 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
o o phosphatidyléthanolamine (DSPE)
Solutol
\/\/\/‘\/\/\/\/\/\(O
?
(PEG);5
o
NVYVW\MO
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Figure 14. Structures des différents constituants des nanocapsules lipidiques.

[1.1.2. Formulation des nanocapsules lipidiques.

Le procédé de formulation (Figure 15) a été établi en fonction de la quantité des
différents constituants et des températures devant étre appliquées pour obtenir des
nanocapsules stables. Ainsi, le procédé a été défini en deux étapes. La premiére
étape consiste a appliquer tres précisement un cycle de température sur une mixture
prédéfinie. Le mélange est obtenu par addition de quantités exactes des différents
composants Labrafac®/Lipoid®/Solutol®/H,O/NaCl. Ainsi, par agitation magnétique, la
mixture est chauffée jusqu’a une température de 85°C puis progressivement
refroidie a 60°C. Trois cycles de température (85-60-85-60-85°C) sont appliqués a la
mixture permettant d’obtenir un processus d’inversion de phase. Cette inversion de
phase se visualise par I'annulation de la conductivité de la formulation lorsque
I'’émulsion w/o se forme et se traduit visuellement par un changement d’aspect du
systeme initial (du blanc opaque au blanc translucide).

La seconde étape consiste a refroidir progressivement la température de 85°C
jusqu’a une température appelée T4 (cd : cooling dilution), qui se trouve a 1 a 3°C
du commencement de la zone de transition de phase ou PIZ (ie = 72°C). A cette
température, un choc de température irréversible est appliqué par addition d’un
volume précis d’eau a ~ 0°C. Aprés quelques minutes d’agitation permettant une
stabilisation de la température, une suspension de nanocapsules lipidiques stables
est alors obtenue.
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NaCl
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Figure 15. A. Procédé de formulation des nanocapsules lipidiques. Step | : Irois cycles de chauftage autour de Ia
température d’inversion de phase (TIP) ; Step Il : Application de la trempe (ie diminution rapide de la température) a
une température donnée (Tcd) par addition d’eau & 0°C. B. Mesure de la conductivité mettant en évidence la zone
de transition de phase (PIZ). (Heurtault B, et al. 2002a)
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[1.1.3. Caractérisation des nanocapsules lipidiques.

Une étude DSC (differential scanning calorimetry), évaluant la différence de
comportements (de I'enthalpie et de température de transition de phase) des
différents constituants seuls et associés, a permis de définir la structure des
nanocapsules lipidiques (Figure 16) (Heurtault B, et al. 2002a ; 2003b).. Le systéme
est constitué d’un ceeur lipophile, correspondant au Labrafac® libre, enrobé d’une
coque rigide de tensioactifs, mélange de Lipoid® et d’une partie de Solutol®. La
majeure partie de Solutol® est orientée vers la phase aqueuse sur la couche externe
des nanocapsules lipidiques.

Water

Figure 16. Représentation schématique des nanocapsules lipidiques constituées d’'un mélange
labrafac®/Lipoid®/Solutol®/eau/NaCl.

Les mesures de taille et d'indice de polydispersité des nanocapsules lipidiques
ont été effectuées a l'aide d’'un appareil a spectroscopie a corrélation photonique.
Celles-ci ont montré une taille moyenne des nanocapsules lipidiques de 50 nm avec
un indice de polydispersité < 0,15.

L’influence de la composition des nanocapsules sur la taille des particules a été
étudiée par Heurtault (Heurtault B, et al. 2003b). En fonction des différents facteurs
de composition (concentration en tensioactif, ration eau / huile...), une population
monodisperse de nanocapsules lipidiques peut étre prédite a 'avance. Le facteur
ayant le plus d’influence est le tensioactif hydrophile, le Solutol®. La taille des LNC
diminue quand la concentration en tensioactif augmente. Par contre, par addition
croissante de Labrafac®, |a taille des LNC augmente. La concentration en chlorure
de sodium agit également sur le procédé de formulation. Ainsi, quand la
concentration en NaCl augmente, la température d’'inversion de phase diminue. En
conséquence, pour une formulation donnée, il est possible de prédire la structure
des nanocapsules lipidiques.

11.2. Biocompatibilité des nanocapsules lipidiques.

[1.2.1. Comportement des vecteurs colloidaux en général.

Plusieurs études ont mis en évidence une élimination rapide de colloides
(CDDS : colloidal drug delivery systems) aprés leur injection dans la circulation
sanguine résultant d’'une réponse immunitaire par interaction avec le MPS
(mononuclear phagocyte system) (Puisieux F, et al. 1994 ; Stolnik S, et al. 1995) ou
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avec le systeme du complément (Passirani C, et al. 1998 ; 2005). Les colloides vont
ainsi étre rapidement éliminés de la circulation sanguine par capture par des
macrophages principalement situés au niveau du foie, de la rate, des poumons et de
la moelle osseuse. Les CDDS sont reconnus par des opsonines, protéines
plasmatiques qui facilitent la phagocytose, telles que les protéines du complément
C3b, des IgG et IgM, des fibronectines et apoliprotéines ou par les récepteurs
spécifiques ou non-spécifiques présents a la surface des macrophages.

Plusieurs facteurs physicochimiques des particules peuvent influencer cette
activation du systéme immun (Vonarbourg A, et al. 2006b) :

+ La nature des constituants. Les CDDS sont pour la majeure partie constitués de
polyméres synthétiques, tels que du poly-D,L-lactide (PLA), du poly-D,L-co-glycolide
(PLGA), polystyréne (Pst), polyméthylméthacrylate (PMMA) ou du
polyalkylcyanoacrylate (PACA), dont certains ne sont pas biocompatibles. La
présence de groupements a la surface des CDDS peut également étre un facteur
d’activation : les NH; sont connus pour activer les protéines du complément C, ; et
les OH, les protéines Ca,.

¢ La taille est un facteur important a prendre en compte. La Figure 17 schématise le
comportement de chaines polymériques présentes a la surface de CDDS de petite et
de grande taille. Ainsi, sur un CDDS de petite taille, les chaines polymériques
présentent un plus grand angle d’incurvation et par conséquent une meilleure
mobilité, ce qui va empécher la fixation de protéines du complément du type Cs.

.

raw JUERIINEE

Figure 17. Représentation schématique de l'influence de la taille des CDDS. ‘P’ = protéine ; les fleches représentent
I'angle d’incurvation des chaines polymériques (d’apres Vonarbourg A, et al. 2006b).

+ La charge électrique apparente. L'utilisation de CDDS ayant une surface neutre
ou légérement chargée permet de minimiser I'adsorption des protéines a la surface
des particules.

+ L’hydrophilie. “If you want to be invisible, look like water” (Allen TM. 1994). Les
molécules du systéme immunitaire ont une grande avidité pour les surfaces
hydrophobes. Ainsi, pour augmenter I’hydrophilie du systéme, l'introduction a la
surface de polymeéres a chaines hydrophiles peut étre envisagée. De plus,
I'hydrophilie du systéme va étre d’autant plus élevée que la taille des chaines est
grande comme le montre la Figure 18.

31



Chapitre 1.

Revue Bibliographique

B

Qil phase

Water

Figure 18. Représentation schématique de la surface de vésicules présentant des chaines polymériques
hydrophiles de tailles différentes. (d’aprés Mosqueira VCF, et al. 2001)

+ Les caractéristiques du coating. L’insertion de chaines polymériques a la
surface des CDDS peut influencer I'activation du systéme immun selon leur poids
moléculaire (plus les chaines sont longues, plus les molécules immunitaires sont
répulsées) ; leur densité (Figure 19 B) ; leur configuration spatiale (Figure 19 A/C).
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Figure 19. Représentation schématique de la surface du colloide. A. Différentes conformations possibles du coating
a la surface du colloide. B. Influence de la densité des chaines polymériques sur de grosses protéines (a) petites
protéines (b). C. Influence de la flexibilité des chaines polymériques. (d’aprés Vonarbourg A, et al. 2006b)

[1.2.2. Résultats obtenus sur les nanocapsules lipidiques.

Des études in vitro ont été menées afin de comprendre le comportement des
nanocapsules lipidiques envers le systéeme immun (Vonarbourg A, et al. 2006a)
selon la technique du CH50. L’activation du systéme du complément est testée dans
du sérum humain en mesurant la capacité d’hémolyse des molécules du
complément résiduelles aprés avoir été mise en contact au préalable avec des
nanocapsules lipidiques (Figure 20). Cette technique consiste alors a déterminer la
quantité de sérum humain capable de lyser 50% d’'une quantité fixe d’érythrocytes
de moutons sensibilisés (CH50). Ce test a montré une trés faible activation du
systéme du complément par les nanocapsules lipidiques.

Marmal serum

+
CODs

Sensibilized sheep
erythrocytes

CDDS
Sheep erythrocyte

Complement proteins

@0

Mo by of
Antibody anti-sheep erythrocyte erythrocyses

Lysls of
erythrocytes

33



Chapitre 1. Revue Bibliographique

Figure 20. Représentation schématique de la technique du CH50 mesurant I'activation du systeme du complément.
(d’apres Vonarbourg A, et al. 2006b)

Plusieurs facteurs cités précédemment, en rapport avec la structure de
nanocapsules lipidiques, peuvent expliquer les résultats obtenus par le CH50. En
effet, la présence du tensioactif hydrophile non-ionique, le Solutol®, & la surface des
nanocapsules lipidiques rend la vésicule hydrophile et par conséquent, les protéines
du complément sont peu avides. La densité élevée de la couche de PEG-660 permet
également une protection contre le processus d’opsonisation.

La taille des différentes nanocapsules lipidiques étudiées (20, 50, 100 nm)
n’influent que trés peu sur la réponse du complément.

11.3.Utilisation des nanocapsules lipidiques a visée médicale.

11.3.1. Vectorisation de médicaments.

Des études sur différents vecteurs colloidaux ont été menées depuis ces trente
derniéres années pour 'administration médicamenteuse. L’encapsulation de
médicament permet une protection efficace contre le MPS. En effet, aprés injection
intraveineuse de drogues seules, 'organisme réagit grace a son systéme
immunitaire et peut également provoquer une résistance (MDR : multi-drug
resistance) vis-a-vis du médicament ce qui diminue I'efficacité du traitement.
L’encapsulation peut également permettre une meilleure biodistribution du
médicament et d’accéder aux organes auxquels il n’a pas acces seul, comme le
cerveau ou la barriere hémato-encéphalique stoppe la plupart des drogues qui ne
sont pas suffisamment lipophiles (Kreuter J. 2001 ; Fournier E, et al. 2003).

En ce qui concerne les nanocapsules lipidiques, des travaux ont été réalisés
(Lamprecht A, et al. 2002) sur I'encapsulation d’un anti-arythmique/anti-angoreux,
I'amiodarone, qui posséde également une liste assez longue d’effets secondaires
sérieux (accumulation dans la thyroide ; philébite...). L’encapsulation dans ce cas
pourrait permettre une diminution de ces effets indésirables liés a l'injection
d’amiodarone. L’encapsulation du principe actif a été réalisée en solubilisant
'amiodarone dans un premier temps dans la phase huileuse puis en appliquant les
différents cycles de température décrits précédemment. Cette étude a montré un
taux d’encapsulation supérieur a 90% sans relargage précoce du principe actif.

Une étude plus récente a été menée sur I'animal avec des nanocapsules
lipidiques contenant de I'ibuprofen dans le traitement de la douleur (Lamprecht A, et
al. 2004). Les LNC ont montré un fort taux d’encapsulation (94-98%). Plusieurs voies
d’administration (orale et intraveineuse) ont été testées chez le rat et ont montré un
effet prolongé comparé au médicament seul. Ainsi, il a été démontré que
I'encapsulation de médicaments suffisamment lipophiles pour étre solubilisé dans le
Labrafac® est possible et permet un relargage lent et tardif de la molécule induisant
un effet prolongé (ibuprofen seul effet < 1h ; ibuprofen encapsulé effet > 2h).
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[1.3.2. Ciblage médicamenteux des tumeurs solides.

11.3.2.1. Ciblage des tumeurs solides par la chimiothérapie : données générales
obtenues par les vecteurs colloidaux.

L’intérét majeur des vecteurs colloidaux réside dans I'administration d’agents
anticancéreux pour le traitement des tumeurs solides (Drummond DC, et al. 1999 ;
Moghimi SM, et al. 2001 ; Brigger |, et al. 2002). Il a été clairement établi qu’il existe
un ciblage passif vers des tumeurs solides aprés administration intraveineuse de
particules possédant les deux caractéristiques suivantes :

- un temps de résidence plasmatique suffisamment long,
- une taille adéquate pour une extravasation optimale des sites tumoraux
(50-200 nm).

En effet, des nanoparticules de petites tailles (< 50 nm) sont rapidement
éliminées par filtration glomérulaire ou par captation via une extravasation non-
spécifique au niveau du foie ; tandis que des particules de plus grande taille (> 200
nm) sont rapidement éliminées par filtration splénique (Ishida O, et al. 1999 ;
Moghimi SM, et al. 2001).

Les vecteurs colloidaux assurent également une protection des principes actifs
anticancéreux contre le mécanisme de résistance aux drogues ou MDR. Cette
résistance est essentiellement induite par I'action d’'une protéine, la P-glycoprotéine
(P-gp), qui est surexprimée sur les cellules tumorales (Figure 21). La P-gp est
capable de sécréter hors de la cellule les xénobiotiques, généralement chargés
positivement. Cette protéine assure normalement le réle de détoxification cellulaire
contre des agents pathogénes exogénes. Par contre, lors de traitement, la P-gp va
étre un obstacle majeur pour I'efficacité du traitement, créant une chimiorésistance.
Ainsi, les nanoparticules vont permettre de masquer la charge du principe actif et
d’augmenter sa concentration intracellulaire afin d’assurer I'efficacité du traitement.

La Figure 21 schématise le processus de rejet hors de la cellule tumorale de la
doxorubicine administrée seule (A) et 'amélioration apportée par I'encapsulation de
la doxorubicine (B &C).
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Il a été démontré sur des liposomes présentant les deux caractéristiques citées
précédemment que I'encapsulation d’un anticancéreux, la doxorubicine, permettait
une accumulation au niveau de la tumeur 15 fois supérieure au taux retrouvé avec la
doxorubicine seule (Moghimi SM, et al. 2001).

11.3.2.2. Ciblage des tumeurs solides en chimiothérapie : cas des nanocapsules
lipidiques.

Concernant les nanocapsules lipidiques, la recherche s’est également axée sur
le traitement des tumeurs et a récemment fait I'objet de plusieurs publications
(Garcion E, et al. 2006 ; Lamprecht A, et al. 2006 ; Peltier S, et al. 2006). Afin de
visualiser le comportement des nanocapsules lipidiques vis-a-vis de la pompe P-gp
responsable de MDR lors de I'injection d’anticancéreux, une étude préliminaire a été
menée (Benoit JP, et al. 2004) sur des nanocapsules lipidiques encapsulant du
9MTc-methoxyisobutylisonitrile (**™Tc-MIBI), molécule lipophile chargée positivement
qui sert de substrat a la P-gp. Cette étude permettant le suivi des nanocapsules
lipidiques a été réalisée in vitro et in vivo sur des cellules de gliome exprimant
fortement la P-gp. Il a pu étre mis en évidence la capacité des LNC a inhiber I'activité
ATPase de la P-gp.

Il a ensuite été montré lors d’études récentes in vitro que I'encapsulation
d’étoposide, anticancéreux dont I'efficacité du traitement est altéré a cause du
phénoméne de résistance et notamment par action de la P-gp, a permis une
diminution significative de la croissance cellulaire sur les lignées cellulaires de
glioblastome (Lamprecht A, et al. 2006). De plus, I'effet de cytotoxicité est dépendant
de la taille des nanocapsules lipidiques (la cytotoxicité est d’autant plus importante
que les LNC sont petites).

En paralléle, une étude sur I'encapsulation de paclitaxel a été menée permettant
d’'une part la protection du principe actif envers le MDR, et d’autre part une
administration per os du principe actif pour pallier aux problémes liés a
I'administration intraveineuse (IV) des formes commerciales (Taxol®, Paxene®). En
effet, différents effets indésirables associés a I'administration 1V elle-méme
apparaissent tels que des infections liées aux cathéters, de potentielles
thromboses..., mais également des effets secondaires d’origine allergique liés a
l'injection des produits commerciaux (réactions séveres d’hypersensibilité,
vasodilatation, hypoventilations, hypotension). Il a été démontré que la présence de
I'excipient Cremophor® EL (dérivés d’huile de castor polyoxyéthylée) contribue
largement a la toxicité associée a I'injection du produit (Szebeni J, et al. 1998). Une
administration per os du paclitaxel serait intéressante dans la mesure ou les effets
indésirables d’une IV sont importants. Des essais d’administration per os de
paclitaxel ont donné des résultats peu probants (biodisponibilité < 10%). Ces
mauvais résultats sont liés d’'une part a la faible solubilité aqueuse du paclitaxel mais
également a une activité importante des pompes a P-gp présentes abondamment au
niveau du tractus intestinal. Par conséquent, une optimisation de la formulation a été
envisagée par l'utilisation des nanocapsules lipidiques pour permettre une
administration orale. L’encapsulation du paclitaxel a été obtenue avec un rendement
quasi-quantitatif (99,9%) et a permis d’augmenter chez le rat d’'un facteur 3 la
biodisponibilité du principe actif (Peltier S, et al. 2006).
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[1.3.3. Utilisation des nanocapsules lipidiques radiomarquées pour un ciblage
des tumeurs.

La particularité des vecteurs colloidaux a se fixer sur les tumeurs solides est un
point relativement intéressant qui permettrait d’améliorer le traitement en
radiothérapie ou en radioimmunothérapie. Actuellement, le développement d’'un
nouvel outil radiopharmaceutique pour la radiothérapie a été initié que tres
récemment. Des premiers travaux ont été effectués et ont montré la faisabilité du
radiomarquage des nanocapsules lipidiques par incorporation de complexes
lipophiles marqués au ®™Tc ou au "Re (Cahouet A, et al. 2002 ; Ballot S, et al.
2006). Les complexes lipophiles ont été incorporés dans la mixture avant
I'application des cycles de chauffage. L'incorporation des complexes lipophiles
9MTc-SSS ou '®8Re-SSS dans le coeur de triglycérides des nanocapsules lipidiques
est quantitative avec une faible variation de la taille. Les %z vies plasmatiques des
nanocapsules lipidiques ainsi radiomarquées ont pu étre évaluées chez le rat a 21
minutes.

Pour une utilisation future en radioimmunothérapie dans un systéme en deux
temps similaire a ce qui a été réalisé avec les liposomes par Cao et Suresh (Cao Y,
et al. 2000) en utilisant un bsmAb 174H.64 x anti-biotin, il faut absolument
augmenter le temps de résidence des nanocapsules lipidiques pour une meilleure
biodisponibilité vers la tumeur en additionnant dans la formulation des LNC des
polyméres de longue chaine.
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L’objectif de ce travail de thése est le développement d’'un nouvel outil
thérapeutique pour la radioimmunothérapie par I'utilisation de nanocapsules
lipidiques, réservoir de radionucléides, capables de cibler les cellules tumorales
spécifiquement.

L’efficacité de la radioimmunothérapie a été démontrée dans le traitement des
lymphomes. Les problémes de toxicité de la RIT, liés a I'utilisation de AcM
radiomarqués, ont été résolus en grande partie par la dissociation de la
pharmacocinétique de I'’AcM de celle du radionucléide par la création de systémes
de préciblage. Cette méthode en deux temps est une des voies envisageables pour
I'optimisation de la radioimmunothérapie dans le traitement des cancers et en
particuliers pour le traitement des tumeurs de grandes tailles. En effet, en ce qui
concerne les tumeurs solides, les résultats sont encore insuffisants : I'efficacité de la
RIT est limitée surtout par la faible quantité de radioactivité véhiculée, que ce soit
aussi bien par les AcM radiomarqués ou par les hapténes radiomarqués dans un
systéme de préciblage.

Pour résoudre ce probléme, I'utilisation de nanocapsules lipidiques
immunospécifiques radiomarquées dans un systéme de préciblage peut étre
envisagée. Ceci permettrait d’augmenter ainsi la quantité de radioactivité vectorisée
vers la tumeur, tout en diminuant la toxicité engendrée par une exposition trop
longue a la radioactivité circulante.

Les nanocapsules lipidiques sont susceptibles de remplir les différents critéres
permettant leur utilisation dans un systéme de préciblage de la RIT similaire a la
technique AES. Les LNC sont capables de véhiculer de plus fortes activités
comparées a celles couplées aux AcM ou hapténes. En effet, les nanocapsules
lipidiques peuvent transporter la radioactivité soit par encapsulation des
radionucléides dans le cceur lipidique, soit par insertion au niveau de la membrane.
En ce qui concerne le systéme de préciblage, la spécificité du ciblage peut étre
assurée par I'inclusion d’hapténes couplés au niveau de la membrane et par
I'utilisation lors du processus de RIT d’anticorps bispécifique (bsAcM), anti-Ag
tumoral/anti-hapténe. La Figure 22 schématise le systéme
tumeur/bsAcM/nanocapsule. De plus, il a été démontré auparavant que les vecteurs
colloidaux ont la capacité de se fixer sur les tumeurs solides de fagon significative.
Ainsi, en plus de cette propriété particulierement intéressante, I'insertion du systéme
nanocapsule/radionucléides dans une méthode de préciblage permettrait une
efficacité d’autant plus grande du traitement.

Afin d’optimiser la quantité de nanocapsules lipidiques radiomarquées délivrées
a la tumeur, celles-ci doivent pouvoir circuler plus longtemps dans le flux sanguin.
Pour cela, des modifications de leur formulation sont nécessaires qui permettraient
d’ajouter a leur surface des structures polymériques amphiphiles connues pour
prolonger le temps de résidence des vecteurs colloidaux. Ces structures
polymériques empéchant la reconnaissance par le MPS peuvent également diminuer
limmunoréactivité AcM/hapténe et par conséquent rendre le préciblage inefficace.
Pour pallier a ce probléme, les hapténes doivent impérativement étre situés a
I'extrémité hydrophile des chaines polymériques. Il en est de méme pour I'insertion
au niveau de la membrane d’agents chélatants puisque la présence du solutol®, qui
forme une couche protectrice a la surface, peut empécher I'accés des radionucléides
a leur cage chélatante. Ainsi, pour faciliter cet accés, les agents chélatants doivent
étre placés en bout de chaine polymérique (Figure 22).

Radionucléides

AcM bispécifique
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Figure 22. Systeme de préciblage des nanocapsules lipidiques utilisant des bsAcM.

Ce travail de thése va donc s’articuler selon différents chapitres :

1.

2.

Modifications de la formulation des nanocapsules lipidiques par
insertion des polyméres amphiphiles de différentes tailles. Pour cela, nous
allons définir quel type de polymeére est le plus approprié. Celui-ci sera utilisé
par la suite. Il sera également intéressant d’étudier I'influence de la longueur
des chaines polymériques sur la formulation.

Synthéses des différents “constructs” polymériques permettant
l'insertion des hapténes et agents chélatants.

3. Etude de faisabilité des différents radiomarquages :

¥ soit par insertion au niveau de la membrane des nanocapsules

lipidiques de “constructs” amphiphiles contenant des agents
chélatants permettant les radiomarquages avec des radionucléides
chargés positivement et les métaux tels que ""'In, *Y, **Cu/®’Cu...,
mais également a 'aide de précurseurs pour des radiomarquages en
surface a I'iode-125 pour une utilisation future en radiothérapie a
iode-131 ;

soit par incorporation dans le cceur lipidique des molécules lipophiles.
Sur ce principe, on peut ainsi insérer des complexes lipophiles au
9MTc-SSS (développés dans le chapitre 2) qui ont les mémes
comportement que leurs analogues au '**'®®Re pour la radiothérapie.
D’autres molécules lipophiles ont également été testées. Des
précurseurs aromatiques ont été radiomarqués a l'iode-125 et testés
pour leur faculté d’incorporation au sein des LNC.
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|. OPTIMISATION DE LA FORMULATION DES
NANOCAPSULES LIPIDIQUES : QUEL TYPE DE
POLYMERE UTILISER ?

La reconnaissance rapide aprés injection intraveineuse des vecteurs colloidaux
et leur capture, essentiellement par les cellules de Kupffer du foie, a suscité le
développement de “stealth” ou “long-circulating” nanovecteurs. Ainsi, des polyméres
amphiphiles d’origine naturelle ou synthétique ont été développés afin d’augmenter
la longévité et la stabilité des colloides dans le sang. Ces polyméres ont la propriété
d’'une part de s’incorporer facilement a la surface des nanoparticules grace a leur
partie hydrophobe et d’autre part de pouvoir interagir avec la solution aqueuse par
leur partie hydrophile ce qui permet une certaine furtivité de la nanoparticule vis-a-
vis de son environnement plasmatique (cf Figure 18).

Ainsi, pour que le choix du type de polymeére a utiliser par la suite soit judicieux,
nous avons dd suivre un cheminement logique et d0 répondre a plusieurs
interrogations :

% Quels sont les critéres physiques que doit avoir le polymére ?

Le candidat polymérique idéal pour I'obtention de “stealth” nanovecteurs doit
étre non-ionique, flexible, compatible avec I’eau et possédant une forte capacité
a s’hydrater. Ces différentes composantes permettent ainsi une bonne protection
contre I'adsorption des composés du milieu sanguin a leur surface. Selon la nature
du “coating” des nanoparticules formé par une couche de polymeéres, celles-ci vont
étre plus ou moins furtives et auront une activation variable des molécules du MPS.

Ainsi, une liste non exhaustive de polyméres a fait I'objet de recherches pour
I'enrobage de nanoparticules biodégradables, telles que les liposomes et des
polyesters, ou non dégradables, telles que les particules de polystyréne et de
poly(méthyl méthacrylate). Le Tableau 6 récapitule ainsi les différents vecteurs
colloidaux qui ont fait 'objet d’études in vivo.

Taille des

Nanoparticules “coating” particules Res\l,jil‘:?s in
(nm)
Liposomes Poly(ethylene glycol) (PEG), monosialoganglioside (GM;), +
phosphatidylinositol (P1), sulphatides, dextran, pullulan
Polystyréne Poloxameére-184 60 n.r
-188 60 +
-237 60 n.r
800 -
-238 60 n.r
1000 n.r
-338 60 +
75 +
100 +
800 +
-407 60 +
150 +
1000 n.r
Poloxamine-908 60 +
100 +
250 +
Poly(methyl methacrylate) Poloxamére-184 130 +
-188 130 +
-338 130 +
-407 130 +
Poloxamine-904 130 +
-908 130 +
-1508 130 +
Polysorbate-80 130 +
Polyxyethylene (23) lauryl ether (Brij 35) 130 -
Hydroxylpropyl cellulose (Klucel F) 130
Ethoxyl di(nonyl)phenol (Antarox DM 970) 130
Poly(butyl 2-cyanoacrylate) Poloxameére-338 130 +
Poloxamine-908 130 +
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Poly(B-malic acid-co-benzyl Poloxamére-188 / -407 <200 nr
malate)
Divers poloxamines (-304, -504, 704, -904, -908, -1504) <200 n.r
Poly(B-hydroxybutyrate) Poloxamére-338 + -407 <250 n.r
Poloxamine-908 <250 n.r
Nonylphénols ethoxylés (Antarox CO 970, Antarox CO 990, Antarox <250 n.r
DM 970, Gafac RE 960)
Glycérols ethoxylés (SH EO 75, SH EO 100) <250 n.r
Poly(lactic acid) Cf coating des particules au poly(p-hydroxybutyrate)
Poly(lactic acid-co-glycolic Cf coating des particules au poly(3-hydroxybutyrate)
acid) PEG 140 +
Emulsion o/w Poloxamine-908 250 +

Tableau 6. Recapitulatif des vecteurs colloidaux et de leurs types de “coating” étudiés in vivo. (d'aprés Storm G, et
al. 1995). +, protection contre le MPS observée ; -, protection contre le MPS non observée ; n.r (not reported).

D’aprés la littérature, les résultats les plus probants sont obtenus avec des
vecteurs colloidaux possédant une couche protectrice constituée de poly(éthyléne
glycol) ou de surfactants poloxamére-407, poloxamine-908 et poloxamine-1508
(Figure 23) (Storm G, et al. 1995).
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Figure 23. Structures des polyméres de “coating” dont les résultats in vivo sont les plus probants. A. Structure

générale des poloxamines ; B. Structure générale des poloxaméres ; C. Poly(éthyléne glycol) couplé & un
phospholipide.

En effet, ces résultats peuvent s’expliquer grace aux caractéristiques
structurelles des molécules. Ces polymeéres sont essentiellement constitués
d’enchainements éthyléne oxyde trés flexibles qui peuvent former avec les
molécules d’eau des liaisons hydrogéne permettant une trés bonne hydratation et
par conséquent, la formation d’une pellicule d’eau autour de la nanoparticule,
essentielle a sa furtivité (Figure 24).

"

Figure 24. Hydratation de structures du type éthyléne oxyde.

¥ Parmi ces types de polymeéres, quel mode d’enrobage est le plus
favorable ?

Pour que la stabilisation stérique liée a la présence de polyméres ait une
efficacité maximum dans le milieu plasmatique, trois aspects doivent étre pris en
compte : (1) I'ancrage des polyméres doit étre suffisamment solide ; (2) la surface de
la nanoparticule doit étre entierement recouverte ; (3) la couche polymérique doit
étre suffisamment épaisse (Storm G, et al. 1995).

Les polyméres cités précédemment ont deux modes d’enrobage de la particule
différents (Storm G, et al. 1995 ; Torchilin VP, et al. 1995). Les surfactants
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polymériques, poloxamére et poloxamine, s’accrochent a la surface des colloides
par adsorption par leur partie centrale hydrophobe (respectivement,
polyoxypropyléne ou polyoxypropyléne éthyléne diamine) ; tandis que leur partie
hydrophile polyoxyéthyléne est dirigée vers la phase aqueuse (Figure 25 A). En ce
qui concerne I'accrochage des poly(éthyléne glycol), il se fait par I'intermédiaire d’'un
phospholipide, la phosphatidyléthanolamine (Figure 25 B).

A couche hydrophile

B
PEG
Figure 25. Représentations schématiques dejn he polymérique constituée par A.
un surfactant du type poloxameére ou poloxamjne dont la partie dgh{rale adsorbe a la surface du coeur hydrophobe
)
soit par B. des chaines de PEG ancrées via uj Rolipi PE) da S\ le cceur hydrophobe du colloide.

’

hydrophobe ‘\\ ,

Les études ont montré que I'ancrage de PEG par un phospholipide était
beaucoup plus solide que I'adsorption des-surfactants poloxameéres ou poloxamines
permettant ainsi une circulation beaucoup plus longue (de I'ordre de 20 h pour les
PEG-liposomes). La stabilité de 'ancrage des PEG dépend a la fois de la longueur
des chaines alkyle hydrophobes du phospholipide mais également de la longueur de
la chaine polymérique du PEG. En effet, la stabilité est d’autant plus grande que la
longueur des chaines alkyle du phospholipide est grande ; par contre plus la chaine
PEG est longue et plus on observe une fuite du polymére. Par exemple, les chaines
palmitiques d’'un phospholipide sont insuffisantes pour fixer un polymére PEG de
'ordre de 12-15 kDa a la surface d’'un liposome. Il en résultera alors une perte
graduelle de la couche protectrice de ces liposomes et une capture par le foie et la
rate. L'importance de ces effets peut étre interprétée par un équilibre entre I'énergie
engendrée par l'interaction entre I'ancrage hydrophobe avec la membrane et
I'énergie engendrée par les mouvements de la chaine PEG dans le milieu aqueux
(Torchilin VP, et al. 1994).

% Quel type de poly(éthyléne glycol) utiliser ?

Des études se sont intéressées sur l'influence de l'insertion de différents types
de poly(éthyléne glycol) au niveau de la membrane colloidale (Torchilin VP, et al.
1995). Ainsi, il a été démontré sur des liposomes que l'insertion de molécules
comportant deux chaines PEG (PEG.-PE) induit une efficacité notable par rapport a
l'insertion de PEG-PE quand on se place a 3 mol% (respectivement, 140 min et 80
min). Par contre, a partir de 7 mol%, les effets sur la clairance sanguine des
liposomes sont pratiquement identiques (230 min).

Ces résultats peuvent s’expliquer par un recouvrement complet de la surface
des liposomes par le monoPEG, PEG-PE, a 7 mol% et par I'obtention d’'une
protection stérique maximale. A cette concentration, il ne reste plus de place pour
avoir un effet additionnel de I'excés de PEG contenu sur PEG,-PE. Par conséquent,
I'utilisation de chaines polymériques ramifiées n’apporte pas un intérét particulier par
rapport a des chaines linéaires.

En résumé, notre choix de polymeére s’est dirigé vers l'insertion de poly(éthyléne

glycol) linéaires ancrés par un phospholipide, ayant la chaine hydrophobe la plus
longue possible. |l serait intéressant de voir I'influence de la taille des PEG sur le
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comportement in vivo des nanocapsules lipidiques, par rapport au temps de
circulation sanguine ou encore sur I'influence du ciblage. En ce qui concerne le
phospholipide a employer, les meilleurs résultats obtenus sur les liposomes ont été
engendrés par I'utilisation de la distéaroylphosphatidyléthanolamine ou DSPE
(chaine hydrophobe en C4;). Dans un premier temps, les tests de formulation ont
ainsi été réalisés en utilisant les produits commerciaux (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-n-[methoxy(polyethylene glycol)-2000] ou DSPE-PEGq00-
OMe et 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-n-[methoxy(polyethylene
glycol)-5000] ou DSPE-PEGsp00-OMe).

Il. NOUVELLES FORMULATIONS DES
NANOCAPSULES LIPIDIQUES.

I1.1. Matériels

Les formulations des nanocapsules lipidiques ont été réalisées a partir de la
méthode décrite par Heurtault (Heurtault B, et al. 2000 et 2002a) et précédemment
décrite dans le chapitre 1 (11.1.2). Les trois principaux constituants des nanocapsules
lipidiques proviennent des produits commerciaux : Labrafac® WL 1349 de Gattefossé
S.A. (Saint-Priest, France) ; Lipoid® S75-3 de Lipoid® GmbH (Lubwigshafen,
Allemagne) ; Solutol® HS15 de BASF (Lubwigshafen, Allemagne). Par la suite, le
Lipoid® S75-3 a été remplacé par de la 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine (DSPC), provenant de Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne),
afin d’éviter des interactions avec la 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphatidyléthanolamine (DSPE), présente dans le Lipoid® S75-3, lors des
radiomarquages des nanocapsules lipidiques. Les tests de formulation avec les
polyméres pégylés amphiphiles ont été réalisés avec de la 1,2-distearoyl-sn-glycero-
3-phosphoethanolamine-n-[methoxy(polyethylene glycol)-2000], ou plus couramment
DSPE-PEG2q00-OMe, et de la 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-n-
[methoxy(polyethylene glycol)-5000], ou DSPE-PEGsp0-OMe. Ces deux polyméres
ont été fournis par Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL, USA). Les nanocapsules
lipidiques ont été caractérisées par mesure de la dispersion de la lumiére a l'aide
d’un nanosizer HPPS® system (Malvern Instrument S.A., UK) avec un angle fixe de
180 degrés.

11.2. Méthode conventionnelle.

11.2.1. Formulation des nanocapsules lipidiques - Résultats.

La premiére approche pour I'addition de la DSPE-PEG,p0-OMe et de la DSPE-
PEGs000-OMe a consisté a utiliser la méthode conventionnelle, c'est-a-dire d’ajouter
des quantités croissantes de polyméres a la mixture originelle et d’y appliquer les
différentes transitions de phase. Pour que la masse de la mixture reste la méme, il a
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fallu ajuster par une quantité de produits déja présents dans les nanocapsules
lipidiques natives. Nous sommes partis du principe que puisque les polymeres
amphiphiles DSPE-PEGp00-OMe et DSPE-PEGs500-OMe sont, du fait de leur
structure, un mélange 2 la fois de Solutol® (constitué de PEG 660) et de Lipoid®
(constitué principalement de DSPC (70%) et de DSPE (9%)), il est alors logique
d’utiliser ces deux constituants pour obtenir des nanocapsules lipidiques stables. Les
résultats des différentes formulations obtenus sont résumés dans les Tableaux 7 &
8. Il est important de noter que ces deux tableaux respectent I'ordre établi lors de la
pesée des composes.

Dans un premier temps, nous avons cherché a modifier uniquement la quantité
de Solutol®. Les résultats des formulations ainsi obtenues ont montré une
augmentation croissante de la taille des nanocapsules lipidiques jusqu’a ce qu’elles
ne se forment plus a partir d’'un certain taux de polymére (autour de 7% en masse de
DSPE-PEG,-OMe par rapport & la masse de Solutol®). Que ce soit avec des PEGxg00
ou des PEGsqq, les résultats suivent le méme cheminement. Les tailles sont un peu
plus grandes avec les PEGsqq0. Il est également important de noter que les
transitions de phase sont beaucoup moins nettes au fur et a mesure de I'addition
croissante des PEG.

Dans un second temps, afin d’augmenter davantage le taux de PEG, un test de
formulation a été effectué sur les deux types de polymére en enlevant complétement
le Lipoid® S 75-3 (LNC 4 et 4’) et en compensant & masse égale par de la DSPE-
PEG,-OMe. Les nanocapsules lipidiques se forment mais avec une taille importante
et surtout un indice de polydispersité peu satisfaisant.

Au final, en jouant & la fois sur le Solutol® et le Lipoid®, une formulation a été
obtenue donnant des nanocapsules lipidiques de taille de I'ordre de 110 nm et un
indice de polydispersité inférieur a 0,2.

C°”St'|t_‘f\lagts des | | NCnatives  LNC 1 LNC 2 LNC 3 LNC 4 LNC 5
®
(mg)
DSPE";E]%Z)"”OM" @ 10,5 (2,5%) 16,9 (4%) 29,6 (7% 37,5 30
L ®
Lipoid™~ S75-3 37,5 37,5 37,5 37,5 @ 15
(mg)
NaCl 44,5 44,5 44,5 44,5 44,5 44,5
(mg)
Labrafac® WL
1349 514,5 514,5 514,5 514,5 514,5 514,5
(mg)

H,0 (mi) 1,48 1,48 1,48 1,48 1,48 1,48
H,0 0°C (ml) 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
Tailles (nm) 459+0,06 552%01 63,2%0,2 ) 171+0,8 110,6 0,1

Indice de 0,05 0,08 0,09 ) 0,69 0,17

polydispersité
Tableau 7. Résultats des formulations de nanocapsules lipidiques modifiées par la DSPE-PEGyp0-OMe.
Constituants des LNC . LNC 1’ LNC 2° LNC 3’ LNC 4’ LNC 5
LNC natives C C Cc3 C C5
®
Solutol™ HS 15 423 412,5 406 393 423 415,5
(mg)
DSPE-PEGsooo-oMe
10,5 16,9 29,6 37,5 30
(mg) @
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L ®

Lipoid™~ S75-3 37,5 37,5 37,5 37,5 @ 15
(mg)
NaCl 44,5 44,5 44,5 44,5 44,5 44,5
(mg)

Labrafac® WL
1349 514,5 514,5 514,5 514,5 514,5 514,5
(mg)

H,0 (ml) 1,48 1,48 1,48 1,48 1,48 1,48
H,0 0°C (ml) 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
Tailles (nm) 459+0,06 59,8+0,34 70,8%0,2 % 182+1,0 111,3%0,2

Indice de 0,05 0,1 0,11 ) 0,72 0,15

polydispersité

Tableau 8. Résultats des formulations de nanocapsules lipidiques modifiées par DSPE-PEGsq00-OMe

A partir de ces derniéres formulations (LNC 5 & 5’), une modification, importante
par la suite, a été apportée en substituant le Lipoid® S75-3 par de la DSPC. Les
nanocapsules lipidiques ainsi formées (LNC 6 & 6’) ont des tailles inférieures a
celles obtenues précédemment (de I'ordre de 80-90 nm). Par la suite, cette
modification permettra d’éviter lors de radiomarquages, notamment avec le Bolton-
Hunter iodé, des interactions potentielles avec la fonction NH, de la DSPE présente
dans le Lipoid® S75-3.

Ces dernieres formulations (LNC 6 & 6’) ont alors été radiomarquées a l'aide
d’un complexe lipophile ®™Tc-SSS afin d’étudier leur stabilité et leur comportement
in vivo.

[1.2.2. Etude des nanocapsules lipidiques modifiées.

11.2.2.1. Radiomarquage des LNC au #"Tc.

Les nanocapsules lipidiques modifiées LNC 6 & 6’ ont été radiomarquées a
I'aide du complexe lipophile bis(perthiobenzoato)(dithiobenzoato) de technétium (lll)
ou plus couramment appelé complexe *™Tc-SSS (Figure 26 A) selon la méthode
décrite par Ballot (Ballot S, et al. 2006) sur des LNC natives. Ce complexe technétié
a été étudié par Mévellec (Mévellec F, et al. 1998 ; 2001 ; 2002 ; 2003). Des études
cristallographiques (Mévellec F, et al. 2002) ont montré que le métal se situe dans
un environnement prisme trigonal constitué par les six atomes de soufre des deux
Ii%%mds perthio- et du ligand dithiobenzoate (Fig%e 26 B).

A

S

Ph \/Slllu (:\\\\\_S\/ Ph
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Figure 26. A. Représentation du complexe bis(perthiobenzoato)(dithiobenzoato) de technétium (lI1). B. Structure
cristallagraphique du complexe (d’aprés Mévellec F, et al. 2002). Les atomes d’hydrogéne ont été omis pour plus de
clarté.

a. Synthése du complexe lipophile ®™Tc-SSS.

Le complexe technétié “SSS” est préparé a partir de [**"Tc]pertechnétate,
[*"Tc"O,]', obtenu par élution du générateur **Mo/**™Tc avec une solution de
chlorure de sodium. Dans un premier temps, un complexe intermédiaire
[®*"TcVO(gluc),] est généré in situ a l'aide d’un kit SnCl,/gluconate (Cis Bio
International-Schering) aprés 10 minutes d’agitation a température ambiante. L’ajout
d’un exceés de ligand dithiobenzoate de sodium, PhCS;Na, conduit au complexe final
dont la structure est représentée Figure 26 A, aprés 30 minutes de chauffage a
100°C.

La pureté radiochimique est ensuite contrélée par chromatographie sur couche
mince (CCM) sur gel de silice éluée par un mélange éther / CH,Cl, : 6/4. Les
plagues CCM sont ensuite révélées par un phosphorimager (445S| Molecular
Dynamics, Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France) (Figure 27). Le complexe
migre a un Rf de 0,7 ; tandis que le pertechnétate [**"Tc""O,] et I'intermédiaire
[*™TcYO(gluc),] ne migrent pas.

Figure 27. Profils chromatographiques éluant : Et,O/CH,Cl, : 6/4. (a) [*"Tc""04] (b) [ Tc"O(gluc).] (c)
[®™Tc(SsCPh),(S,CPh)].

Cette procédure nous a alors permis de faire la synthése du complexe *™Tc-
SSS avec une activité de 400 MBq.

b. Radiomarquage des nanocapsules lipidiques modifiées.

L’incorporation du complexe lipophile [*™Tc(S3CPh)(S,CPh)] a été réalisée
selon la procédure de Ballot (Ballot S, et al. 2006), par addition pendant la phase de
préparation des nanocapsules lipidiques, en substituant les 1,48 ml d’eau de la
formulation originelle par 1,48 ml d’'une solution aqueuse du complexe.

Malheureusement, plusieurs expériences consécutives utilisant cette procédure
ont montrées une perte d’activité récupérée dans la phase aqueuse. En effet, un
précipité se forme au cours de la réaction correspondant au complexe final et reste
fixé au flacon. Une partie du complexe reste néanmoins dans la phase aqueuse,
correspondant a 30% de l'activité de départ. Afin de résoudre ce probléme, une
premiére approche a consisté a faire réagir des nanocapsules lipidiques préformées
et de chauffer le mélange a 60°C permettant ainsi une incorporation du complexe
lipophile dans le cceur lipidique. Cette méthode a permis une amélioration du
rendement de marquage des LNC (60%) mais reste néanmoins insuffisante.

Ainsi, pour une récupération totale de 'activité, la solution finale a été de
redissoudre le précipité provenant du complexe [*"Tc(S;CPh),(S,CPh)] dans du
CH,Cl,. La solution organique ainsi récupérée est additionnée aux autres
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constituants des nanocapsules lipidiques. L’évaporation du CH,Cl, est considérée
comme totale lors de la premiére phase de chauffage (jusqu’a 85°C). On applique
ensuite les différents cycles de chauffage (85-60-85-60-85°C) ; puis entre 75 et
70°C, une baisse brutale de la température est engendrée par addition de 6,25 ml de
H.O a 0°C.

Les nanocapsules lipidiques ainsi formées sont ensuite dialysées pendant 1
heure (Spectra/POR, molecular weight cut-off: 50,000) permettant au complexe
lipophile non encapsulé d’étre éliminé. L’activité retrouvée dans le bain de dialyse
étant nulle, nous pouvons alors conclure que le complexe est entierement associe a
la nanocapsule lipidique. La Figure 28 montre les profils chromatographiques des
nanocapsules lipidiques LNC 6 et LNC 6’ radiomarquées au niveau de leur coeur
lipidique a I'aide du complexe [**"Tc(SsCPh),(S,CPh)]. Ces profils HPLC ont été
obtenus par colonne chromatographique & exclusion stérique, Superdex® 200
(Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France).

Figure 28. Profils HLPC de nanocapsules lipidiques modifiées et radiomarquées par le complexe lipophile
[®*™Tc(S3CPh)x(S2CPh)] obtenus a I'aide d’une colonne d’exclusion stérique Superdex® 200. Elution & 0,5 ml/min en

tam njﬂhosphate 0.1M pH 7. A. nanocapsules Iipidiqueig DSBE-PEGonn-OMe (LNC 6). B. nanocapsules
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Les nanocapsules lipidiques sont ainsi mises en contact avec du sang humain
(50 pl de LNC par ml de sang) dans un tube EDTA pour éviter une coagulation du
sang. Les tubes sont ensuite incubés a 37°C. A chaque temps (to, 30 min, 1 h, 2h,
24h), 1ml de sang est prélevé, centrifugé a 5000 rpm pendant 2 minutes. Le plasma
et le culot d’éléments figurés (globules rouges et globules blancs) sont séparés,
pesés et la radioactivité associée est comptée a 'aide d’'un compteur y (1480
WIZARD® 3”, PerkinElmer, Wallac Oy, Turku, Finland). Le plasma est ensuite filtré
sur une membrane de 0,45 ym MILLEX®-HV (Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork,
Ireland). Le plasma est injecté sur une colonne & exclusion stérique Superdex®200
(Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France) et est élué en tampon phosphate
0.1M pH 7. Du fait de la rapide décroissance de I'activité du **"Tc contenue dans
chaque échantillon de plasma, les volumes d’injection HPLC de plasma sont
variables (de 25 pl a tp jusqu’a 200 pl a 24h).
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* Résultats.

Apres centrifugation des échantillons de sang, une faible activité se retrouve
associée aux éléments figurés (<10%). Au niveau du plasma, des échanges sont
possibles entre le complexe technétié, au niveau du cceur lipidique des
nanocapsules, et des molécules complexantes présentes dans le plasma telles que
les porphyrines, ou bien par fixation sur des protéines plasmatiques telles que
'albumine. La Figure 29 représente les différents profils chromatographiques des
nanocapsules lipidiques LNC 6 et LNC 6’ radiomarquées au *™Tc en milieu
plasmatique. Ces profils HPLC ont été obtenus par colonne chromatographique a
exclusion stérique, Superdex® 200 (Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France),
éluée en tampon phosphate 0,1M pH 7. Les résultats de stabilité plasmatique sont
résumés par la Figure 30. Ainsi, jusqu’a 24 heures, la majeure partie du
radiomarquage est associée aux nanocapsules lipidiques (> 85 %).
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11.£.2.3. Resultats des etuaes In Vvivo.

Les modeles animaux utilisés pour les études de biodistribution dans des
systemes de préciblage sont d’origine murine. Pour évaluer le taux de fixation sur les
tumeurs, des cellules cancéreuses sont inoculées a des souris immunodéprimées,

les souris nude.

Une premiére expérimentation a été menée a Angers, au tout début de nos
travaux de recherche, afin d’évaluer le comportement des nanocapsules lipidiques
chez la souris balb-c par addition de DSPE-PEG000-OMe (2,5% en masse par
rapport au solutol® : LNC 1). Ainsi, des nanocapsules lipidiques natives et LNC 1 ont
été radiomarquées a l'aide du complexe technétié. 100 ul de LNC dialysées ont été
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injectés par souris (3 souris par temps). A chaque temps, les souris sont sacrifiées ;
les organes pesés et comptés. Les résultats ainsi obtenus sont retranscrits Figure

31.
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Figure 31. Résultats de biodistributions de nanocapsules lipidiques natives (A) et modifiées avec 2,5% DSPE-

PEG2000-OMe (B) chez la souris balb-c, dans les organes suivants : a : sang ; b : poumons ; ¢ : coeur ; d : estomac ;
e :intestin ; f: cerveau ; g : muscle ; h : reins ;i : rate ; j : foie. Les valeurs sont exprimées en % de la dose injectée

par gramme d’organe.

Ces premiers résultats in vivo montrent une augmentation du temps de
circulation au niveau sanguin (a 15 minutes, on a 23% de la dose injectée par g
(Dl/g) de sang pour les LNC natives contre 44% DI/g de sang pour les LNC
modifiées) ; quant aux captures hépatiques et spléniques, elles restent du méme
ordre de grandeur. Nous pouvons remarquer une fixation non négligeable au niveau
de l'intestin qui est legérement augmentée par addition de DSPE-PEG,p00-OMe dans

la formulation.

Ainsi, des études de cinétiques sanguines ont été menées sur des souris balb-c,
permettant ainsi des prélévements a chaque temps sur une méme souris. Les
formulations optimales de nanocapsules lipidiques, contenant de la DSPE-PEG2qqo-
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OMe et de la DSPE-PEGs000-OMe, ont été radiomarquées par la méthode
conventionnelle & I'aide du complexe [*™Tc(S3CPh),(S,CPh)]. 100 pl de ces LNC
dialysées sont ensuite injectés aux souris. A chaque temps, le sang des souris est
préleve dans le sinus oculaire. A la fin, les souris sont sacrifiées et exsangues. Les
résultats de cinétiques sanguines sont ainsi représentés dans la Figure 32.
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Figure 32. Cinétiques sanguines de nanocapsules lipidiques radiomarquées par [gngc(S3CPh)z(SzCPh)] et

modifiées (A) par de DSPE-PEGy0-OMe (B) par de la DSPE-PEGs0-OMe. Les valeurs sont exprimées en % de la
dose injectée par gramme de sang.

Ainsi, les résultats obtenus avec les formulations optimales selon la méthode
conventionnelle montrent, apres calculs des temps de demi-vies sanguines, une
différence significative par rapport aux nanocapsules lipidiques natives (inférieure a
30 minutes pour les natives ; 49 minutes pour les LNC DSPE-PEG2q00-OMe et 43
minutes pour les LNC DSPE-PEGs500-OMe). Les nanocapsules lipidiques contenant
de la DSPE-PEGyn00-OMe circulent plus longtemps que la formulation élaborée avec
de la DSPE-PEGs5p0-OMe. Une quantité massique maximale peut étre introduite
dans la formulation selon la méthode conventionnelle. Du point de vue molaire, on
introduit plus de DSPE-PEG,500-OMe que de DSPE-PEGs5000-OMe ce qui va
permettre un meilleur recouvrement surfacique des nanocapsules lipidiques. La
différence de longueur de poly(éthyléne glycol) de la DSPE-PEGs500-OMe ne
compense pas ce manque.

Une augmentation du temps de circulation au niveau sanguin est observée par
addition de DSPE-PEG,-OMe mais elle est relativement faible. Ainsi, une autre
méthode d’insertion de “constructs” pégylés a été envisagée permettant une
amélioration impressionnante du coating.
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11.3. Méthode dite de “post-insertion”.

Cette méthode a été décrite surtout sur les liposomes (Uster PS, et al. 1996 ;
Sou K, et al. 2000) et trés récemment sur des nanocapsules lipidiques (Hoarau D, et
al. 2004 ; Khalid MN, et al. 2006). Cette nouvelle approche consiste a insérer sur
des vésicules préformées une solution micellaire de DSPE-PEG,-OMe.

[1.3.1. Préparation des nanocapsules lipidiques par “post-insertion”.

Cette méthode nécessite plusieurs phases. La quantité désirée de DSPE-PEG,-
OMe est additionnée aux nanocapsules lipidiques. La solution ainsi obtenue est
chauffée a 60°C pendant 90 minutes en vortexant toutes les 15 minutes. On procéde
ensuite a un refroidissement brusque dans un bain de glace pendant 1 minute.

Pour éviter une trop grande dilution des nanocapsules lipidiques, nous avons
modifié [égérement la procédure en utilisant non pas une solution micellaire mais les
produits sous forme solide. Ainsi, des quantités croissantes de DSPE-PEG,-OMe ont
éteé placées dans des tubes. 1 ml de nanocapsules lipidiques natives est ensuite
ajouté dans chaque tube. Aprés I'étape de chauffage / refroidissement, des mesures
de tailles ont été effectuées. La Figure 33 résume ainsi les données obtenues par
cette méthode.

A

Taille (nm) 70 -
60

¢
40

30 A

20

0 20 40 60 80 100

B

Quantité en DSPE-PEG2000-OMe (mg/ml de LNC)

Taille (nm) 5, _

60
50
[

40 ~

30 +

20 T T T T
0 20 40 60 80 100

Quantité en DSPE-PEGso0-OMe (mg/ml de LNC)
Figure 33. Evolutions de la taille des nanocapsules lipidiques modifiées par “post-insertion” de quantités croissantes
de DSPE-PEGzooo-OMe (A) et de DSPE-PEGsooo-OMe (B)

Les résultats obtenus sont trés intéressants puisque comparés a la méthode
conventionnelle, ou I'on obtient une concentration de I'ordre de 3,4 mg / ml de LNC,
on améliore largement le taux d’insertion de DSPE-PEG,-OMe (jusqu’a 26 fois pour
la DSPE-PEG,000-OMe). Toutefois, les résultats sont différents selon la longueur de
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la chaine pégylée. En ce qui concerne la DSPE-PEG;p00-OMe, la taille des
nanocapsules lipidiques croit linéairement avec la quantité ajoutée. Par contre, avec
la DSPE-PEGs5000-OMe, on observe une croissance rapide et une saturation de la
taille. A partir du point de saturation, I'excés de DSPE-PEG5q00-OMe est insoluble et
forme un gel au fond du tube.

Ainsi, un meilleur recouvrement des nanocapsules lipidiques est obtenu avec la
DSPE-PEG,p00-OMe. Ceci peut s’expliquer par 'encombrement stérique plus
important sur la DSPE-PEGs;000-OMe qui est une barriére a l'insertion du “construct”.
Une autre hypothése peut également expliquer ce résultat. Etant donné que les PEG
sont avides d’eau, l'insertion de chaines plus longues nécessiterait une dilution des
nanocapsules lipidiques plus importante. Dans le cas d’une utilisation en
radiothérapie, cette dilution serait en défaveur de I'activité spécifique injectée.

Cependant, les résultats obtenus jusqu’a 30 mg/ml de LNC peuvent contribuer
largement a 'amélioration de la cinétique sanguine.

11.3.2. Radiomarquage au **"Tc — Résultats des stabilités sanguines.

Le radiomarquage a I'aide du complexe lipophile [**™Tc(SsCPh)(S,CPh)] a été
réalisé sur une formulation de nanocapsules lipidiques natives, selon la procédure
décrite précédemment (chapitre 2 - 11.2.2.1.). Ainsi, 400 MBq du complexe technétié
ont été ajoutés a la préparation de nanocapsules lipidiques natives par une
dissolution au préalable dans du CH,Cl,. Aprés dialyse des nanocapsules lipidiques
durant 1h, 30 mg de DSPE-PEG2q0-OMe et de DSPE-PEGs500-OMe sont ajoutés a
1ml de LNC natives radiomarquées. La procédure de “post-insertion” est appliquée
par chauffage a 60°C pendant 90 minutes et 1 minute a 0°C.

Une étude de stabilité sanguine a été menée sur ces nanocapsules lipidiques
modifiées de la méme maniére que précédemment (chapitre 2 — 11.2.2.2.). Les
résultats de stabilité sont équivalents a ceux obtenus avec la méthode
conventionnelle. Ainsi, des études in vivo pourront étre menées prochainement.

11.4. Conclusion.

De nouvelles formulations de nanocapsules lipidiques ont été mises au point
permettant I'insertion d’'une quantité importante de longues chaines poly(éthyléne
glycol) a la surface des colloides en vue de prolonger leur temps de résidence au
niveau sanguin. Afin de suivre les nanocapsules lipidiques in vivo, celles-ci ont été
radiomarquées a I'aide d’un complexe lipophile [*™Tc(SsCPh),(S,CPh)] synthétisé &
partir des réactifs fournis par I'équipe de Nicolas Noiret. Ces nouvelles formulations
ont montré une bonne stabilité sanguine et plasmatique jusqu’a 24h. Cette stabilité
ainsi établie, des études de cinétiques sanguines chez la souris ont démontré que
I'addition de telles structures polymériques en quantité relativement faible engendrait
déja une prolongation significative de la 2 vie sanguine. Des études in vivo devront
étre poursuivies sur des nanocapsules lipidiques avec une concentration plus
importante en PEG a leur surface pour ainsi confirmer ’hypothése d’'une nette
amélioration de la cinétique sanguine.
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|. SYNTHESE DU “CONSTRUCT"” INTERMEDIAIRE
DSPE-PEGN-NH..

1.1. Bréve revue bibliographique.

Depuis ces vingt derniéres années, de nombreux travaux, plus particulierement sur
les liposomes, ont été réalisés pour rendre immunospécifiques les particules
possédant des structures poly(éthyléne glycol) (Leserman LD, et al. 1980 ; Martin
FJ, et al. 1981 ; 1982). Une premiere approche a consisté a fonctionnaliser des
lipides membranaires, tels que la 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphatidyléthanolamine ou DSPE, permettant le couplage d’anticorps ou de
fragments d’anticorps directement sur la membrane des particules (Figure 34-A). Il a
été démontré que la présence de structures poly(éthyléne glycol) a la surface de
telles immunoparticules inhibe l'interaction antigéne-anticorps. Cette inhibition est
d’autant plus importante que la chaine PEG est longue (PEGs000 > PEG2000)
(Klibanov AL, et al. 1991 ; Maruyama K, 2002). Pour éviter ce probléme d’inhibition
due a I'encombrement stérique des chaines PEG, les anticorps ont été placés a
I'extrémité hydrophile des poly(éthyléne glycol) (Figure 34-B).

Figure 34. Schématisation d’immunoliposﬂmes pégylés. A. Couplage d’antit@rps directement sur la membrane des
liposomes. B. Anticorps a 'extrémité hydrophile des poly(éthyléne glycol). (d’aprés Maruyama K, 2002).

Les structures amphiphiles pégylées utilisées pour rendre furtifs les vecteurs
colloidaux (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-n-methoxy (poly
ethylene glycol) ou mMPEG-DSPE) sont inertes a toutes modifications chimiques
permettant I'introduction d’anticorps en raison du groupement méthoxy en bout de
chaine. Ainsi, pour rendre le couplage d’anticorps possible, des modifications
chimiques a partir de poly(éthyléne glycol) (HO-PEG,-OH) ont été élaborées
(Zalipsky S, et al. 1995a ; 1995b ; 1996) permettant 'obtention de molécules finales
amphiphiles réactives. Ainsi, pour faire le lien a la fois entre la structure polymérique
PEG et la partie lipophile (constituée par la 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphatidyléthanolamine ou DSPE), mais également entre le PEG et |a fonction de
couplage en bout de chaine, différents “linkers” ont été utilisés. Le Tableau 9
énumere les différentes structures synthétisées par Zalipsky qui ont permis le
couplage d’anticorps sur des liposomes.

(. ) :
X Linker A PEG @—WE

X Linker A Linker B Applications
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CH3-O

(0]

—O NH—

¥ Utilisé dans les formulations pour prolonger
le temps de circulation.
% pas de couplage possible.

HoN-

o

—0 NH—

* Rend les particules chargées positivement.
% Fonctionnalisation des chaines PEG par
réaction sur 'amine (Zalipsky S, et al. 1994 ;
1995a).

O
HoNL

>=0

—O NH—

x Couplage de I'hydrazone avec les
aldéhydes des résidus carbohydrates présents
sur les anticorps (Zalipsky S. 1993 ; 1995a).

=0

—O NH—

% Précurseur du HS-PEG-DSPE qui permet
un couplage trés efficace de I'extrémité de la
chaine PEG sur les anticorps possédant une
fonction maléimide (Allen TM, et al. 1995 ;
Zalipsky S. 1995a).

% Réaction avec les ligands ayant des —SH
pour former une liaison disulfide S-S.

X

—O NH—

% Couplage de Fab’-SH a I'extrémité de la
chaine PEG (Zalipsky S. 1995a).

%)

fo/ﬁ('\k

o

x Couplage de protéines ou d’anticorps
(Maruyama K, et al. 1995).

Tableau 9. Différentes structures PEG-lipides fonctionnalisées en bout de chaines. (Zalipsky S, et al. 1996)

En ce qui concerne le ciblage en deux temps de nanocapsules lipidiques, I'anticorps
et le radionucléide doivent étre dissociés afin de diminuer la toxicité due a une trop
longue circulation de la radioactivité (2 a 3 jours). Le ciblage vers la tumeur sera
rendu possible grace a l'introduction d’un hapténe a I'extrémité hydrophile de la
chaine poly(éthyléne glycol). Ainsi, parmi les structures décrites dans le Tableau 9,
la fonction amine est la plus intéressante du fait de sa forte réactivité vis-a-vis de
fonctions du type isothiocyanate (-N=C=S), esters activés (N-hydroxysuccinimide,
anhydride d’acide...) couramment utilisées pour le couplage d’hapténes et d’agents

chélatants.

1.2. Stratégie de synthése.

Pour obtenir I'intermédiaire DSPE-PEG,-NH,, (Figure 35), des modifications de la
structure poly(éthyléne glycol) sont nécessaires. Ces structures poly(éthyléne
glycol), de formule générale HO-CH,-(CH»-O-CH,),-CH,-OH, sont commercialisées
avec des poids moléculaires trés variés et une dispersité relativement faible (M,, /M,
<1,1). Ainsi, différentes chaines de PEG peuvent étre modifiées pour donner les
intermédiaires DSPE-PEG,-NH, correspondants. En ce qui concerne la synthése
des différents “constructs”, deux longueurs de poly(éthyléne glycol) ont été choisies
pour les études in vivo finales des nanocapsules lipidiques : PEGzg0 €t PEGsq00.

H;KQACAHVOTHV\&
(@)

H,N-PEG-DSPE

S o
‘F‘fcf,ﬁ”o)quws

Ci7Hss
(]

Figure 35. Structure de I'intermédiaire DSPE-PEG,-NH, permettant I'introduction de ligands en bout de chaine.

La premiére étape consiste tout d’abord a introduire sélectivement une amine sur
une seule position de la chaine PEG. Pour permettre une activation du groupement
hydroxy sur le c6té opposé, il est nécessaire de protéger la fonction amine au
préalable. Cette activation, généralement réalisée avec de la N,N-
disuccinimidylcarbonate, permet la création d’'une liaison carbamate, stable in vivo,
entre la fonction OH du PEG et 'amine du lipide, 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
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phosphatidyléthanolamine ou DSPE. L’étape finale dans la synthése de
l'intermédiaire consiste en la déprotection de I'amine, fonction réactive permettant
l'introduction de ligands, tels que des hapténes ou des agents chélatants, a
I'extrémité hydrophile des PEG. La Figure 36 schématise le principe de la synthése
de l'intermédiaire DSPE-PEG,-NH, a partir de poly(éthylene glycol) non
fonctionnalisés de formule générale : HO-CH,-(CH,-O-CH;),-CH,-OH.

MO~ g o

n

Introduction d'une fonction
amine protégée

ﬁ Introduction de la DSPE

RzN\{/\ o/ﬁv X\ DSPE
n H

ﬁ Déprotection de I'amine

HZN\{/\ O/ﬁ\n/ X. N DSPE

Figure 36. Stratégie de synthése de I'intermédiaire DSPE-PEG,-NH,.

D’aprés la littérature, Zalipsky a été le précurseur dans la modification de chaines
poly(éthyléne glycol) permettant sur ces chaines amphiphiles de synthése le
couplage d’anticorps ou de protéines (Zalipsky S, et al. 1993 ; 1994 ; 1995a ;

1995b ; 1996). Ainsi, il a mis au point une voie de synthése de l'intermédiaire DSPE-
PEG2000-NH; a partir de a-amino-o-hydroxy-PEG (Figure 37).

o 1B N~ ﬂroEoNoi]

2 DSC/ Pyridine

1. DSPE/ NEt3

2. HCl 4M dans Dioxane

FNAoﬁvOWNw& i?f:j“ss
HN-PEG00-DSPE

Figure 37. Synthése de la DSPE-PEG,q00-NH; décrite par Zalipsky (Zalipsky S, et al. 1993 ; 1995a) a partir de la o-
amino-o-hydroxy-PEGago.

L’ a-amino-w-hydroxy-PEGzno a été obtenu a partir du poly(éthyléne glycol)-2000

d’aprés la synthése de Furukawa (Furukawa S, et al. 1980) schématisée Figure 38.
L’introduction de la fonction amine sur la chaine polymérique a été réalisée par
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addition d’'un bon groupe partant (ici, tosyle), puis par introduction d’'une amine
masquée par un groupement phtalimide et déprotection par de I'’hydrazine
monohydrate. Les produits obtenus de chaque étape sont engagés dans la réaction
suivante sans purification. Au final, il en résulte un mélange de PEG indéterminé qui
est purifié sur une colonne chromatographique échangeuse de cations.

Ho\/%\o/{VOH
n
on TsC/Pyidine L OH 1. Pht K"/ DMF Mélange dont les
—_— proportions sont
CHO,

n n 2. NH-NH,.H,O/ CH,Cl,  indéterminées

Tso\/%\ O/{\/OTS

n
Figure 38. Synthése de a-amino-w-hydroxy-PEG (Furukawa S, et al. 1980).

Dans un premier temps, il nous a semblé intéressant de refaire cette synthése
décrite par Furukawa et Zalipsky en améliorant étape par étape les conditions de
synthése et les méthodes de purification.

1.3. Optimisation de la synthese.

1.3.1. Optimisation de la voie de synthése décrite par Zalipsky.

1.3.1.1. Premiére étape : synthese des a-amino-w-hydroxy-PEGs.

Cette premiére étape dans la synthése des “constructs” a été réalisée en paralléle a
partir des matiéres premieres disponibles dans le commerce : HO-PEG300-OH et
HO-PEGegp0-OH. Ce dernier a été choisi a défaut d’avoir le PEGsqoo correspondant
au polymére amphiphile DSPE-PEGsq00-OMe, commercialisé chez Avanti Polar Lipid
Inc. (Alabaster, AL, USA), qui a été précédemment utilisé dans les formulations de
nanocapsules lipidiques. De plus, des études de spectrométrie de masse menees
sur MALDI-TOF ont montrées une masse moyenne du polymére plus proche de
5500 que de 6000.

Cette premiére étape mime la synthése des amines primaires de Gabriel
(Ragnarsson U, et al. 1991). En effet, la séquence de réactions implique la
conversion d’'un OH terminal en un groupement tosyl, bon groupement partant, qui
permettra l'introduction de I'amine grace a une substitution nucléophile par un
groupement phtalimide suivie d’'une déprotection finale par hydrazinolyse.

Il est également important de noter que toutes les réactions concernant les PEG
doivent étre effectuées dans des conditions anhydres a cause de la forte avidité des
PEG pour I'eau ce qui va diminuer les rendements de réactions.

a) Etape de tosylation.

Cette premiére étape est décisive pour la suite de la synthése puisqu’il faut activer
sélectivement un seul groupement hydroxyle des PEG de départ. Cette étape va
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nécessiter une purification optimale pour éviter de se retrouver avec un mélange au
final indéterminé et permettre un meilleur rendement global.

La méthode de tosylation utilisée par Furukawa (Figure 38) est relativement lente
étant données les conditions appliquées (chlorure de tosyle/pyridine/CH,Clo/reflux
pendant 22h). D’aprés la littérature, plusieurs méthodes de tosylation de groupement
hydroxyle peuvent augmenter la cinétique de la réaction par rapport a la méthode
traditionnelle en présence de pyridine. Ainsi, plusieurs essais de tosylation ont été
appliqués sur les PEGs tels que la tosylation en milieu biphasique
H>O/NaOH/CH,Cl, décrite par Fishman (Fishman A, et al. 2003). Mais la méthode
(Figure 39) qui a donné les meilleurs résultats a été rapportée par Yoshida (Yoshida
Y, et al. 1999). Cette réaction de tosylation est applicable sur des alcools primaires
et secondaires. L'avantage de cette méthode est 'augmentation de la cinétique de la
réaction tout en utilisant des conditions douces (0-5°C pendant 2h).

TsCl (1,2eq) HO\/%\O/{\/OH

NEt; (3 eq)

NMe3.HCI (0,5 eq)
o o] " fort %
CH3CN anhydre n
Tso\%\ O/{\/OT s
n

L’absence du sel de triméthylamine NMe;.HCI diminue fortement la cinétique de la
réaction. La dynamique de cette réaction s’explique certainement par un cycle
catalytique qui est décrit Figure 40. La triéthylamine NEt; neutralise le sel NMe;.HCI
pour donner la NMe;. Du fait de la plus forte basicité de la NEt; par rapport a celle de
la NMe3, I'équilibre de la réaction (a) est déplacée vers la droite. Ainsi, la NMe;
générée in situ réagit avec le chlorure de tosyle TsCI pour former le sel TsN*MesCI
qui est trés réactif.

Figure 39. Méthode de tosylation de Yoshida appliquée sur les PEGs.

(@ MesNHO +  Et3N - MesN  +  EtsN.HC
ROH MesN.HCI Et;N.HC!
ROTs TsN'Me;CI- ﬁ MesN Et;N
TsCl

Figure 40. Mécanisme possible du cycle catalytique de tosylation.

La monotosylation a été obtenue a partir des PEGyng0 €t PEGeo00, apres purification
sur colonne chromatographique sur silice (Eluant : CHCI; / MeOH : 9/1), avec des
rendements respectifs de 55% (1a) et 41% (1b) ; les produits secondaires étant
composés d’'une majorité de produits de départ et d’'une quantité minime de leurs
composés ditosylés respectifs (de I'ordre de 10%). La différence entre les deux
composés tosylés est surtout visible en RMN'*C (Figure 41).
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PEG | PEG

monotosylé ditosylé

I

—~{ % Mgév%m

Figure 41. Parties caractéristiques en RMN'®C permettant de distinguer le composé monotosylé du ditosylé.

b) Introduction de 'amine.
% Substitution nucléophile de type 2 par un groupement phtalimide.

Les conditions utilisées par Furukawa pour cette étape sont drastiques (120°C dans
le DMF) et la cinétique de la réaction est trés lente (3 jours). Afin d’augmenter la
nucléophilie du groupement phtalimide, une dissociation avec le cation potassium
doit étre réalisée. Pour cela, un éther couronne (15-crown-5), dont la cavité étant
connue pour chélater le cation K, a été utilisé pour favoriser la réaction. Les
solvants associés doivent étre apolaires et aprotiques. Ainsi, la réaction a été menée
dans I'acétonitrile anhydre.

obarfo T O oo

n 15-cromn-5 (6 €q)
CH;CN anhydre
Figure 42. Introduction de I arrlrr%/e‘lplgotegee par l'intermédiaire d’'un groupemer%l‘pr%ahmlde

Ainsi, en se plagant dans des conditions douces (température ambiante), les
produits désirés 2a et 2b ont été obtenus dans les deux cas quasi-quantitativement
apres 1h de réaction.

» Déprotection de 'amine par hydrazinolyse.
L’étape finale dans la modification de poly(éthyléne glycol) en a-amino-w-hydroxy-

PEG 3a et 3b est la déprotection du groupement phtalimide par hydrazinolyse
(Figure 43).
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©<§ v% AVOH NHNH; HO (10 &0) HZN* ﬁvm

Figure 43. Troisieme étape : hydrazmo%yse du groupement phtalimide. 8a/3b

Cette étape nécessite obligatoirement la présence d’hydrazine. En effet, le
mécanisme de la réaction de déprotection implique deux ruptures de liaisons (Figure
44). La premiére rupture est plus rapide que la seconde puisque le premier agent
acylant est une imide et le second est une amide (les amides étant presque inertes
aux substitutions nucléophiles). Cependant, 'amide réagit pour donner la
diacylhydrazide A. Ceci s’explique par le fait qu’elle réagisse dans une réaction
intramoléculaire avec un état de transition a six chainons qui est beaucoup plus
rapide qu’une réaction intermoléculaire analogue. Ainsi, une rupture de la liaison
amidique avec NH; ne serait pas réalisable dans de telles conditions puisque cela
implique une réaction intermoléculaire.

Le produit secondaire de la réaction de déprotection de la fonction amine, présente
sur les PEG, est uniquement I'’hydrazine-1,2-diacylée A et non pas I'hydrazine
diacylée B. Ceci s’explique par la délocalisation de la paire électronique du NH qui,
par conséquent, est moins réactive que celle présente sur le NH, de I'hydrazine.

o) (@)
A NH
©<<<f* Ruin  + HAN-NH Ci;NH * HNRyn
o o}
A

NHNH, NHNH, N NH,
NH an,,, NH Rp,,,,, NH Ry

'g
)

O

N-NH,

(]
B

Figure 44. Mécanisme de la déprotection de 'amine d’aprés la synthése de Gabriel d’alkylamines primaires.
Ainsi, les dérivés aminés des poly(éthyléne glycols) 3a et 3b de départ sont obtenus

quasi-quantitativement dans les deux cas aprés 6h de réaction a reflux de I'éthanol
absolu.

1.3.1.2. Introduction de la DSPE-NH..

Une fois les a-amino-w-hydroxy-PEGs 3a et 3b synthétisés, la 1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-phosphatidyléthanolamine (DSPE-NH,) est introduite selon la méthode de
Zalipsky. Pour permettre la réaction entre 'amine du phospholipide et le groupement
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hydroxyle du poly(éthyléne glycol), une protection de la fonction amine du PEG
suivie d’une activation de I'alcool primaire doivent étre réalisées au préalable. Ainsi,
selon la méthode de Zalipsky, I'agent de protection de la fonction amine utilisé est le
tert-butoxycarbonyl (Boc) pour donner les composés 4a et 4b, tandis que I'activation
de la fonction hydroxyle est assurée par la N,N-disuccinimidylcarbonate (5a/ 5b) qui
permet la création d’'une liaison carbamate lors du couplage avec la DSPE-NH,
(Figure 45).

WNA&%mlmww mﬂkvﬁm

3a/3b CHCl; anhydre 4a/ 4b
(@) (@]
N N- O-N DSC (2 éq)
éq
anhydre %
o O o
Pyridine anhydre (5 éq)
(@]
N\{/\ W%GN;XJ
5a/ 5b
DSPE-NH, (1 &q)
NEt; (3 éq)
CHCl3 anhydre

N\%ﬁv OW(N\/\G c/\‘ﬂo)kcsts

Ci7Hss

6_a/@ HC 4M (o]

Dioxane

@ H
%M%&%%ﬂvmf«wAJn%
o
72/ 7

Oj(cﬂHss
Figure 45. Couplage de la DSPE-NH; sur le a-amino-cdHhANiRRGRDSKEOie 1).
Une fois le couplage DSPE-NH, / PEG modifié réalisé (6a/ 6b), la fonction amine est
déprotégée en milieu acide. Les rendements globaux de la synthése totale des
intermédiaires DSPE-PEG,-NH, a partir des deux a-amino-o-hydroxy-PEGs (2000
et 6000) (7a et 7b) sont relativement modestes voire faibles (respectivement 28,3%
et 7,9%). De plus, a partir du moment ou le phospholipide est inséré sur la molécule,
les pics en RMN'H deviennent plus difficiles & interpréter et & quantifier dans le suivi
de réaction.

Ainsi, pour augmenter les rendements globaux des synthéses et également faciliter

leur interprétation spectroscopique, une nouvelle voie a été envisagée en
introduisant la DSPE-NH; aprés I'introduction du groupement phtalimide.
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[.3.2. Nouvelle voie de synthése de la DSPE-PEG,-NH;.

(@]

g on PR quoﬁvo\(oN;:]
2a/2b Cracanhycre 8a/ 8b ©
a,
DSPE-NH, (1 €q)
NEt3 (3 €q)
CHCl; anhydre

(]

Pht\{/\o/ﬁvoﬁf N\/\G O)kCWHss
92/ 9b %Q7H%

NH-NH,.HO (5 €q)
EtOH absolu

WN\{AO/*/OWN\/\& No)k%ms
OY%H%

7a/ 7b

Figure 46. Synthése de la DSPE-PEG,-NH, a partir du a-phtalimido-m-hydroxy-PEG, (voie 2).

A partir des a-phtalimido-w-hydroxy-PEGs (2a et 2b) dont la synthése a été
précédemment décrite, les étapes d’activation de I'’hydroxyle par la N,N-
disuccinimidylcarbonate (DSC) suivie de I'introduction de la DSPE-NH, sont menées
dans les mémes conditions que pour la premiére voie de synthése (Figure 46). La
conservation du noyau aromatique sur la chaine polymérique présente un atout
intéressant pour le suivi des réactions, surtout en spectroscopie RMN'H, puisque les
protons aromatiques sont plus déblindés par rapport aux autres protons de la
molécule. Ainsi, il est possible de valider la présence d’un phospholipide par motif
PEG par comparaison entre le nombre de protons aromatiques et ceux du
phospholipide (Figure 47). Cette méme comparaison est plus difficile avec le
“construct” DSPE-PEG,-NHBoc puisque le pic correspondant aux protons du
groupement tert-butoxycarbonyl se situe vers 1,41 ppm, trop proche du pic a 1,24
ppm des protons aliphatiques du phospholipide.
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'_J'_

'_mﬁ ﬁ;@ L

Figure 47. Spectre RMN'H (CDCl3) du “construct” DSPE-PEGao0-Pht. (Les intégrales doivent étre doublées pour
obtenir le nombre exact de protons présents sur la molécule.)
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La déprotection finale de I'amine par hydrazinolyse permet aprés précipitation dans
I'éther diéthylique I'obtention des deux intermédiaires DSPE-PEG,-NH.. Ainsi, les
rendements globaux des synthéses des intermédiaires DSPE-PEGq00-NH, (7a) et
DSPE-PEGge00-NH: (7b) en passant par la seconde voie ont été améliorés
(respectivement, 31,3% et 16,7% contre 28,3% et 7,9% pour la premiére voie de
synthése).

Les intermédiaires DSPE-PEG,00-NH. (7a) et DSPE-PEGg00-NH.2 (7b) synthétisés,
I'étape suivante est leur fonctionnalisation par couplage d’agents chélatants pour le
radiomarquage des nanocapsules lipidiques en surface et des différents hapténes
permettant le ciblage actif vers les tumeurs.

Il. FONCTIONNALISATION DES “CONSTRUCTS” DSPE-
PEGN-NH..

I1.1. Synthéses des agents chélatants.

La couche hydrophile de Solutol®, tensioactif des nanocapsules lipidiques, pouvant
étre une barriere a I'accés des radionucléides pour le radiomarquage en surface, il
semble intéressant de placer les agents chélatants a I'extrémité hydrophile des
poly(éthyléne glycol) pour les rendre plus accessibles.

Les principaux radionucléides métalliques qui seront envisagés pour des

applications futures en radioimmunothérapie sont des émetteurs [ comme I'°°Y et le
®’Cu afin d’appliquer la technique de “feux croisés” avec les nanocapsules lipidiques.
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Ainsi, plusieurs agents chélatants peuvent étre utilisés pour ce type de
radioéléments comme le DTPA-DA 10, le p-NCS-Bz-DOTA 12 ou le TE3A-NCS 13.
Il semble également intéressant d’introduire en surface des émetteurs 1, dont le
parcours est plus court mais beaucoup plus énergétiques. Ainsi, le CHXA’DTPA-
NCS 11, bon chélatant du ?"*Bi, a été proposé dans la liste des agents chélatants &
coupler. Le Tableau 10 récapitule les différents agents chélatants choisis ainsi que
les radionucléides qui leur sont associés. Le DTPA présente un double intérét
puisqu’il peut a la fois introduire de la radioactivité mais également, en étant associé
a l'indium, étre utilisé comme hapténe grace a I'anticorps bispécifique anti-ACE /
anti-DTPA-In (hMN14 / 734).

Agents chélatants Radionucléides Forme
o
o)g (o)
NI o
NN o "In Commercial
koozH
dianhydride de 'acide diéthylénetriaminepentaacétique ou
DTPA-DA 10
S B S
HO.C  COM o COH 213g; synthétisé

acide N-[(2R)-amino-3-(p-isothiocyanatophényl)-propyl]-
trans-(1S,2S)-cyclohexane-1,2-diamine-N,N’,N’,N”,N’-
penta acétigue ou CHXA”DTPA-NCS 11

COH  COH
L)
N N NEC=S 11,
[N N Ny Commercial
HO,C—'\__/ \~COH Cu

acide 2-(4-isothiocyanatobenzyl)-1,4,7,10-tetraazacyclodo-
decane-N,N’,N”,N"-tetraacétique ou p-NCS-Bz-DOTA 12

l_'OZC/\pN/\/I\FC?S

Gy

I—lOZC\/bN\/CDZH Cu synthétisé
acide 1-(2-isothiocyanatoéthyl)-4,8,11-tétraazacyclotetra

decane-N',N” N”-triacétique ou TE3A-NCS 13

L
Tableau 10. Récapitulatif des agents chélatants qui présentent un intérét pour le radiomarquage des nanocapsules
lipidiques. Les radionucléides qui seront utilisés pour la RIT sont en rouge.

Ainsi, parmi les agents chélatants, certains sont commercialisés (DTPA-DA 10 et le
p-NCS-Bz-DOTA 12) et d’autres ont été synthétisés comme le CHXA’DTPA-NCS 11
et le TE3A-NCS 13.

[1.1.1. Synthése du CHXA’DTPA-NCS 11.

Le CHXA’DTPA-NCS 11 ou l'acide N-[(2R)-amino-3-(p-isothiocyanatophényl)
propyl]-trans-(1S, 2S)-cyclohexane-1,2-diamine-N,N’,N’,N”,N"-pentaacétique est un
deérivé du DTPA qui présente de bons résultats de complexation et de stabilité in vivo
avec les radioisotopes du bismuth (Brechbiel MW, et al. 1992). Les fonctions amines
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vicinales positionnées en trans du motif cyclohexanique permettent d’augmenter la
rigidité du systeme chélatant.

Contrairement a la littérature (Brechbiel MW, et al. 1992), la synthése a été réalisée
non pas a partir de mélanges racémiques de la N-(Boc)-p-nitrophénylalanine mais a
partir de son composé énantiomériquement pur (S) et de la trans-1,2-
cyclohexanediamine (Figure 48). Certaines étapes qui posaient probléemes comme la
réduction par BH;.THF de la fonction amide pour donner le composé 19 ont été
résolues. En effet, cette réaction nécessite des conditions anhydres trés strictes
(solvant, verrerie). La solubilisation de 'amide de départ dans du THF anhydre est
également un facteur limitant pour que le complexe borane réagisse. Pour que la
réduction se fasse, I'ajout de BH;.THF se fait directement sur 'amide sous forme
solide. La fin de la réaction se visualise lorsque, par ajout du réducteur, le milieu
réactionnel arréte de mousser.

Afin d’améliorer les rendements de la N-alkylation (20), I'ajout d’iodure de potassium
a été ajouté au mélange réactionnel permettant ainsi la transformation du
BrCH,CO,tBu en son homologue iodé qui réagit plus facilement lors de la

substitution nucléophile.
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Figure 48. Synthése de I'agent chélatant CHXA’DTPA-NCS 11. (a) Boc,O (1 éq), dioxane anhydre ; (b) A,
EDC.HCI, HOBt, NMM, CHCI; anhydre ; (c) HClg, dioxane anhydre ; (d) BH3.THF (10 éq) ; HCl,, dioxane anhydre ;
(e) Br-CH,-COOtBu (10 éq), K.COs, Kl, ACN anhydre ; (f) TFA ; (g) Hz, Pd /C, MeOH ; (h) SCCI,, H,O/CHCls.
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[1.1.2. Synthése du TE3A-NCS 13.

Les polyazamacrocycles dérivant du cyclam sont de trés bons chélatants du cuivre
(Wong EH, et al. 2000 ; Boswell CA, et al. 2005). La synthése de I'acide 1-(2-
isothiocyanatoéthyl)-4,8,11-tétraazacyclotetradecane-N’,N”,N”-triacétique ou TE3A-
NCS 13 a été réalisée en cing étapes selon les travaux de Mishra (Mishra AK, et al.
1996) a partir du 1,4,8,11-tétraazacyclotetradecane 25 ou plus couramment appelé
cyclam (Figure 49). Deux voies ont été envisagées : la premiére voie étant
l'introduction dans un premier temps des trois groupements acétates de tert-butyl sur
le cycle (26) puis de I'éthylamine (27) ; a l'inverse de la premiére, la seconde voie
introduit I'éthylamine (28) puis les acétates (27). L’encombrement stérique des
groupements tert-butyl des acétates défavorise la voie 1. En effet, la réaction de la
N-Boc-2-bromoéthylamine 24 sur le cycle ne se fait pas.

Boc,O (1 éq) u
NaOH
B NH,.HBr Br A~ NTO7<
HO/ CHCl, o
23 24
Voie 1
() Brorcou () tBuOZC/\ () /\/N O7<
[NH HNj Ne,00; (106g) VO [ ] ﬁ é ] T
NH HN CHON  1auo0c N S N e tBquC\/N N oo
25 26 27
Voie 2

24 tBUOC ™
NH HN 24 NH N] TO(O7< N N Tgo7<

[ ] (0,25éq) [ BrCH,COtBuU (4 &q) [ j
NHHN™ ~ Toluéne “NHHN Na,CO; (10éq) tBuO,C N
L CH,ON N
2 2 croom |
iPrySiH
) nes ) N
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HO,C.
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Figure 49. Synthése de I'acide 1-(2-isothiocyanatoéthyl)-4,8,11-tétraazacyclotetradecane -N’,N”,N”-triacétique ou
TE3A-NCS 13.

Dans la voie 2, le cyclam monoalkylé 28 est obtenu aprés réaction du N-Boc-2-
bromoéthylamine 24 sur un excés de cyclam. Le produit monoalkylé est séparé du
composé de départ et des produits secondaires (dialkylé et trialkylé) par plusieurs
extractions successives : eau/ toluéne puis eau/CH,Cl,. Cette méthode d’extraction
permet alors d’obtenir le produit monoalkylé 28 pur dans la phase CH,CI, avec un
rendement de 86%. L’étape suivante d’alkylation par I'acétate de tert-butyl est alors
réalisable et le produit correspondant 27 est obtenu avec un rendement de 96%. La
déprotection des acides et de I'amine est réalisée en milieu acide fort (CF;CO,H /
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iPr3SiH). Pour permettre le couplage sur la DSPE-PEG-NH,, la fonction amine est
enfin transformée en isothiocyanate par réaction avec le thiophosgéne.

Comme nous I'avons vu paragraphe I.1, pour permettre la vectorisation des
nanocapsules lipidiques, les hapténes doivent étre synthétisés et activés pour étre
couplés aux intermédiaires DSPE-PEG2p00-NH2 et DSPE-PEGegpoo-NH..

I1.2. Synthése des différents haptenes.

Le ciblage en deux temps peut étre envisagé avec plusieurs hapténes puisqu’il
existe des anticorps bispécifiques qui leur sont associés. Les différents hapténes et
leur anticorps associés anti-ACE/ anti-hapténes sont résumés dans le Tableau 11.

Haptenes activés Haptenes couplés ::srgﬁi%
o
o) (o]
At % L NCQ'%T'(SHQW hMN14/734
X 72N
o Lo
COH In-DTPA-NH-Ligand
DTPA-DA 10
NO, o g NO, o
o N loend F6/265.5
ON 5 ON . '
DNP-cap-CO-NHS 30 DNP- cap -CO-NH-Ligand
2 H H H
N NEC=S N N—ligand
NT V\A? T NNN V\? ¢ hMN14/679
O
HSGL-NCS 31 HSGL-NH-Ligand

Tableau 11. Résumé des différents hapténes utilisés et de leur anticorps associé.

[1.2.1. Synthése de I'hapténe DNP-cap-CO-NHS 30.

L’hapténe activé sous forme d’ester N-hydroxysuccinimidyl-6-(2,4-
dinitrophénylamino)-caproate ou DNP-cap-CO-NHS 30 a été synthétisé a partir de
sa forme acide 32 par réaction avec le N,N,N’,N-tétraméthyl-O-(N-succinimidyl)-
uronium tétrafluoroborate 33 ou plus couramment appelé TSTU. Cette méthode
permet d’obtenir quantitativement le produit désiré quasi-instantanément.
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Figure 50. Synthése de I'ester N-hydroxysuccinimidyl-6-(2,4-dinitrophénylamino)-caproate ou DNP-cap-CO-NHS 30.

[1.2.2. Synthése de I'haptene HSGL-NCS 31.

La synthése de l'isothiocyanate de la N-[1-(histaminosuccinylglycyl) lysinate d’éthyle
ou HSGL-NCS 31 a été réalisée d’aprés les travaux réalisés par Benoist et
Morandeau (Benoist E, 1997 ; Morandeau L, 2001 ; Morandeau L, et al. 2005) a
partir de I'histamine 34 et de la N-[1-(benzyloxycarbonyl) lysine 40. Le couplage des
différents acides aminés est possible grace a une suite de protections /
déprotections. La fonction amine terminale présente sur la glycine, devant servir au
couplage sur l'intermédiaire DSPE-PEG,-NH, est protégée par un groupement
protecteur (benzyloxycarbonyl). Ce groupement protecteur est inerte aux conditions
acides de déprotection du groupement Boc, permettant ainsi la réaction de couplage
peptidique a partir d’'une seule fonction amine. La protection de 'amine terminale est
levée au final par hydrogénation catalytique.

11.2.2.1. Synthése du motif HS 36.

L’acide 4-histamidylsuccinique 36 est obtenu par substitution nucléophile de la
fonction amine de 'histamine sur I'anhydride succinique 35 avec un rendement de
82% (Figure 51).

0
O 35
NH, <io(ze’n) N i
o ding — WY NOH

=N DMVF anhydre =N o
Figure 51. Synthése de I'acide 4-hi3amidylsuccinique 36. 36

Cet intermédiaire 36 est utilisé par la suite pour le couplage peptidique avec I'amine
du motif GL 40.

11.2.2.2. Synthése du motif GL 40.

La synthése du motif GL 40 est réalisée a partir de la N-[1-(benzyloxycarbonyl) lysine
37. Quelques modifications dans le protocole de synthése décrit par Morandeau
(Morandeau L, et al. 2005) ont été apportées afin d’optimiser cette synthése (Figure
52). Ainsi, la premiére étape consiste en une estérification de I'acide présent sur la
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N-[1-(benzyloxycarbonyl) lysine 37. L’amine sous forme ammonium dans de telles
conditions acides est neutralisée par Na,COs. Le produit correspondant 38 est alors
obtenu quasi-quantitativement. La seconde étape est un couplage peptidique entre
I'ester d’éthyle de la CBz-Lysine 38 et la N-(Boc)-Glycine en présence de N-
hydroxybenzotriazole (HOBt)/ hydrochlorure de N-éthyl-N’-(3-diméthylaminopropyl) -
carbodiimide (EDC.HCI)/ N-méthylmorpholine (NMM). Cette méthode permet
I'obtention du produit 39 de maniére quantitative contrairement a I'ancienne
technique de couplage faisant réagir I'ester de paranitrophénol de la N-(Boc)-lysine.
L’amine du motif GL 40 est enfin déprotégée en milieu acide fort pour le couplage
final HSGL.

H H
HN N o\/© HOlg), EtOH HN N o\/©
\/\/\g To( Q) > \/\1 T
HOz oo 38

37 N-(Boc)-Glycine (0,9 éq)

NMM (1,5 éq)
HOBt (1,5 &q)
EDC.HCI (1,5 &q)

H T H
N N NHCBz CF,COH >L O)k H/ﬁf N NHCBz
(@] N o O N o

Figure 52. Synthése de lagg)ycyl-N-1-(benzyloxycarbonyl) lysinate d’éthyle 40. 39

CHCl3

11.2.2.3. Synthese du motif HSGL.

Le couplage peptidique final donnant accés au motif HSGL est réalisé a partir des
motifs HS (composé 36) et GL (composé 40) dans les mémes conditions que celles
décrites précédemment (HOBY/EDC.HCI/NMM). Le composé issu du couplage
peptidique est obtenu avec un rendement de 79% contre 59% par la méthode
utilisant le DCC et le paranitrophénol. L’amine de I'hapténe final HSGL-NH, 42 est
ensuite déprotégée quantitativement par hydrogénation catalytique du groupement
benzyloxycarbonyl.
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Figure 53. Synthése de I'isothiocyanate de la Rl (histaminosuccinylglycyl) lysinate d’éthyle ou HSGL-NCS 31.

Pour permettre le couplage sur l'intermédiaire DSPE-PEG,-NH,, une transformation
de la fonction amine de 'hapténe HSGL-NH, 42 est réalisée par réaction avec le
thiophosgéne pour donner son homologue isothiocyanate HSGL-NCS 31.

Les synthéses des différents agents chélatants et hapténes ainsi réalisées, I'étape
finale dans la synthése des “constructs” est le couplage de ces molécules
préalablement activées avec les intermédiaires DSPE-PEG,p00-NH,> 7a et DSPE-
PEGeo00-NH: 7b.

11.3. Synthéses des “constructs” finaux.

Les couplages entre les intermédiaires DSPE-PEGyq00-NH, 7a et DSPE-PEGggoo-NH>
7b et les ligands (agents chélatants bifonctionnels (BCA) et hapténes) ont été
réalisés en présence de triethylamine. La Figure 54 représente la réaction générale
entre I'intermédiaire aminé et les différents ligands activés par une fonction
isothiocyanate, anhydride ou ester N-hydroxysuccinimidyle. Un excés de ligands (5
€q) a été ainsi ajouté au milieu réactionnel pour saturer les motifs polymériques. Les
réactions sont généralement réalisées en milieu chloroformique anhydre. Mais dans
le cas des agents chélatants, une solubilisation au préalable des BCA dans un
minimum de DMSO a chaud s’impose avant I'addition de la DSPE-PEG,-NH,, en
solution dans le CHCI;. L’intérét des structures poly(éthyléne glycol) de longue
chaine est leur capacité a précipiter dans I'éther diéthylique ce qui permet assez
facilement de purifier les produits par cette méthode de précipitation.
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Figure 54. Réaction générale de couplage entre les intermédiaires DSPE-PEG,-NH, 7a/7b et les différents ligands.

En résumé, plusieurs molécules polymériques de longueur différentes ont été
élaborées soit pour permettre un radiomarquage en surface des nanocapsules
lipidiques avec des radionucléides de type métallique ; soit pour permettre une
vectorisation future du matériel colloidal dans des protocoles de RIT utilisant le
systéme en deux temps. Ainsi, pour une longueur de poly(éthyléne glycol) donnée,
nous avons acces a quatre “constructs” chélatants et trois “constructs” hapténes,
dont un, le “construct” DSPE-PEG,-DTPA, sert a la fois comme chélatant et comme
hapténe lorsqu’il est couplé avec I'indium (Figure 55).
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CHAPITRE 4. DIFFERENTES VOIES DE
RADIOMARQUAGE DES NANOCAPSULES
LIPIDIQUES.
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Chapitre 4. Différentes voies de radiomarquage des nanocapsules lipidiques

Ce chapitre développe différentes techniques de radiomarquages des nanocapsules
lipidiques soit en surface par I'utilisation de “constructs” hydrophiles ; soit au niveau
du cceur lipidique par incorporation de précurseurs lipophiles radiomarqués. Pour
des raisons de compréhensions, il nous est apparu plus approprié de présenter
chaque technique de radiomarquages sous la forme rédactionnelle du type
protocole/résultats/conclusion.

|. ETUDE DE LA FAISABILITE DE RADIOMARQUAGES
EN SURFACE.

Différents radiomarquages en surface peuvent étre envisagés par I'utilisation des
“constructs” de synthése. En effet, les “constructs” chélatants peuvent permettre
lintroduction de radionucléides métalliques du type : ""'In, *°Y, ¥’Cu, #*Bi... Il est
également envisageable d’introduire des radionucléides tels que "%l et "*'| par
réaction sur les intermédiaires DSPE-PEG,-NH, 7a et 7b de précurseurs
prosthétiques du type Bolton-Hunter.

Afin d’étudier la faisabilité de ces radiomarquages a la surface des nanocapsules
lipidiques, les travaux décrits dans les paragraphes suivants ont été menés par
I'utilisation des “constructs” PEGaq. Les radionucléides qui ont été testés sur les
nanocapsules lipidiques sont des émetteurs ] utilisés couramment au laboratoire,
c'est-a-dire '""In et '®I. Leurs comportements chimiques vis-a-vis des agents
chélatants pour '"'In et des précurseurs pour '*°| permettent une extrapolation sur
des radionucléides utilisés en thérapie (respectivement *°Y et ™*|).

I.1. Radiomarquages des nanocapsules lipidiques a I'indium-111.

[.1.1. Protocole de radiomarquage.

Avant de procéder au radiomarquage a I'indium-111, une préparation au préalable
des nanocapsules lipidiques est nécessaire. Trois types de nanocapsules lipidiques
ont été préparés pour le radiomarquage selon la méthode de “post-insertion” : LNC +
DSPE-PEG3000-DTPA 43a (tube 1) ; LNC + DSPE-PEG,000-CHXA’DTPA 44a (tube
2) ; LNC + DSPE-PEG2000-DOTA 45a (tube 3).

Dans un premier temps, des nanocapsules lipidiques natives ont été préparées
selon la méthode habituelle décrite dans le chapitre 2 (II-2). Pour que le
radiomarquage a I'indium-111 puisse étre réalisé, une dialyse des nanocapsules
lipidiques natives a été réalisée au préalable en tampon acétate 0,1M a pH 5,5
durant 2h. En effet, le radiomarquage a 'indium-111 doit s’effectuer en milieu
legeérement acide (pH entre 5 et 6) pour éviter la formation d’hydroxydes insolubles
et pour permettre la complexation. Le tampon a été préalablement traité par une
résine échangeuse de cations (chélex) afin d’éliminer toutes traces métalliques dans
le tampon. La chélex est une résine permettant de complexer les métaux
“‘contaminants” du milieu de marquage.
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Dans une seconde étape, I'addition des poly(éthyléne glycol)-2000 sur les
nanocapsules lipidiques préformées a été appliquée. Ainsi, dans chaque tube, des
quantités de “constructs” chélatants de synthése et de produit commercial DSPE-
PEG3000-OMe sont ajoutées a 1 ml de nanocapsules natives préformées. Une étape
de chauffage a 60°C pendant 90 minutes a ensuite été appliquée en vortexant toutes
les 15 minutes, suivie d’un refroidissement brutal dans un bain de glace pendant 1
minute.

Dans un troisieme temps, le radiomarquage des nanocapsules lipidiques est
effectué par addition de ""'InCl; avec entraineur. Ainsi, une trace de '"'InCl5,
correspondant a une activité de 3,7 MBq, et 4 équivalents d’'indium froid par rapport
au nombre de moles ajoutées en DSPE-PEG,00-BCA sont ajoutés dans chaque
tube. La trace de ""'InCl; en présence d’entraineur va alors refléter le comportement
de l'indium total qui sera ajouté au milieu.

Le Tableau 12 récapitule les quantités ajoutées dans chaque tube permettant ainsi
le radiomarquage a l'indium-111 des nanocapsules lipidiques.

Tableau 12. Récapitulatif des quantités ajoutées dans chaque tube pour 1 ml de nanocapsules lipidiques natives.

Tube 1 Tube 2 Tube 3

DSPE-PEG,p0-BCA | 4,2mg (1,33 Omol) | 4,1 mg (1,22 Omol) | 3,9 mg (1,17 Omol)

DSPE-PEG00-OMe 29 mg 28,5 mg 31 mg
InCl; froid 5,32 [Umol 4,88 [Imol 2,34 [Imol
Macl 0,09 nmol 0,09 nmol 0,09 nmol
3 (3,7 MBq) (3,7 MBq) (3,7 MBq)

Apres 2h d’incubation a température ambiante, une purification des nanocapsules
lipidiques sur colonne de gel filtration Sephadex®G25 est effectuée par dép6t de 500
01 du mélange réactionnel puis élution en tampon phosphate 0,1 M pH 7,0. Des
fractions de 0,5 ml sont collectées et 10 LIl de chaque fraction d’élution sont comptés
a l'aide d’'un compteur gamma (1480 WIZARD® 3”, PerkinElmer, Wallac Oy, Turku,
Finland).

[.1.2. Résultats.

Les résultats des radiomarquages des trois types de nanocapsules lipidiques
montrent une saturation compléte des sites de chélation. Pour chaque cas, on
retrouve ainsi ¥4 de la radioactivité associée aux nanocapsules lipidiques ; les % de
la radioactivité restants correspondant a I'excés de InCls.

La Figure 56 représente les profils d’élution sur Sephadex® G25 d’une solution de
InCl; + ""InCl; (trace) témoin et d’une solution type contenant le mélange
réactionnel LNC DSPE-PEG,000-DTPA 43a + 4 équivalents de InCls.
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Figure 56. Profils d’élution sur Sephadex® G25 d’'une solution d’'indium-111 témoin et d’'une solution mettant en
présence des nanocapsules lipidiques DSPE-PEGyy0-BCA et 4 équivalents InCl;.

D’aprés la Figure 56, nous pouvons ainsi dire que 1 équivalent d’agent chélatant a la
surface des nanocapsules lipidiques est nécessaire pour chélater 1 équivalent
d’InCls.

Une analyse plus fine sur HPLC & exclusion stérique Superdex® 200 a été réalisée
afin de confirmer l'intégrité de I'association nanocapsules lipidiques-indium. Ainsi,
aprés la premiére purification sur Sephadex® G-25, une injection de 50 [l de la 7°™
fraction (volume d’élution a 3,5 ml) sur la colonne HPLC. La Figure 57 représente les
profils HPLC correspondant aux trois types de nanocapsules lipidiques

radiomarquées (B, C, D).
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a0y

Figure 57. Profils HPLC sur Superdex®200 éluée en tampon phosphate 0,1M pH 7,0 a 0,7 ml/min mettant en
évidence le radiomarquage en surface des nanocapsules lipidiques a I'indium-111.

[.1.3. Discussion.

Les trois profils HPLC (B, C, D) confirment ainsi le radiomarquage des
nanocapsules lipidiques a I'indium-111. Il est a noter la présence d’un second pic a
32 minutes correspondant a du chlorure d’indium libre. Ceci peut s’expliquer par le
fait du chevauchement lors de la purification sur Sephadex® G-25 (Figure 56) du pic
correspondant aux nanocapsules lipidiques radiomarquées et du pic du chlorure
d’indium en exceés. La purification sur Sephadex® G-25 est une méthode rapide de
séparation mais en présence d’excés d’'InCl; ne permet pas une purification
compléte. L'utilisation de ce type de colonnes de séparation est efficace lorsque I'on
se place a I'équivalence agent chélatant/indium ou a défaut d’'indium. Ce type de
colonnes de séparation permet également une purification de quantités plus
importantes de nanocapsules lipidiques comparé a la Superdex® 200.

En revanche, en ce qui concerne les résultats obtenus avec les nanocapsules
lipidiques radiomarquées a l'indium-111 par I'intermédiaire du “construct” DSPE-
PEG2000-DOTA 45a, le spectre HPLC est peu satisfaisant en raison de I'obtention
d’'un double pic. Une mauvaise insertion au niveau de la membrane des
nanocapsules lipidiques peut en étre la raison majeure. En effet, une étude de
stabilité en tampon phosphate a été menée jusqu’a 3 jours sur les LNC purifiées et a
montré des profils HPLC identiques a ceux obtenus précédemment ce qui peut
s’interpréter non pas par une mauvaise stabilité du systéme mais plutdt par un
probléme de constitution des nanocapsules lipidiques. Il est possible qu'une
population micellaire, engendrée par une mauvaise insertion du “construct” DSPE-
PEG2000-DOTA 45a, soit présente en plus des nanocapsules lipidiques
radiomarquées.

En conclusion de cette technique, les nanocapsules lipidiques ont pu étre
radiomarquées facilement a I'indium-111. Le radiomarquage a montré une
équimolarité entre 'agent chélatant et le chlorure d’indium ce qui n’est pas le cas
pour les liposomes (Mougin-Degraef M, 2005). En effet, des travaux de
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radiomarquage a I'indium-111 ont été réalisés sur des liposomes présentant a leur
surface des motifs DTPA en bout de phospholipide (DMPE-DTPA pour 1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidyléthanolamine-DTPA). Il a été démontré que les
conditions de radiomarquage a I'indium-111 optimum sont obtenues avec 10
équivalents de DTPA par rapport a InCl;. Ce résultat s’explique par 'agencement
des liposomes en bicouche lipidique. En effet, la molécule chélatante DMPE-DTPA
peut a la fois se diriger vers le milieu extérieur mais également se tourner vers son
cceur aqueux. Ce n’est pas le cas pour les nanocapsules lipidiques puisqu’il n’existe
gu’une seule possibilité d’insertion. Cette caractéristique pourrait ainsi permettre,
lors de futurs travaux, d’obtenir des activités spécifiques plus importantes que celles
obtenues avec les liposomes.

1.2. Radiomarquages des nanocapsules lipidiques a l'iode-125.

Deux méthodes de radiomarquages a I'iode-125 ont été envisagées sur les
nanocapsules lipidiques. La premiére méthode est un marquage direct sur des
nanocapsules lipidiques présentant a leur surface I'intermédiaire DSPE-PEG,p90-NH,
7a. Ce radiomarquage est assuré par le sulfo-Bolton-Hunter, forme hydrosoluble du
Bolton-Hunter. Ainsi, seules les fonctions réactives en surface réagiront avec le
précurseur. |l N’y aura pas d’incorporation possible au niveau du cceur lipophile des
nanocapsules lipidiques.

La seconde méthode est un marquage indirect qui consiste en la réaction du Bolton-
Hunter préalablement radiomarqué sur l'intermédiaire DSPE-PEGoq-NH> 7a en
milieu organique. Aprés purification du produit de couplage, une insertion du
“construct” radiomarqué au niveau de la membrane des nanocapsules lipidiques est
induite par la méthode de “post-insertion”.

[.2.1. 1ére méthode : radiomarquage direct.

1.2.1.1. Protocole de radiomarquage.

Cette premiére méthode de radiomarquage a l'iode consiste a faire réagir I'analogue
hydrosoluble du Bolton-Hunter, le sulfo-Bolton-Hunter ou SBH, radiomarqué a l'iode-
125 50 sur la fonction NH; du “construct” DSPE-PEG;,00-NH, 7a préalablement
inséré au niveau de la membrane des nanocapsules lipidiques.

Ainsi, une premiére étape consiste a radiomarquer le précurseur (Figure 58) en
présence d’'un oxydant, la chloramine T.

o) 125| o)
Z ﬁ< o Na'?3| (0,04 nmol) >: % o
O%j Chloramine T O’/;j/

HOsS 129 HO5S

Figure 58. Schéma de radiosy‘*ﬂhése du sulfo-Bolton-Hunter iodé 50. 50

Ainsi, dans un tube, les différents composants de la réaction sont placés
successivement :
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- 10 UJI d’'une solution de chloramine T a 5 mg/ml (220 nmol) en tampon
phosphate 0,1M pH 7,0.

- 3,7 MBq de Na'®| (0,04 nmol).

- 1 0l d'une solution a 5,5 [Imol/ml de SBH 49 dans du DMSO (5,5 nmol).

- 10 Ul d'une solution de métabisulfite de sodium a 12 mg/ml (0,63 [imol) en
tampon phosphate 0,1M pH 7,0.

La faible quantité d’iode-125 introduite dans le mélange réactionnel va servir de
traceur. En considérant que le SBH radiomarqué 50 et le SBH froid 49 réagissent de
la méme maniére, cela va permettre de suivre la réaction du SBH total vis-a-vis du
substrat aminé présent sur les nanocapsules lipidiques.

Le précurseur est alors séparé de l'iode libre par chromatographie en phase inverse
(C+g) sur une colonne Sep-Pak® (Millipore, France) éluée a I'aide d’un gradient
H>O/TFA 0,05% et MeOH. La pureté radiochimique est ensuite contrélée sur
chromatographie sur couche mince en utilisant comme éluant le mélange
CHCI3/AcOEt (1:1 v/v). La plague CCM radioactive est ensuite révélée a I'aide d’'un
phosphor-imager (445S| Molecular Dynamics, Amersham Pharmacia, Biotech,
Orsay, France). Le rendement de marquage est calculé a I'aide d’'un compteur
gamma, en rapportant I'activité récupérée dans les fractions purifiées du réactif
radio-iodé a I'activité totale déposée sur la Sep-Pak®. Les fractions purifiées de SBH-
125 sont alors rassemblées et le solvant est évaporé a sec par un courant d’azote.
Ce protocole de marquage est réitéré dans trois tubes différents pour tester
I'évolution de la réaction de couplage induite par 'augmentation du nombre
d’équivalents de SBH-"?| 50 par rapport & la DSPE-PEG,qg,-NH,, 7a.

Parallélement, une formulation de nanocapsules lipidiques contenant 5 mg de
DSPE-PEG3000-NH, 7a par ml de LNC (soit 0,2 [Imol/ml) a été préparée selon la
méthode de “post-insertion”. Cette préparation a été obtenue a partir de
nanocapsules lipidiques natives préalablement dialysée en tampon HEPES 0,1M pH
8,0. Afin d’éviter toute interaction avec d’autres molécules aminées, la formulation de
nanocapsules lipidiques natives a été modifiée en remplagant le Lipoid®, contenant
9% de 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidyléthanolamine (DSPE), par de la 1,2-
distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DSPC), phospholipide non réactif.

Dans les trois tubes contenant les mémes quantités de SBH iodé, différentes
guantités de nanocapsules lipidiques ont été déposées.

- Tube 1: 1 mlde LNC (0,2 [/mol de DSPE-PEG00-NH> 7a)

- Tube 2 : 0,5 ml de LNC (0,1 [lmol de DSPE-PEG3q00-NH; 7a)

-Tube 3: 0,25 ml de LNC (0,05 C_mol de DSPE-PEG2p0,-NH, 7a)

Les réactions sont incubées a température ambiante durant 30 minutes avec des
phases d’agitation a 'aide d’un vortex toutes les 5 min. 200 I des mélanges
réactionnels sont déposés sur Sephadex® G-25 permettant ainsi de séparer les
nanocapsules lipidiques radiomarquées du SBH-'?| n’ayant pas réagi. Des fractions
de 500 [l sont collectées par élution de tampon phosphate 0,1M pH 7,0. 100 [l de
la 7°™ fraction de la PD-10 contenant une solution de nanocapsules lipidiques
purifiées sont alors injectés sur colonne chromatographique Superdex® 200, éluée
en tampon phosphate 0,1M pH 7,0 a 0,5 ml/min.

1.2.1.2. Résultats.

Dans les conditions d’éluant de la chromatographie sur couche mince (CHCIs/AcOEt
(1:1 v/v)), le produit ne migre pas. Aprés récupération des fractions purifiées de
SBH-"?| et évaporation sous courant d’azote du solvant, le rendement de marquage
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est obtenu a 76%. Le précurseur radiomarqué Ainsi, dans chaque tube, I'activité
volumique est croissante :

- Tube 1:2,8 MBg/ml de LNC

- Tube 2:5,6 MBg/ml de LNC

- Tube 3:11,2 MBg/ml de LNC.

La Figure 59 représente les différents profils d’élution des trois réactions.

6E+06 — - - - - -
5E+#06 -------f{- - -~ -"-"-"-"-"-"-"-"-"-"-"-"—"-"-"—-"—"—“"—~"—~"—~—~"—~—~—~"—~ -
c S22 e 1 1t ——Tube 1
P 3,E+06 T Tube2
E+06 - - - - - - }------ - - e e e
M —+—Tube 3
2,E+06 SBH-125 seul
B S | A | = e
0,E+00 maamm

Volume d'élution (ml)

125

Figure 59. Profils d’élution sur Sephadex® G-25 de la réaction de couplage entre le SBH- "1 50 et les nanocapsules

lipidiques contenant de la DSPE-PEG;q00-NH; 7a.

Dans chaque tube, la proportion de nanocapsules lipidiques radiomarquées par
rapport a ce qui n’a pas réagit reste constante (60% de la radioactivité est associée
aux LNC et 40% de SBH-'°| n’ayant pas réagit). Ceci peut étre di & une hydrolyse
partielle lors de la réaction de couplage du SBH-'?°| en I'acide radioiodé
correspondant qui ne va donc pas réagir.

Une fois purifiées sur colonne Sephadex® G-25, les nanocapsules lipidiques
radiomarquées sont ensuite contrélées sur colonne HPLC Superdex® 200 par
injection de 100 [l de la 7°™ fraction collectée. La Figure 60 représente les profils
HPLC des nanocapsules lipidiques radiomarquées.

SBH-»1

(Satin) 0,00
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Figure 60. Profils HPLC sur Superdex®200 éluée en tampon phosphate 0,1M pH 7,0 a 0,5 ml/min mettant en
évidence le radiomarquage en surface des nanocapsules lipidiques par le sulfo-Bolton-Hunter iodé 50.

1.2.1.3. Conclusion.

Cette méthode de iodation directe permet d’obtenir un radiomarquage stable des
nanocapsules lipidiques en tampon phosphate 0,1M pH 7,0 puisque deux semaines
aprés purification du mélange réactionnel, les profils HPLC sur Superdex® 200 sont
identiques a ceux obtenus précédemment (Figure 60). Le seul probléme engendré
par ce protocole est la perte évidente de 40% de la radioactivité lors de la réaction
de couplage qui semblerait étre due a une hydrolyse partielle de I'ester succinimidyl
du SBH-"?| en son acide correspondant. Ce probléme d’hydrolyse peut étre levé par
la deuxiéeme méthode qui est réalisé en milieu organique.

[.2.2. 2éme méthode : radiomarquage indirect.

La deuxiéme méthode de radiomarquage a l'iode-125 consiste a coupler dans un
premier temps le réactif de Bolton-Hunter radioiodé sur l'intermédiaire DSPE-
PEG2000-NH2 7a en milieu organique ; puis, dans un second temps, aprés purification
du “construct” de radiomarquage DSPE-PEGy00-BH-"?°l 53, une solution micellaire
du produit de couplage est formée en milieu aqueux. Aprés addition sur des
nanocapsules lipidiques, la méthode de “post-insertion” est appliquée et va

permettre ainsi la fusion des micelles radioactives au niveau de la membrane des
LNC.

1.2.2.1. Protocole de radiomarquage.

Le Bolton-Hunter 51 a été radiomarqué a l'iode-125 en présence d’un oxydant, la
chloramine T et purifié par une méthode d’extraction (Figure 61).
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o) 125| (o)
: h( o Na'23| (0,04 nmol) >: % o
O‘Qj Chloramine T O‘Qj
51 125| 2

Figure 61. Radiosynthése a liode-125 du réactif de Bolton-Hunter 52.

Ainsi, dans un tube, les différents réactifs sont introduits successivement :
- 50 [l de tampon phosphate 0,1M pH 7,0.
- 50 Ul d'une solution de chloramine T a 4 mg/ml (880 nmol) en tampon
phosphate 0,1M pH 7,0.
- 3,7 MBq de Na'®| (0,04 nmol).
- 2 Ul d'une solution de Bolton-Hunter 51 a 0,5 mg/ml (3,8 nmol, soit 95 éq)
dans du dioxane.

Comme décrit précédemment (Paragraphe 1.2.1.1.), la quantité de radioactivité
introduite va servir de traceur et ainsi permettre le suivi de 'ensemble du réactif de
Bolton-Hunter 51 (3,8 nmol) lors du couplage avec la DSPE-PEG,y00-NH; 7a et lors
de l'insertion au niveau de la nanocapsule lipidique.

Le produit de radiomarquage est ensuite trés rapidement purifié par un procédé
d’extraction aprés addition de 400 (Il de tampon phosphate 0,1M pH 7,0 puis 500 [l
de toluéne. Le rendement de marquage est calculé en rapportant I'activité de la
phase organique sur I'activité totale pour faire le marquage. La pureté radiochimique
est évaluée par chromatographie sur couche mince sur gel de silice (Silica gel 60
Fas4, Merck, Allemagne) en utilisant I'éluant : CHCI3/AcOEt (1:1 v/v). Les plaques
sont révélées au phosphor-imager.

Le toluéne est ensuite évapore a sec pour permettre la seconde phase, la réaction
de couplage du BH-"?| 52 et de la DSPE-PEG00-NH, 7a. Ainsi, dans un deuxiéme
temps, 500 LI d’'une solution chloroformique contenant 200 nmol/ml de DSPE-
PEG2000-NH2 7a et 300 nmol/ml de NEt; sont additionnés afin de réagir sur le
précurseur radiomarqué. Aprés 30 minutes d’incubation a température ambiante, la
pureté radiochimique du couplage est contrélée sur chromatographie sur couche
mince (Eluant : CHCI;/AcOEt (1:1 v/v)).

Aprés évaporation du solvant organique de la réaction sous courant d’azote, 500 [l
de tampon phosphate sont additionnés sur le film lipidique qui s’est formé sur la
paroi du tube. Le mélange est vortexé formant ainsi une solution micellaire du
composé DSPE-PEGy00-BH-'?I 53. Les nanocapsules lipidiques sont alors
radiomarquées par la méthode de “post-insertion” par une premiére étape
d’incubation de 1 ml de nanocapsules lipidiques et de la solution micellaire de
DSPE-PEG,000-BH-"?°1 53 & 60°C pendant 90 minutes suivie d’un refroidissement
brutal a 0°C dans un bain de glace pendant 1 minute. Les nanocapsules lipidiques
ainsi formées sont ensuite injectées sur colonne HPLC Superdex® 200 éluée en
tampon phosphate 0,1M pH 7,0 a 5 ml/min.

1.2.2.2. Résultats.

Le réactif de Bolton Hunter 51 est radiomarqué avec un rendement de 79%. La
Figure 62 représente le profil de la chromatographie sur couche mince de la phase
organique permettant de déterminer la pureté radiochimique du produit radiomarqué
a I'iode-125 52. Ainsi, dans de telles conditions, deux espéces radiomarquées issues
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du réactif de Bolton-Hunter froid sont présentes : BH monoiodé 52a (Rf = 0,5 ; 20%)
et BH diiodé 52b (Rf = 0,7 ; 80%).

BH diiodé 52b —> .

BH monoiodé52a ———> ©

Figure 62. Chromatographie sur couche mince de la phase organique. Eluant : CHCI3/AcOEt (1:1 v/v).

Le produit de couplage 53 entre I'intermédiaire DSPE-PEG,y00-NH> 7a et le Bolton-
Hunter 52 est obtenu quantitativement. La Figure 63 représente le profil de la
chromatographie sur couche mince de la réaction de couplage de ces deux espéces
en milieu organique : le premier dépét représentant le Bolton-Hunter radiomarqué 52
et le second dépbt, le mélange réactionnel du couplage.

& .
1 12

Figure 63. Chromatographie sur couche mince de la réaction de couplage. Eluant : CHCI;/AcOEt (1:1 v/v) [1]
Bolton-Hunter-"?°| ; [2] Réaction de couplage DSPE-PEGz000-BH- "%l 53.

Aprés évaporation a sec du solvant organique sous courant d’azote, une solution
micellaire du composé DSPE-PEG,0-BH-'%°I 53 est formée par addition de 500 [l
de tampon phosphate 0,1M pH 7,0. L’insertion de ces micelles au niveau de la
membrane des nanocapsules lipidiques par la méthode de “post-insertion” est
démontrée sur les profils HPLC décrits dans la Figure 64 par un déplacement
évident du temps de rétention (de 19,4 min pour les micelles a 15,9 min pour les
LNC).
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Référence :
Nanocapsules lipidiques
radiomarquées par le complexe

»mTc-SSS.
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Figure 64. Profils HPLC sur Superdex®200 éluée en tampon phosphate 0,1M pH 7,0 a 0,5 ml/min mettant en
évidence le radiomarquage indirect a I'iode-125 de nanocapsules lipidiques préformées par un procédé de fusion
d’une solution micellaire de DSPE-PEGZOUO-BH-mI 53 et de LNC préformées non radiomarquées en utilisant la

méthode de “post-insertion”.

1.2.2.3. Conclusion.

Cette méthode indirecte permet d’obtenir un radiomarquage stable en tampon
phosphate 0,1M pH 7,0 des nanocapsules lipidiques pendant plusieurs jours. Aprés
deux semaines en tampon phosphate, les nanocapsules lipidiques radiomarquées
ont été injectées sur colonne HPLC Superdex® 200 et ont montré le méme profil que
dans la Figure 64. Cette méthode de radiomarquage confirme une bonne stabilité de
I'ancrage des motifs amphiphiles phospholipide-poly(éthyléne glycol) par la méthode
de “post-insertion”.
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[.2.3. Discussion.

Les nanocapsules lipidiques ont ainsi pu étre radiomarquées a I'iode-125 selon deux
techniques différentes. La premiére consiste a radiomarquer directement des
nanocapsules lipidiques possédant a leur surface l'intermédiaire DSPE-PEG2q00-NH>
7a par le précurseur hydrosoluble, le sulfo-Bolton-Hunter, préalablement
radiomarqué a I'iode-125 50. Le couplage se faisant en milieu aqueux, cela va
induire une hydrolyse partielle du précurseur radiomarqué. En effet, une proportion,
de 'ordre de 40%, du précurseur non réactif est récupérée apres purification de la
réaction de couplage. Ceci engendre alors une perte d’efficacité du radiomarquage
qui pourra étre un handicap non négligeable lors d’'un marquage futur avec de plus
fortes activités.

La seconde méthode peut alors pallier a ce probléme d’hydrolyse puisque le
radiomarquage du précurseur Bolton-Hunter 51 et I'étape de couplage entre le
Bolton-Hunter radiomarqué 52 et de l'intermédiaire DSPE-PEG,500-NH2 7a sont tout
deux réalisés en milieu organique. Les rendements de ces deux premiéres étapes
sont obtenus de maniére trés satisfaisante. Les profils HPLC montrent de toute
évidence le radiomarquage des nanocapsules lipidiques selon la méthode de “post-
insertion” par fusion de micelles constituées du “construct” DSPE-PEG0,-BH-'?I
53. Il serait intéressant dans des travaux futurs de valider cette méthode de
radiomarquage des LNC sur de plus fortes activités.

Il. ETUDE DE LA FAISABILITE D’'UN RADIOMARQUAGE
A L'IODE-125 AU NIVEAU DU CCEUR LIPIDIQUE DES
LNC.

L’intérét des nanocapsules lipidiques est la multitude de possibilité de
radiomarquage. Ainsi, les LNC peuvent étre radiomarquées a I'extérieur au niveau
de la membrane par des molécules amphiphiles décrites précédemment telles que
les phospholipides-poly(éthylene glycol) chélatants (DSPE-PEG,-BCA), pour des
radiomarquages avec des radionucléides du type métallique ; soit par le “construct”
intermédiaire DSPE-PEG,-NH, permettant I'introduction de groupements
prosthétiques du type Bolton-Hunter pour I'introduction de radionucléides comme
125 %1 voire ?"'At.

Les nanocapsules lipidiques peuvent également étre radiomarquées au niveau du
ceeur lipidique par des molécules lipophiles. Ainsi, il a été démontré précédemment
dans le chapitre 2 que l'introduction du complexe SSS lipophile technétié permettait
un radiomarquage stable des nanocapsules lipidiques. D’autres molécules lipophiles
peuvent étre envisagées pour un radiomarquage interne des LNC. Ainsi, trois
molécules ont été testées permettant l'introduction de radionucléides tels que I'iode-
125 ou I'iode-131 (Figure 65).
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N-(3-(triméthylstannyl)benzo)-N*-(cholestéryl carbamato)-hydrazide 55

on ) o

4-nitrophénol 56
Figure 65. Précurseurs lipophiles envisagés pour le radiomarquage a I'iode du cceur lipidique des LNC.

Parmi ces précurseurs, deux molécules sont issues de synthéses : la di-N,N’-(3-
(triméthylstannyl)benzo)-hydrazide 54 et la N-(3-(triméthylstannyl)benzo)-N*
(cholestéryl carbamato)-hydrazide 55 ; tandis que le 4-nitrophénol 56 est un produit
commercial. Les deux précurseurs de synthése présentent des groupements
stannylés permettant lors du radiomarquage a I'iode une substitution électrophile
régioseélective. Quant au 4-nitrophénol 56, deux positions d’introduction de I'iode sur
le noyau aromatique seront possibles, en ortho du groupement hydroxy.

11.1. Synthése des précurseurs lipophiles.

[1.1.1. Synthése di-N, N’-(3-(triméthylstannyl)benzo)-hydrazide 54.

Le composé 54 est issu du produit commercial, I'acide 3-iodobenzoique 57 (Figure
66). La premiére étape de cette synthése consiste en une réaction de Stille
permettant I'introduction du groupement stannylé en présence de
I'hexaméthyldistannane et d’'une quantité catalytique de
dichlorobis(triphénylphosphine)palladium (l1). Cette réaction conduit a I'acide 3-
triméthylstannylbenzoique 58 avec un rendement de 88%. Le composé 58 est
ensuite activé quasi-quantitativement en I'ester N-hydroxysuccinimidyl 59
correspondant par addition de N,N,N’,N’-tétraméthyl-O-(N-succinimidyl)-uronium
tétrafluoroborate ou TSTU. L’addition d’hydrazine monohydrate conduit uniquement
a la 3-(triméthylstannyl)-benzohydrazide 60 et non au produit final désiré 54. Une
derniére étape obligatoire mettant en présence I'’hydrazide 60 purifiée et le 3-
(triméthylstannyl)-benzoate de N-hydroxysuccinimidyle 59 en milieu Iégérement
basique donne accés au produit final 54.
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Figure 66. Synthése de la di-N, N~(3-(triméthylstannyl)benzo)-hydrazide 54.

[1.1.2. Synthése du N-(3-(triméthylstannyl)benzo)-N’-(cholestérylcarba mato)-
hydrazide 55.

La N-(3-(triméthylstannyl)benzo)-N’-(cholestéryl carbamato)-hydrazide 55 (Figure 67)
est synthétisée par couplage entre 1 équivalent de 3-
(triméthylstannyl)benzohydrazide 60, dont la synthése a été décrite précédemment,
et 1 équivalent du produit commercial, le cholestéryl chloroformate 61. Le produit
final 54 est obtenu apreés recristallisation dans I'acétone avec un rendement quasi-
quantitatif.

H
N-NH,
o NEt; (1,1 6q)
S CHOl; anhydre
SnMe; O s
60 61 Snl\/bg)ﬁ

Figure 67. Synthése de la N-(3-(triméthylstannyl)benzo)-N*-(cholestéryl carbamato)-hydrazide 55 a partir de la 3-
(triméthylstannyl)benzo-hydrazide 60.

I1.2. Radiomarquages des nanocapsules lipidiques.

Les radiomarquages a l'iode-125 sont réalisés en présence d’un oxydant, la N-
chlorosuccinimide. Contrairement a la chloramine T, l'activité de la N-
chlorosuccinimide ne dépend pas du pH de la réaction ce qui va simplifier le
protocole de radiomarquage et permettre des réactions en milieu organique.
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[1.2.1. Protocoles de radiomarquages.

Des solutions méres sont préparées juste avant de faire le radiomarquage :

- Une solution du précurseur 54 a 0,5 mg/ml (soit 0,88 [Imol/ml) dans du
méthanol/acide acétique 5% (MeOH/AA 5%).

- Une solution du précurseur 55 a 1 mg/ml (soit 1,4 [Imol/ml) dans du CHClIs.

- Une solution du précurseur 56 a 0,5 mg/ml (soit 3,6 [Imol/ml) dans du
dioxane.

- Deux solutions de N-chlorosuccinimide a 1 mg/ml (soit 7,5 [Jmol/ml) soit
dans du méthanol/acide acétique 5%, soit dans du dioxane.

- Une solution de Na'¥I & 1mg/ml (6,67 C'mol/ml) dans NaOH 0,05N

Ainsi, trois tubes ont été préparés selon les conditions décrites dans le tableau 13.

125|
>: 0 Q
HN- N?—TQ
125|
62

Tube 1 Tube 3
-11,3 [l de 54 (10 nmol). -14,2 1l de 55 (20 nmol). - ?'353%' Sfc%,\(fcosngo')'
-133,5 [l de NCS en - 133,5 [l de NCS en dioxane (1000 dioxa,ne (1000 nmol)
MeOH/AA 5% (1000 nmol). nmol). -3 0l de Na'?| (20 ﬁmol) .
-3l de Na'?l (20 nmol) + 3,7 |- 3 (il de Na'1 (20 nmol) + 3,7 MBgq 3.7 MBq de N 1g5| 0.04
MBq de Na'?l (0,04 nmol). de Na'?l (0,04 nmol). nmol) g de Na =1 (0,

Tableau 13. Récapitulatif des quantités ajoutées dans chaque tube pour le radiomarquage des précurseurs
lipophiles.

Les réactions sont incubées a température ambiante pendant 5 minutes. Les
précurseurs radiomarqués sont ensuite séparés de I'iode libre par chromatographie
en phase inverse (C;g) sur une colonne Sep-Pak® (Millipore, France) éluée & l'aide
d’un gradient H,O/TFA 0,05% et MeOH. Les puretés radiochimiques sont alors
évaluées par chromatographie sur couche mince sur gel de silice en CHCI; (100).
Les plaques sont ensuite révélées au phosphor-imager. Le rendement de marquage
est calculé a l'aide d’'un compteur gamma, en rapportant I'activité récupérée dans les
fractions purifiées du réactif radio-iodé a I'activité totale déposée sur la Sep-Pak®.

La seconde étape est l'insertion de ces précurseurs radiomarqués dans le coeur
lipidigue des nanocapsules lipidiques. L'iode-125 possédant une %z vie beaucoup
plus longue que le technétium-99m (30 jours comparés a 6h), I'incorporation des
précurseurs lipophiles durant le processus de formulation des nanocapsules
lipidiques est plus contraignante du fait de la contamination du matériel. En effet, les
températures des différentes transitions de phase lors de la formulation des
nanocapsules lipidiques sont contrdlées par introduction d’un thermomeétre dans le
flacon sous agitation constante a I'aide d’un agitateur magnétique. Ainsi, pour éviter
ce probléme de contamination, la méthode de “post-insertion” utilisée sur les
molécules amphiphiles a été également testée sur le radiomarquage des
nanocapsules lipidiques par des molécules lipophiles.
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Aprés rassemblement des fractions purifiées en solution méthanolique puis
évaporation a sec du solvant sous courant d’azote, 1 ml de nanocapsules lipidiques
préformées est ajouté dans chaque tube. Le processus de la “post-insertion” est
appliqué. Les mélanges réactionnels sont ensuite purifiés sur colonne Sephadex® G-
25 permettant la séparation des nanocapsules lipidiques radiomarquées de ce qui
n'a pas été incorporé. Les fractions purifiées (7°™°) sont enfin injectés sur colonne
HPLC Superdex® 200 pour valider la bonne intégrité des nanocapsules lipidiques.

[1.2.2. Résultats.

Les radiomarquages des trois précurseurs lipophiles 62, 63, 64 ont été obtenus avec
des rendements respectifs de 92%, 33% et 87% aprés purification sur Sep-Pak®. La
Figure 68 représente les trois profils chromatographiques des molécules
radiomarquées apreés purification.

|125

@_{o Q H'\FH)k :<
HN- r\?H—Q 5\ . >

62 \|125
Rf=0,5 Rf=0,9 Rf=0,1et0,15

diiod¢ —>
monoiodé ———>

Figure 68. Chromatographies sur couche mince sur gel de silice des fractions purifiées des trois précurseurs
lipophiles 62, 63, 64 (Eluant : CHClI; : 100).

Aprés incubation des précurseurs lipophiles avec 1 ml de nanocapsules lipidiques,
0,5 ml des mélanges réactionnels sont déposés sur colonne Sephadex® G-25 puis
élués en tampon phosphate 0,1M pH 7,0. Des fractions de 0,5 ml sont alors
collectées et 10 Il de chaque fraction d’élution sont comptés a I'aide d’'un compteur
gamma permettant ainsi d’évaluer le taux d’incorporation des précurseurs au sein du
ceeur lipidique des LNC. Ainsi, les rendements d’encapsulation des précurseurs 62,
63, 64 sont respectivement : 80,5% ; 41% et 51%.

La Figure 69 montrent les profils chromatographiques obtenus sur Superdex®200

des nanocapsules lipidiques radiomarquées a I'iode-125 au niveau de leur coeur
lipidique.
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Figure 69. Profils HPLC (Superdex® 200 éluée en tampon phosphate 0,1M pH 7,0 a 0,7 ml/min) de I'incorporation
des trois précurseurs lipophiles 62, 63, 64 au niveau du cceur lipidique des nanocapsules lipidiques.

[1.2.3. Conclusion.

Il a été démontré précédemment que l'utilisation de la méthode de “post-insertion”
pour des radiomarquages au niveau du cceur lipidique des nanocapsules lipidiques
par incorporation de précurseurs lipophiles 62, 63, 64 était réalisable mais pas
optimale. La couche extérieure hydrophile constituée du Solutol® peut étre une
barriére a I'incorporation des molécules lipophiles. Cette méthode convient plus aux
molécules amphiphiles pour I'insertion au niveau de la membrane. Cependant, elle
peut étre intéressante pour ce type de radiomarquage a condition d’optimiser les
conditions opératoires (temps de chauffage plus long, agitation plus vive etc).

Cette méthode a également été testée pour I'incorporation du complexe lipophile
technétium-99m. En raison de la précipitation du composé en milieu aqueux lors de
la radiosynthése du complexe (cf chapitre 2 11.2.2.1.b), le taux d’incorporation du
complexe n’est que de 60% de l'activité totale. Pour récupérer une activité
maximum, une solubilisation en solvant organique a été obligatoire ce qui ne permet
pas I'addition de nanocapsules lipidiques préformées sur le complexe.
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La radioimmunothérapie a montré son efficacité dans le traitement des lymphomes.
En revanche, en ce qui concerne les tumeurs solides, son efficacité est limitée par la
faible activité que peuvent délivrer les AcM ou les hapténes radiomarqués aux
cellules tumorales. Afin de résoudre ce probléme, nous avons envisagé I'utilisation
de nanocapsules lipidiques immunospécifiques dans un systéme de préciblage afin
de diminuer la toxicité engendrée par la circulation trop longue de la radioactivité liée
a un anticorps dans I'organisme. Par conséquent, les nanocapsules lipidiques
devront transporter de la radioactivité mais également présenter a leur surface des
hapténes qui seront reconnus par un anticorps bispécifique.

Les nanocapsules lipidiques sont a l'origine utilisées comme transporteurs de
molécules médicamenteuses. Leur utilisation permet soit une protection contre le
systeme responsable du mécanisme de résistance de I'organisme vis-a-vis des
drogues médicamenteuses, soit une diminution des effets secondaires liés a
I'injection de la molécule seule. Dans les deux cas, cela permet d’augmenter
I'efficacité du traitement. Les nanocapsules lipidiques présentent des propriétés de
tolérance vis-a-vis de I'organisme particuliérement intéressantes, mais également la
capacité de transporter de fortes quantités de principe actif. Toutes ces propriétés
caractéristiques des nanocapsules lipidiques en font un outil intéressant pour des
applications en RIT des cancers.

Il a été démontré dans la littérature que les vecteurs colloidaux avaient la capacité
de se fixer sur les tumeurs solides de facon significative (Drummond DC, et al.
1999 ; Moghimi SM, et al. 2001 ; Brigger |, et al. 2002) mais non spécifique. Cette
propriété de reconnaissance pourrait étre largement améliorée en associant
I'utilisation des LNC a une technique de préciblage. De plus, I'insertion du systeme
nanocapsule/radionucléides dans une méthode de préciblage permettrait
d’augmenter I'efficacité thérapeutique sur les tumeurs solides de maniére
significative.

L’objectif de ce travail de thése a été de modifier la composition originelle des
nanocapsules lipidiques pour une application future en RIT. La méthode envisagée a
consisté a travailler a différents niveaux :

1. Augmentation du temps de résidence des LNC

2. Vectorisation

3. Radiomarquages des LNC extérieurs ou intérieurs

1. Augmentation du temps de résidence des LNC

Afin d’améliorer le temps de résidence des LNC au sein de I'organisme, une
premiére modification a consisté a ajouter dans la formulation des molécules
polymériques en surface. Dans le but d’étudier I'influence de la taille des chaines
polymeériques sur le comportement in vivo des nanocapsules lipidiques, deux types
de molécules polymériques de longueurs de poly(éthyléne glycol) différentes,
disponibles commercialement, ont été envisagées : DSPE-PEG;000-OMe et DSPE-
PEGs000-OMe. Différentes voies d’ancrage de ces molécules amphiphiles ont été
testées.

Une premiére approche a consisté en I'introduction de ces molécules lors de I'étape
de la formulation dite “classique”. Par cette méthode d’insertion, deux formulations
optimales ont été obtenues a masses égales de DSPE-PEG;900-OMe et DSPE-
PEGs000-OMe. Les résultats in vivo de cinétiques sanguines ont montré que les
nanocapsules lipidiques contenant de la DSPE-PEG,p00-OMe circulaient légérement
plus longtemps que leurs homologues contenant de la DSPE-PEGs5p00-OMe (49
minutes contre 43 minutes). Les temps de circulation obtenus sont encore
insuffisants pour une application future en RIT.
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Une deuxiéme voie d’insertion des polymeéres dite de “post-insertion” a été
développée permettant une amélioration trés intéressante de la quantité introduite
de motifs pégylés. Une étude in vivo chez la souris sera menée prochainement sur
ce type de nanocapsules lipidiques modifiées radiomarquées au niveau du coeur
lipidique a I'aide du complexe lipophile technétié.

2. Vectorisation

L’addition de telles molécules pouvant interférer dans la reconnaissance hapténe-
anticorps, des “constructs” poly(éthyléne glycol) amphiphiles de longueurs
différentes ont été synthétisés permettant 'accés des hapténes a I'extrémité
hydrophile des polyméres. Plusieurs hapténes, dont les anticorps bispécifiques
peuvent étre disponibles au laboratoire, ont pu étre couplés en bout de chaine

pégylée :

- Le DTPA, qui est utilisé en tant qu’haptene lorsqu’il est associé avec de
indium.

- Le DNP, dérivé de 'acide 6-(2,4-dinitrophénylamino)-caprique.

- Le HSGL ou HistaminoSuccinimidylGlycylLysine.

3. Radiomarquages des LNC extérieur ou intérieur

Le radiomarquage peut s’effectuer a I'extérieur ou a l'intérieur des nanocapsules
lipidiques en fonction de la nature chimique du radioélément a utiliser ou de sa
méthode de complexation. Les nanocapsules lipidiques offrent diverses possibilités
d’introduction de radionucléides. Leur constitution permet d’'une part un
radiomarquage extérieur par des “constructs” amphiphiles de synthése ou des
molécules hydrophiles, et d’autre part un radiomarquage intérieur par des molécules
lipophiles.

¥ Radiomarquages extérieurs

En ce qui concerne les radiomarquages extérieurs, la couche protectrice de Solutol®
de méme que I'addition dans la formulation des molécules pégylées de longue taille
peuvent étre une barriére pour I'accés des radionucléides a leurs sites de chélation.
Par conséquent, de la méme maniére que pour les hapténes, les agents chélatants
ont été placés a I'extrémité hydrophile des chaines poly(éthyléne glycol) donnant
ainsi les “constructs” suivants :

DSPE-PEG,-DTPA 43a/43b

DSPE-PEG,-CHXA’DTPA 44a/44b

DSPE-PEG,-DOTA 45a/45b

DSPE-PEG,-TE3A 46a/46b avec n = 2000 et 6000.

Une partie de ces travaux de thése a donc consisté a élaborer la syntheése de
plusieurs molécules amphiphiles du type phospholipide-poly(éthyléne glycol)-agent
chélatant.

Plusieurs types de radiomarquages extérieurs ont été testés en utilisant les
“constructs” pégylés de synthése. L’indium-111 a pu étre introduit au niveau de la
membrane avec de bons rendements grace a l'insertion au préalable des
“constructs” chélatants : DSPE-PEG,000-DTPA 43a ; DSPE-PEG,q0;-CHXA’DTPA
44a ; DSPE-PEG200-DOTA 45a. Les différents marquage a I'indium-111 de
nanocapsules lipidiques ont montré leur intégrité en tampon phosphate 0,1M pH 7,0
jusqu’a 3 jours.
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Une autre partie de cette thése décrit la réalisation de composés du type
phospholipide-poly(éthyléne glycol)-précurseur permettant le radiomarquage
extérieur a l'iode.

L’'iode-125 a ainsi pu étre associée a la membrane des nanocapsules lipidiques
selon deux méthodes. La premiére consiste en un radiomarquage direct de
nanocapsules lipidiques préformées, contenant I'intermédiaire de synthése DSPE-
PEG2000-NH. 7a, par un précurseur prosthétique radiomarqué a l'iode-125. Afin
d’éviter l'incorporation du précurseur dans la nanocapsule, un dérivé hydrosoluble
du Bolton-Hunter, le sulfo-Bolton-Hunter 49, a été utilisé. Le probléme engendré par
cette méthode est la perte de 40% du précurseur lors de la réaction de couplage
avec les nanocapsules lipidiques modifiées, due vraisemblablement a I'hydrolyse de
la fonction réactive.

La seconde méthode, indirecte, qui a été utilisée permet d’éviter ce probléme
d’hydrolyse puisqu’elle est réalisée en milieu organique. Ainsi, le réactif de Bolton-
Hunter radiomarqué a I'iode-125 52 réagit sur I'intermédiaire DSPE-PEG2p00-NH> 7a
en milieu chloroformique quantitativement sans perte de radioactivité. Le “construct”
engendré par le radiomarquage, DSPE-PEG,g00-BH-'?°l 53, forme en milieu aqueux
une solution micellaire et va fusionner au niveau de la membrane des nanocapsules
lipidiques par la méthode de “post-insertion”. Aprés deux semaines en tampon
phosphate 0,1M pH 7,0, aucun relargage de la radioactivité n’a été observé.

L’indium-111 et l'iode-125 sont les deux radionucléides commercialement
disponibles qui nous ont permis de réaliser la mise au point des techniques de
radiomarquages. Les travaux réalisés au cours de cette thése ont validé la faisabilité
des marquages en surface des nanocapsules. Il serait intéressant prochainement
d’étudier la capacité des nanocapsules lipidiques a contenir a leur surface des
radionucléides analogues émetteurs béta et alpha avec de plus fortes activités si
besoin pour permettre a I'avenir une utilisation en thérapie (yttrium-90, bismuth-213,
iode-131, astate-211).

¥ Radiomarquages intérieurs.

L’incorporation de molécules lipophiles au sein du ceceur lipidique des nanocapsules
est une seconde possibilité d’introduction de radionucléides.

Des études antérieures ont montré la possibilité de radiomarquage du cceur lipidique
de LNC natives par incorporation au cours du processus de formulation d’un
complexe lipophile technétié (SSS-*"Tc) (Ballot S, et al. 2006). Cette technique a
également été employée sur des nanocapsules lipidiques modifiées. Des stabilités
sanguines ont montré une bonne intégrité des LNC ainsi radiomarquées. Des études
in vivo sont en cours de réalisation chez la souris sur ce type de nanocapsules
lipidiques.

D’autres molécules lipophiles de synthése (62, 63, 64) ont été incorporées dans le
ceeur huileux, essentiellement constitué par le Labrafac®. Ces molécules ont été
préalablement radiomarquées a I'iode-125 puis introduite par la méthode de “post-
insertion”. Cette méthode peut étre intéressante dans la mesure ou cela évite une
contamination du matériel utilisé pour I'élaboration de la formulation, mais également
dans le cas ou le processus de radiomarquage des LNC doit se faire en conditions
stériles. Mais, pour l'instant, cette technique n’est pas optimale. Des modifications
des conditions du mode opératoire pourraient étre envisagées dans I'avenir.

En conclusion, ces travaux de thése ont permis d’initier la création d’'un outil pour
des applications finales en radioimmunothérapie des cancers grace a I'utilisation de
nanocapsules lipidiques. Différentes approches de vectorisation et de
radiomarquage ont été explorées. Les techniques de radiomarquages employées
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vont ouvrir des perspectives pour de futurs travaux de recherche qui consisteront a
optimiser ces méthodes et également a augmenter les activités spécifiques
associées aux LNC pour permettre leur utilisation en RIT. Il faudra également
évaluer biologiquement le taux de molécules amphiphiles adéquate devant étre
insérées au niveau de la membrane des LNC pour permettre le meilleur ciblage des
nanocapsules lipidiques vers leur cible ; tout cela dépendra évidemment du type de
tumeur a cibler. Les différentes molécules synthétisées serviront a la fois pour les
nanocapsules lipidiques mais également pour le développement d’un outil similaire,
les liposomes.
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Partie Expérimentale

| GENERALITES

Les produits chimiques utilisés lors des synthéses sont commercialisés chez
Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne) et sont utilisés sans purification.

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un appareil a transformée de Fourier
BRUKER AC (250,133 MHz pour la RMN'H et 62,896 MHz pour la RMN'C) et
également sur un appareil BRUKER (400,131 MHz pour la RMN'H et 100,62 MHz
pour la RMN'3C). Les valeurs des déplacements chimiques sont exprimées en partie
par million (ppm) et les constantes de couplages en Hertz (Hz). Les solvants utilisés
pour les spectres 'H et "*C sont le chloroforme deutérié (CDCls, & : 7,27 ppm ('H) et
77 ppm (*C)), l'eau deutériée (D,O, & : 4,79 ppm), le diméthylsulfoxyde deutérié
(DMSO-dg, 2,50 ppm) et le méthanol (CD;0D, 3,31 ppm). Dans la description des
spectres, les multiplicités des signaux sont indiqués a l'aide des abréviations
suivantes : s, d, dd, t, td, q, quint, m signifiant respectivement singulet, doublet,
doublet de doublet, triplet, triplet dédoublé, quadruplet, quintuplet, multiplet.
L’attribution des carbones a été effectuée sur le BRUKER (400 MHz RMN'H/ 100
MHz RMN™"C) en utilisant des séquences impulsionnelles spécifiques (DEPT,
COSY, HSQC).

Les spectres de masse (SM) ont été réalisés pour les petites molécules sur un
spectrométre de masse a trappe d’ions BRUKER en mode électrospray par
solubilisation des composés chimiques dans CH3;CN, MeOH ou H,O. En ce qui
concerne les poly(éthyléne glycol), les spectres de masse ont été réalisés au
Laboratoire de Spectroscopie de masse de I'Université des Sciences d’Angers sur
un MALDI-TOF Biflex Il BRUKER Daltonics aprés solubilisation des composés dans
un mélange H,O/CH;CN 1/1 + 0,1% TFA et mélangé dans une matrice constituée
d’acide pinnacolique.

La spectroscopie infrarouge a été réalisée directement sur les échantillons a l'aide
d’un spectromeétre NICOLET " FT-IR munis d’un diamant synthétique ATR
E)ermettant des mesures entre 4000 et 675 cm™. Les valeurs sont exprimées en cm’”

La chromatographie des produits chimiques a été réalisée selon différentes fagons

¥ Les chromatographies sur couche mince (CCM) sont réalisées sur des
plaques de silice Kieselgel 60 F,s4 sur support plastique et révélées soit par
lampe UV (A=254 nm), soit par I'iode, soit par révélateur Dragendorff (pour les
alcaloides), soit par ninhydrine (pour les amines primaires).

% Les chromatographies sur colonne sont faites a I'aide de silice Kieselgel 60,
230-400 mesh (Carlo Erba), et poussées a I'air comprimé (chromatographie
flash).

Les radiomarquages ont été réalisés a I'indium-111 et a I'iode-125. L'indium-111
(”1In, ti2 = 2,8 j) a été fourni par le laboratoire Mallinckrodt sous forme de chlorure
d’indium en solution chlorhydrique 0,05N. L’activité spécifique est de 370 MBq/lg
soit 41 MBg/nmol lors de la calibration et I'activité volumique est de 370 MBg/ml.
L’iode-125 a été fourni par le Laboratoire Perkin-Elmer. Il est utilisé sous forme
d’iodure de sodium en solution NaOH 0,05N avec une activité spécifique de 643
GBqg/mg (soit 95,2 GBg/LJmol) et une activité volumique de 3,7 GBg/ml. Les produits
chimiques utilisés pour les radiomarquages sont disponibles commercialement et
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sont utilisés sans purification. Le sulfo-Bolton-Hunter (SBH) (N-sulfo-succinimidyl-3-
(4-hydroxyphényl)-propionate) et le Bolton-Hunter (BH) (N-succinimidyl-3-(4-
hydroxyphényl)-propionate) ont été fournis par Pierce Chemical Co. (Rockford,
USA). La chloramine T, la N-chlorosuccinimide et le métabisulfite de sodium ainsi
que l'iodure de sodium et le 4-nitrophénol sont des produits commercialisés par
Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne).

Il. MODES OPERATOIRES

11.1. Synthése des intermédiaires a-amino-w-O-(carboxy-N-distéaroyl!
phosphatidyléthanolamine)-poly(éthyléne glycols) ou DSPE-PEG,-NH.

Les synthéses des “constructs” ont été réalisées en paralléle a partir des

poly(éthyléne glycol) suivants :

PEG2000 . I:)EGGOOO :
o o
44 135
[HO-PEG2000-OH + Na]* : 2021,4 [HO-PEGego00-OH + Na]” : 5503,6

» a-p-toluénesulfonate-w-hydroxy-poly(éthyléne glycol) (TsO-PEG,-OH).

s R /O\%\O/{\/OH
2 !
1 40 n

1 équivalent de HO-PEG,-OH (25 g /20 g) est solubilisé dans 50 mL de CH;CN
anhydre sous courant d’azote. 3 équivalents de NEt; (5,23 mL /1,52 mL)) et 0,5

la/1b

équivalent de NMe;.HCI (0,6 g /0,17 g) sont ajoutés dans le ballon. Le milieu
réactionnel est refroidi a 0°C. 1,2 équivalents de chlorure de tosyl (2,86 g /0,82 g)
préalablement solubilisés dans 100 mL de CH;CN sont placés dans une ampoule de
coulée. La solution est ensuite additionnée a 0°C au goutte a goutte au mélange
réactionnel. La température du milieu est progressivement remontée a température
ambiante. La réaction est agitée pendant 2h a température ambiante.

Le solvant est ensuite évaporé a sec. Le solide est solubilisé dans 5 mL de CHCls.
La solution est lavée avec H,O puis avec une solution de H,O saumurée. La phase

organique est séchée avec Na,SQy, filtrée puis évaporée.
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Le produit monotosylé est purifié sur colonne chromatographique (éluant : CHCI3/
MeOH : 9/1).

PEG2000 1_3 PEGéso00 E
2‘;3(;22)‘"3 départ : 25g (12,5 Réactif de départ : 20g (3,6 mmoles)
Eluant : CHCly/ MeOH : 9/1 Epant s CHCl/ MeOH - 91
Rf =04 ’
. Masse obtenue : 8,43 g
Masse obtenue : 14,8 g Rdt : 41%
Rdt : 55% TR
SM [M + Na]": 2175,5 [M + Na]" : 5657,7

2,40 (s, 3H, CH3); 2,70 (s, 1H, OH);
3,00-4,20 (m, 544H, CH,); 7,35 (d, 2H,
H,, *J=7,3 Hz); 7,79 (d, 2H, Hs,
%J=8,25 Hz).

2,44 (s, 3H, CH3); 2,68 (m, 1H, OH);
RMN'H |3,30-4,00 (m, 178H, CH,); 4,15 (t, 2H,
(CDCly) | TsO-CH,, *J=4,9Hz); 7,34 (d, 2H, H,,
%J=7,9 Hz); 7,78 (d, 2H, Ha, >J=8,3 Hz).

21,3 (CH,); 61,6 (TsO-CH.,); 68,6 21,6 (CHs); 61,7 (TsO-CH,) : 68,67
(CH>-OH); 69,2 (TsO-CH>-CH>); 70,2- | (CH>-OH); 69,2 (TsO-CH>-CH>); 70,2-

13
TeDCly | 707 ([CHs-O-Chirlo): 72,5 (Chy-CHy- | 70,8 ([CH-O-Chblyas): 72,2 (Chiy-Ch-
3 1 OH); 127,6 (Cs); 129,5 (C,); 132,7 OH); 127,9 (Cj3) ; 129,8 (C,) ; 138,2
(C4); 144.,4 (C4). (C,); 144,7 (Cy)

IR 2883, 1466, 1359, 1342, 1342, 1279, 1176, 1147, 1107.

» a-phtalimido-w-hydroxy-poly(éthyléne glycol) (Pht-PEG,,-OH).

Dans un ballon, 1 équivalent de TsO-PEG,-OH (1a/1b) préalablement séché (4,4 g/
13,3 g) est solubilisé dans du CH;CN anhydre (20 mL/ 50 mL) sous flux d’azote et
agité a température ambiante. Dans un erlen, 3 équivalents de phtalimide de
potassium (1,12 g / 1,35 g) sont mis en suspension dans du CH;CN anhydre (10 mL/
20 mL) et agités a température ambiante. 6 équivalents de 15-crown-5 (2,4 mL /2,9
mL) sont ensuite ajoutés a la suspension. On observe ainsi une solubilisation totale
de la suspension. Le mélange est ajouté au milieu réactionnel dans le ballon. La
réaction est agitée pendant 1h a température ambiante.

Le solvant est ensuite évaporé a sec. Le solide obtenu est lavé avec H,O et extrait
avec CHCI;. La phase organique est séchée sur Na,SO,, filtrée et concentrée. Le
mélange est solubilisé dans quelques ml de CHCI;. Le mélange réactionnel est
refroidi a 0°C. Une addition de Et,O anhydre fait précipiter le produit et permet ainsi
apreés filtration de le séparer du 15-crown-5 et d’obtenir le produit pur aprés

réitération de I'opération de précipitation deux a trois fois.
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PEGzooo 2_a PEGGOOO @

Réactif de départ : 4,4 g (2 mmoles) rl?:::;gg)de départ: 13,3 g (2,4

Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1 Eluant : CHCl./ MeOH : 9/1

Rf=0,5 Rf=05 s '

Mas_se czbtenue $4.29 Masse obtenue : 12,99

Rdt : 95% Rdt : 98%

SM [M + NaJ" : 2166,4 [M + NaJ": 5631,5
RMN'H 2,77 (s, 1H, OH) ; 3,30-3,70 (m, 178H, | 2,70 (s, 1H, OH) ; 3,30-3,70 (m, 542H,
(CDCly) CH,) ; 3,89 (t, 2H, Pht-CH,, *J=5,7 CH,) ; 3,81 (t, 2H, Pht-CH,, >J=5,5Hz);
3 |Hz);7,69-7,85 (m, 4H, Ar). 7,62-7,77 (m, 4H, Ar).

37,0 (Pht-CH,); 57,7 (HO-CH,); 62,7 38,5 (Pht-CH,); 59,4 (HO-CH,); 62,7
rRMNc | (Pht-CH2CHo-O); 67,6-70,2 ([CH,-O- | (Pht-CH,-CH,-0); 67,0-70,6 ([CH,-O-
(cpcly) CHolss); 72,3 (CH,-CH,-OH); 122,9 CHol13s); 72,4 (CH,-CH,-OH); 122,9

3 1(2xCy); 131,8 (2xCs); 133,7 (2xCy); (2xCy); 132,9 (2xC3); 134,5 (2xCy);

167,9 (2xC=0). 167,5 (2xC=0).

IR 2883, 1768, 1714, 1467, 1342, 1146, 1109, 1060.

» a-amino-w-hydroxy-poly(éthyléne glycol) (H.N-PEG,,-OH)

HZN\%\ O/{\n/OH

3a/3b

Pht-PEG,-OH (2a/2b) (0,23 g/ 8,8 g) est solubilisé dans EtOH (10 mL / 50 mL) et
chauffé a 50°C. 10 équivalents d’hydrazine monohydrate (48,5 (JL / 0,75 mL) sont

ensuite additionnés. La réaction est chauffée a reflux pendant 6h. Le mélange

réactionnel est ensuite filtré afin d’éliminer le précipité blanc formé par I'hydrazine

puis rincé avec EtOH.

Le solvant est évaporé a sec. Quelques millilitres de CHCI; sont ajoutés dans le

ballon. Le mélange est refroidi a 0°C puis une opération de précipitation dans I'éther

est effectuée. Le produit est ainsi obtenu avec un rendement supérieur a 95%.

PEG2000 32 PEGeooo 3b
Réactif de départ : 0,23 g (0,1 Réactif de départ : 8,8 g (1,56
mmoles) mmoles)
Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1 Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1
Rf=0,1 Rf=0,1
Masse obtenue : 0,2 g Masse obtenue : 8,2 g
Rdt : 97,5% Rdt : 95%

178H).

SM [M + Na]+ : 2020,5 [M + Na]+ : 5501,4
RMN'H | 238 (s, 2H, NH,) ;2,82 (t, 2H, CH,- 2,83 (s, 2H, NHp) ; 3,30-3,90 (m,
cpCly | NHz *J =487 Hz);3,30-390 (m, 544H).

3
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RMN'C | 41,0 (CHa-NHy); 61,3 (CH,-OH); 70,5- | 41,0 (CH,-NH,); 61,5 (CH,-OH); 70,0-
(CDCl,) 73,0 ((CH,-O-CHy)4s+ CH,-CH,-OH + | 73,0 ((CH,-O-CH,)y35 + CH,-CH,-OH
7 | CHp-CH,- NHy). + CH,-CH,- NHy).
IR 2883, 1466, 1359, 1341, 1279, 1147, 1106, 1060.
VOIE 1

» a-N-(Boc)-amino-w-hydroxy-poly(éthyléne glycol) (Boc-HN-PEG,,-OH).

7<O\[(])/ Hv{m O/%\n/OH

4a/4b

1 équivalent de H,N-PEG,-OH (3a/3b) (0,48 g/ 1,9 g) est solubilisé dans CHCI; (20
mL / 50 mL). 3 équivalents de Boc,0 (0,16 g/ 0,23 g) sont ensuite ajoutés a

température ambiante dans le ballon. La réaction est agitée a température ambiante
pendant 12h.

Le milieu réactionnel est concentré au rotavapor. Le ballon est ensuite refroidi a 0°C.

On procéde ensuite a une précipitation a I'Et,O. Le précipité blanc est filtré et

récupéré. Le produit est obtenu apres purification sur colonne chromatographique.

PEG2000 42 PEGée000 4b
Réactif de départ : 0,48 g (0,24 Réactif de départ: 1,9 g (0,35
mmoles) mmoles)
Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1 Eluant : CHCI3/ MeOH : 9/1
Rf=0,4 Rf=04
Masse obtenue : 0,43 g Masse obtenue : 1,39 g
Rdt : 86% Rdt : 72%
SM [M + Na] : 2120,5 [M + Na]" : 5601,4
. . 1,52 (s, 9H, Boc); 2,01 (s, 1H, OH);
1 1,41 (s, 9H, Boc); 2,90 (s, 1H, OH); _ .
(T:“g:;ll-; 3.27 (m, 2H, CHy-NH): 3.40-3,80 (m, %S’? 3,40-3,80 (m, 544H) ; 5,00 (s, 1H,
3 1178H); 5,10 (s, 1H, NH). '
28,4 (CH3); 40,3 (CH»-N); 61,6 (CH,- | 27,3 (CH3); 40,3 (CH,-N); 61,6 (CHo-
RMN"C OH); 70,0-70,5 (N-CH,-CH,-O-CH,/ N- | OH); 70,1-70,5 (N-CH,-CH,-O-CH,/ N-
(CDCl,) CH2-CH,/ (CH,-O-CHy)az); 72,5 (CHo- | CHZ-CHo/ (CH,-O-CHy)a4); 72,3 (CHo-
31 | CH,-OH); 79,0 (C(CHs)s); 146,6 CH-OH); 80,0 (C(CHs)s); 146,7
(C=0). (C=0).
IR 2868, 1808, 1748, 1711, 1456, 1369, 1249, 1116.

» a-N-(Boc)-amino-w-0O-carboxy-N-hydroxysuccinimidyl-poly(éthyléne glycol)
(Boc-HN-PEG,-OSC)

epthotepend

5a/5b
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1 équivalent de Boc-HN-PEG,-OH (4a/4b) (0,49 g / 1,92 g) préalablement séché est
solubilisé dans CH3CN anhydre (20 mL / 50 mL) sous courant de N,. Une solution de
CH3CN anhydre (10 mL / 20 mL) contenant 2 équivalents de N,N-

disuccinimidylcarbonate (0,17 g/ 0,26 g) et 5 équivalents de pyridine anhydre (93 [IL

/137 L) est additionnée au milieu réactionnel au goutte a goutte. La réaction est

agitée a température ambiante pendant 24h sous N..

Le mélange réactionnel est évaporé a sec. Quelques millilitres de CHCI; sont ajoutés

dans le ballon. Le milieu est refroidi a 0°C. Le produit est précipité dans du Et,0,

puis filtré. Le produit est ainsi obtenu aprés purification sur colonne

chromatographique.

PEG2000 52 PEGée000 5b

Réactif de départ : 0,49 g (0,23 Réactif de départ : 1,92 g (0,34

mmoles) mmoles)

Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1 Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1

Rf=0,5 Rf=0,5

Masse obtenue : 0,4 g Masse obtenue : 1,6 g

Rdt : 76% Rdt : 81%

SM [M + Na]” : 2261,5 [M + Na]": 5742,5
. 1,41 (s, 9H, Boc); 2,78 (s, 4H, CH»-
RMN'H | 140 (s, 9H, Boc) 2,73 (s, 4H, CHo- 1 51y 4074 40" (m, 546H) : 5,30 (s,
(CDCly) CHy) ; 3,13 (m, 2H, CH2>-NH); 3,60- 1H, NH)
3 14,30 (m, 178H); 5,11 (s, 1H, NH). ’ '

24,5 (2xCH,) ; 28,5 (Boc); 40,9 (CH,- | 24,0 (2xCH,) ; 27,3 (Boc); 40,3 (CH,-
rRMN3c | N); 67.8-70,5 (CH,-OCO/ (CH,-O- N) ; 68,5-70 (CH,-OCO/ (CH,-O-
(CDCl,) | CHo)ss/ N-CHo-CHy); 789 (CBoc), | Chia)iss/ N-CH-CHa); 79,5 (CBoc);

¥ 1150,9 (O-C=0); 155,2 (C=0 (Boc)); 152,4 (O-C=0); 155,5 (C=0 (Boc));
169,0 (2xC=0). 170,1 (2xC=0).
IR 2869, 1808, 1748, 1711, 1521, 1458, 1249, 1101.

» da-N-(Boc)-amino-w-O-(carboxy-N-distéaroylphosphatidyléthanolamine)-

poly(éthyléneglycol (Boc-HN-PEG,-DSPE)

H H OH o
X%g N\%\O/%%g N\/\(}I#*O/Fﬁ/\o)kaHss
(@]

6a/6b

1 équivalent de Boc-HN-PEG,-OSC (5a/5b) (73 mg / 0,76 g) est solubilisé dans
CHCIl; anhydre (5mL). 3 équivalents de NEt; (13,3 [IL / 54,3 []L) sont ajoutés dans

le ballon a température ambiante. Le milieu réactionnel est chauffé a 50°C. 1

équivalent de distéaroylphosphatidyléthanolamine (DSPE-NH,) (23,9 mg / 97 mg)
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solubilisé dans 10 ml de CHCI; anhydre a chaud est additionné a l'aide d’'une

ampoule de coulée lentement dans le ballon a 50°C. La réaction est agitée a chaud

pendant 1h.

Le solvant est évaporé a sec. Le produit est ainsi obtenu aprés purification sur

colonne chromatographique.

PEG2000 62 PEGeo00 6b
Réactif de départ : 73 mg (0,032 Réactif de départ : 0,76 g (0,13
mmoles) mmoles)
Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1 Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1
Rf=0,2 Rf=0,2
Masse obtenue : 80 mg Masse obtenue : 0,3 g
Rdt : 85% Rdt : 36%
SM [M + Na]" : 2894,5 [M + Na]" : 6375,4
0,86 (m, 6H, 2xCH3); 1,23 (m, 58H, 0,84 (m, 6H, 2xCHz); 1,13-1,6 (m,
CH, (DSPE)); 1,40-1,70 (m, 13H, 71H, CH, (DSPE)/CH3
3xCHj; (Boc)+ CH,CH,C=0); 2,25 (m, |(Boc)/CH,CH,C=0); 2,23 (m, 4H, CH,-
RMN'H |4H, CH,-C=0); 3,09 (m, 2H, CH,-NH); | C=0); 3,30 (m, 2H, CH,-NH); 3,30-
(CDCls) |3,60-4,30 (m, 182H); 4,40 (m, 2H, 4,00 (m, 548H); 4,20 (m, 2H, CH,-
CH»-P=0); 4,45 (m, 2H, CH,-O-C=0 P=0); 4,45 (m, 2H, CH,-O-C=0
(DSPE)); 5,15 (s, 1H, NH); 7,80 (s, 1H, | (DSPE)); 5,15 (s, 1H, NH); 7,70 (s, 1H,
NH). NH).
14,1 (2xCHj3); 22,6 (2xCH,-CH3); 24,8 | 14,1 (2xCH3); 22,8 (2xCH,-CHj3); 25,1
(2xCH»-CH,-CO (DSPE)); 28,5-29,7 (2xCH,-CH,-CO (DSPE)); 29,0-30,0
(3xCH3/ CH, (DSPE)); 33,9 (2xCH,- (3xCH3/ CH, (DSPE)); 34,0 (2xCH,-
CO); 40,5-40,9 (CH,-NH (DSPE) + CO); 40,6/40,8 (CH,-NH (DSPE) +
RMN™c |CH2-NH (PEG)); 62,2 (CH,-0-C=0 CH,-NH (PEG)); 62,1 (CH,-O-CO
(CDCl,) (PEG)); 63,8 (CH>-O-C=0 (DSPE)); (PEG)); 64,2 (CH>-O-C=0 (DSPE));
64,3 (CH-CH»-O-P=0)); 64,6 (NH-CH,- | 64,4 (CH-CH»-O-P=0)); 64,5 (NH-
CH,-0-P=0)); 68-70,5 ((CH,-O-CH)s/ | CH,-CH,-O-P=0)); 67,0-70,7 ((CH,-O-
CH (DSPE)/ NH-CH,-CH,»-0); 77,2 CH>)135/ CH (DSPE)/ NH-CH,-CH,-0);
(C(CHj3)3); 156,0 (2xNH-C=0); 173,1 79,5 (C(CHj3)3); 156,6 (2xNH-C=0) ;
(2x0O-C=0). 173,0 (2xO-C=0).
IR 2916, 2850, 1808, 1740, 1713, 1467, 1247, 1101.

» a-amino-w-0-(carboxy-N-distéaroylphosphatidyléthanolamine)-poly
(éthyléne glycol) (H.N-PEG,,-DSPE)

1 équivalent de Boc-HN-PEG,-DSPE (6a/6b) (80 mg / 0,3 g) est placé dans un

ballon et mis en suspension dans du dioxane (10 mL / 30 mL). Une solution de HCI

4M est ensuite additionnée. La réaction est agitée a température ambiante.

122



Partie Expérimentale

Le solvant est évaporé a sec. Une précipitation dans Et,O est appliquée pour obtenir

le produit intermédiaire pur.

PEG200 72 PEGeo00 7b
Réactif de départ : 80 mg (0,028 Réactif de départ : 0,3 g (0,47
mmoles) mmoles)
Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1 Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1
Rf=0 Rf=0
Masse obtenue : 77 mg Masse obtenue : 0,29 g
Rdt : 100% Rdt : 98%
SM [M + Na]" : 2794,4 [M + Na]" : 6275,4

0,85 (m, 6H, 2xCH3); 1,25 (m, 62H, 0,84 (m, 6H, 2xCH3); 1,23 (m, 62H,
CH, (DSPE)); 2,00 (s, 2H, NH,); 2,26 | CH, (DSPE)); 1,55 (s, 2H, NH,); 2,26

RMN'H | (m, 4H, CH,-CO); 3,33 (m, 2H, CH,- (m, 4H, CH,-CO); 3,30-4,30 (m,

(CDCI;) | NH); 3,60-4,30 (m, 182H); 4,40 (m, 550H); 4,20 (m, 2H, CH,-P=0); 4,45
2H, CH,-P=0); 4,45 (m, 2H, CH»-O- (m, 2H, CH,-O-C=0 (DSPE)); 5,24 (s,
C=0 (DSPE)); 5,20 (s, 1H, NH). 1H, NH); 6,50 (s, 1H, NH).
14,1 (2xCHj3); 22,8 (2xCH,-CH3); 25,3 | 14,12 (2xCH3); 23,1 (2xCH,-CH3);
(2xCH»-CH,-CO (DSPE)); 29,0-30,0 25,5 (2xCH»-CH,-CO (DSPE)); 29,7
(CH, (DSPE)/ 2xCH,-CO); 40,5 (CH.- | (24xCH, (DSPE)); 33,9 (2xCH»-CO);
NH (DSPE)); 41,8 (CH,-NH (PEG)); 40,2 (CH>-NH (DSPE)); 41,0 (CH>-NH

RMN™C |62,1 (CH,-O-C=0 (PEG)); 62,9 (CH,- | (PEG)); 62,0 (CH,-O-C=0 (PEG));

(CDCls) | O-C=0 (DSPE)); 64,7 (CH-CH,-O- 63,8 (CH,-O-C=0 (DSPE)); 64,0-70,0
P=0)/NH-CH,-CH,-O-P=0); 68,0-73,0 | (CH-CH>-O-P=0/NH-CH,-CH,-O-
((CH,-O-CH>)43/CH (DSPE)/NH-CH,- | P=0/(CH>-O-CH,)135/CH (DSPE));
CH,-0); 155,6 (NH-CO); 173,1 (2xO- | 72,9 (NH-CH,-CH,-O); 156,0 (NH-
C=0). C=0); 172,9 (2x0-C=0).

IR 2916, 2883, 1741, 1714, 1466, 1343, 1146, 1101,1061.
VOIE 2

» da-phtalimido-w-O-carboxy-N-hydroxysuccinimidyl-poly(éthyléne glycol)
(Pht-PEG,-OSC)

bty

8a/8b

1 équivalent de Pht-PEG,-OH (2a/2b) (1 g / 0,8 g) préalablement séché est
solubilisé dans CH3CN anhydre (20 mL) sous courant de N,. Une solution de CH;CN

anhydre (10 mL / 5 mL) contenant 2 équivalents de N,N-disuccinimidylcarbonate
(0,24 g / 87 mg) et 5 équivalents de pyridine anhydre (0,19 mL / 56,6 [IL) est

additionnée au milieu réactionnel au goutte a goutte. La réaction est agitée a

température ambiante pendant 24h sous N..
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Le mélange réactionnel est évaporé a sec. Quelques millilitres de CHCI; sont ajoutés
dans le ballon. Le milieu est refroidi a 0°C. On fait précipiter le produit avec Et,0,
puis il est filtré. Le produit est ainsi obtenu aprés purification sur colonne

chromatographique.

PEGzooo 8_a PEGGOOO &
Réactif de départ : 0,8 g (0,14

Réactif de départ : 1g (0,47 mmoles)

. ) mmoles)

Ejuant : CHCl/ MeOH - 971 Eluant : CHCly/ MeOH : 9/1

Masse obtenue : 0,92 g |$|f - 0’55bt - 0.61

Rdt : 85% asse obtenue : U, g

Rdt : 75%
SM [M + Na]" : 2335,4 [M + NaJ]": 5772,5

2,78 (s, 4H, CO-CH»-CH,-CO); 3,30- | 2,77 (s, 4H, CO-CH,-CH,-CO); 3,30-
RMN'H |3,90 (m, 178H, CH,); 4,40 (t, 2H, 3,90 (m, 542H, CH,); 4,50 (t, 2H,
(CDCl3) |*J=4,6 Hz, CH,-OSC); 7,60-7,79 (m, | %J=4,6 Hz, CH,-OSC); 7,50-7,77 (m,

4H, Ar). 4H, Ar).

27,4 (N-CH,-CH,-0); 39,2 (Pht-CH,); | 27,6 (N-CH»-CH,-0); 39,7 (Pht-CH,);
61,8 (CH,-OSC); 67,8 (Pht-CH,-CH,- | 61,8 (CH,-OSC); 68,0-70,5 (Pht-CH,-
RMN™C | O); 69,1-70,8 (-CH,-CH,-OSC/ [CH,- | CH,-O/-CH,-CH,-OSC/ [CH,-O-
(CDCl3) | O-CHolua); 127,6 (2xC2); 132,1 (2xCy); | CHol1aa); 126,9 (2xCy); 132,0 (2xCy);
132,3 (2xCs); 154,3 (CO); 167,9 132,5 (2xCs); 154,7 (C=0); 168,2
(2xCO (Pht)); 178,6 (2xC=0 (SC)). (2xC=0 (Pht)); 178,0 (2xC=0 (SC)).
IR 2881, 1813, 1789, 1742, 1713, 1466, 1343, 1279, 1146, 1109, 1061, 755.

» a-phtalimido-w-O-(carboxy-N-distéaroylphosphatidyléthanolamine)-poly
(éthyléne glycol) (Pht-PEG,-DSPE)

9a/9b ©
1 équivalent de Pht-PEG,-OSC (8a/8b) (0,87 g/ 0,75 g) est solubilisé dans 2 mL de

CHCIl; anhydre. 3 équivalents de NEt; (0,15 mL / 54 [IL) sont ajoutés dans le ballon
a température ambiante. Le milieu réactionnel est chauffé a 50°C. A I'aide d’'une
ampoule de coulée, 1 équivalent de distéaroylphosphatidyléthanolamine (0,27 g/ 97
mg) solubilisé dans 10 mL de CHCI; anhydre préalablement chauffé est additionné
lentement dans le ballon a 50°C. La réaction est agitée a chaud pendant 1h.

Le solvant est évaporé a sec. Le produit est ainsi obtenu aprés purification sur

colonne chromatographique.

PEGzooo 9_a PEGGOOO %
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Réactif de départ : 0,87 g (0,37

Réactif de départ: 0,75 g (0,13

mmoles) mmoles)
Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1 Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1
Rf=0,3 Rf=0,3
Masse obtenue : 0,95 g Masse obtenue : 0,6 g
Rdt: 87% Rdt : 73%
SM [M + Na]” : 2940,5 [M + Na]" : 6405,6
0,83 (m, 6H, 2xCHs3); 1,21 (s, 62H, 0,85 (m, 6H, 2xCHj3); 1,29 (s, 62H,
CH, (DSPE)) ; 2,25 (m, 4H, CH,-C=0); | CH, (DSPE)) ; 2,25 (m, 4H, CH,-C=0)
RMN'H 2,25 (m, 2H, CH,-NH); 3,45-3,80 (m, ; 3,33 (m, 2H, CH,-NH); 3,60-4,30 (m,
(CDCls) 182H); 4,20 (m, 2H, CH,-P=0); 4,40 548H); 4,40 (m, 2H, CH,-P=0); 4,45
31 (m, 2H, CH,-0-C=0 (DSPE)); 5,20 (s, |(m, 2H, CH,-O-CO (DSPE)); 5,20 (m,
1H, NH); 6,80 (s, 1H, NH); 7,60-7,90 1H, NH); 6,90 (s, 1H, NH); 7,50-8,20
(m, 4H, CH (Ar)). (m, 4H, CH (Ar)).
14,1 (2xCHj3); 22,6 (2xCH»-CHa); 24,8 | 14,1 (2xCHj3); 22,6 (2xCH,-CHa); 25,1
(2xCH,-CH,-CO (DSPE)); 29,0-29,7 (2xCH»-CH,-CO (DSPE)); 28,9-29,7
(CH, (DSPE)); 31,9 (2xCH»-C=0); (CH, (DSPE)); 33,9 (2xCH,-CO); 35,1
34,2 (CH,-Pht); 37,2 (CH,-NH (CH»-Pht); 39,9 (CH,-NH (DSPE));
(DSPE)); 62,7 (CH,-O-CO (PEG)); 62,5 (CH,-O-CO (PEG)); 63,8 (CH,-O-
RMN"C |63,2 (CH,-O-CO (DSPE)); 63,4 (CH- | CO (DSPE)); 64,1 (CH-CH,-O-P=0)/
(CDCl;) | CH,-O-P=0/ NH-CH2-CH,-O-P=0)); NH-CH,-CH»>-O-P=0)); 67,5 (CH>-CH,-
67,8 (CH,-CH,-Pht/ CH,-Pht); 69,1- Pht/ CH,-Pht); 68-72,9 ((CH,-O-
71,0 ((CH»-O-CH5)43/ CH (DSPE)/ NH- | CH,)435/ CH (DSPE)/ NH-CH,-CH»-O);
CH»-CH,»-0); 123,2 (2xC,); 132,0 122,9 (2xC,); 132,1 (2xCy); 132,3
(2xC4); 133,9 (2xC3); 156,6 (NH-CO); | (2xCg3); 156,0 (NH-CO); 167,9 (2xCO
168,6 (2xCO Pht); 173,0 (2x0O-CO). Pht); 173,1 (2x0O-CO).
IR 2916, 2850, 1740, 1713, 1467, 1247, 1101, 752.

» a-amino-w-0-(carboxy-N-distéaroylphosphatidyléthanolamine)-poly
(éthyléne glycol) (H.N-PEG,-DSPE).

N X i
Hy \%\O/{VOTN\/\G%*O/,}]/\%QW&G
n o O %Qﬂ"as
7a/7b ©

1 équivalent de Pht-PEG,-DSPE (9a/9b) (0,4 g/ 0,6 g) est solubilisé dans EtOH (50
mL). 5 équivalents d’hydrazine monohydrate (33 [IL / 22,7 [IL) sont ajoutés au

milieu réactionnel. La réaction est agitée et chauffée a reflux (70°C) pendant 12h.

Le mélange réactionnel est refroidi a température ambiante. Le précipité blanc formé

par I'hydrazine est filtré et rincé avec EtOH. Le filtrat est évaporé a sec. Le mélange

est solubilisé avec quelques millilitres de CHCI;. Le ballon est refroidi a 0°C. L’ajout

de Et,0O permet d’éliminer les impuretés du mélange et ainsi d’obtenir le produit pur.

PEG2000 72

PEGgooo 7b

Réactif de départ : 0,4 g (0,14
mmoles)

Réactif de départ : 0,6 g (0,094
mmoles)
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Eluant : CHCI3y/ MeOH : 9/1
Rf=0

Masse obtenue : 0,3 g
Rdt: 81%

Eluant : CHCI3/ MeOH : 9/1
Rf=0

Masse obtenue : 0,45 g
Rdt : 76%

I1.2. Synthéses des agents chélatants

[1.2.1. Synthése du CHXA’DTPA-NCS 11.

> N-tert-butoxycarbonyl-(1S,2S)-diaminocyclohexane 15.

10 8
1 Og;\NHz
2512 NHBoc
13

15

3 équivalents de frans-(1S,2S)-cyclohexanediamine 14 (5 g, 43,7 mmoles) sont

solubilisés dans 40 mL d’AcOEt anhydre. La solution est agitée a 0°C. 1 équivalent

de di-tert-dibutyl dicarbonate (3,18 g, 14,6 mmoles) est solubilisé dans 400 mL

d’AcOEt anhydre puis additionné goutte a goutte a I'aide d’'une ampoule a brome. Le

milieu réactionnel est laissé sous agitation pendant 24h.

Le solvant est ensuite évaporé a sec. Le produit obtenu est solubilisé dans du

CHCls, lavé avec H,0 puis avec H,O saturée en NaCl. La phase organique est

séchée sur Na,SO,, filtrée puis évaporée. Le produit 15 est obtenu aprés colonne

chromatographique avec un rendement de 85% (2,7 g, 12,5 mmoles).

Eluant : MeOH (100)
Rf: 0,1
[M+H]* : 215,17
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RMN'H (CDCly) : 1,20 (m, 4H, CHx(11)/CH, (12)); 1,40 (s, 9H, 3xCHs); 1,50(s,
2H, NH,); 1,70 (m, 2H, CHy(13)); 2,00 (m, 2H, CH(10)); 2,72 (m,1H, CH(14));
3,10 (m, 1H, CH(9)); 4,40 (s, 1H, NH).

IR (cm™) : 3400-3000, 2977, 2930, 2858, 1693, 1550, 1521, 1240, 1175,
1016.

» N-[(2R)-N-tert-butoxycarbonylamino-3-(p-nitrophényl)-propanone]-N’-
tert-butoxycarbonyl-trans-(1S,2S)-cyclohexane-1,2-diamine 17

@
/©/\/U7\ N
NHBOC

Dans un ballon, 1 équivalent de boc-4-nitro-D-phénylalanine 16 (1,8 g ; 5,7
mmoles) et 1 équivalent du composé 15 (1,24 g ; 5,7 mmoles) sont
solubilisés dans 50mL de CHCI3; anhydre sous un flux d’azote. 1 équivalent
de 1-hydroxybenzotriazole (0,78 g ; 5,7 mmoles) et 1 équivalent de N-
méthylmorpholine (0,639 mL ; 5,7 mmoles) sont additionnés au mélange
réactionnel. Le milieu devient alors jaune orangé. Le mélange est agité
jusqu’a solubilisation totale puis 1 équivalent d’hydrochlorure de 1-(3-
diméthylaminopropyl)-3-éthylcarbodiimide (EDC.HCI) (1,11 g ; 5,7 mmoles)
est ajouté dans le ballon. La réaction est agitée pendant 12h a température
ambiante.

Le mélange réactionnel est ensuite lavé avec H,O puis H,O saturée en NaCl. La
phase organique est séchée sur Na,SO,, filtrée puis évaporée. Le produit 17 est

obtenu aprés purification sur colonne chromatographique avec un rendement de
91% (2,63 g).

Eluant : CHCI3; / AcOEt (9/1)

Rf: 0,4

[M+H]* : 507,5

RMN'H (CDCls) : 1,15 (m, 4H, CHx(11)/CH2 (12)); 1,25 (s, 18H, 6xCHj3); 1,70
(m, 2H, CH; (13)); 1,95 (m, 2H, CHx(10)); 3,05 (m, 1H, CH(14)); 3,20 (m, 2H,
CHa(5)); 3,50 (m, 1H, CH(9)); 4,40 (m, 1H, CH(6)); 4,65 (d, 1H, NH, °J= 8,3
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Hz); 5,10 (d, 1H, NH, 3J= 8,3 Hz); 6,65 (d, 1H, NH, 3J= 7,3 Hz); 7,35 (d,
2H,CH (3/3’), 3J=8,8 Hz); 8,15 (d, 2H, CH(2/2"), 3J=8,5 Hz).
IR (cm™) : 3338, 2933, 2856, 1686, 1648, 1532, 1516, 1341, 1251, 1165.

> hydrochlorure de N-[(2R)-amino-3-(p-nitrophényl)-propanone]-trans-
(1S,2S)-cyclohexane-1,2-diamine 18

o . 11 12
02N1 r i li\ngcIH l_:\ng,CI
18

La N-[(2R)-N-tert-butoxycarbonylamino-3-(p-nitrophényl)-propanone]-N*-tert-
butoxycarbonyl-trans-(1S,2S)-cyclohexane-1,2-diamine 17 (2,64 g ; 5,2
mmoles) est mise en suspension dans 60 mL de dioxane anhydre sous un
courant d’azote. Le mélange réactionnel est refroidi a 0°C. HCI gazeux est
mis a buller jusqu’a saturation du milieu. La température est progressivement
augmentée jusqu’a température ambiante. La réaction est agitée pendant
12h.

Le précipité blanc obtenu est ensuite filtré et rincé avec quelques mLs de dioxane
anhydre. Le dihydrochlorure désiré 18 est obtenu avec un rendement de 76% (1,5

g). Le solide est placé sous cloche a vide 24h.

Eluant : CHCI3; / AcOEt (5/5)

Rf: 0

[M+H]*: 307,05

RMN'H (CD;OD) : 1,30 (m, 5H, CH2(11)/CH2(12)/CH(13)); 1,81 (m, 2H,
CH(10)/CH(13)); 2,05 (d, 1H, CH(10)); 2,93 (td, 1H, CH(14), ®J=11,4 Hz et
4,18 Hz) ; 3,23 (dd, 2H, CHx(5), >J=7,5 Hz et 2,8 Hz) ; 3,75 (td, 1H, CH(9),
J=10,8 Hz et 4,0 Hz) ; 4,13 (t, 1H, CH(6), °J=7,5 Hz) ; 7, 54 (d, 2H, CH(3/3),
®J=8,8 Hz) ; 8,22 (d, 2H, CH(2/2’), ®J=8,8 Hz).

IR (cm™) : 3400-3000, 2940, 2864, 1677, 1518, 1345.

> hydrochlorure de N-[(2R)-amino-3-(p-nitrophényl)-propyl]-trans-
(1S,2S)-cyclohexane-1,2-diamine 19
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1 équivalent d’hydrochlorure de N-[(2R)-amino-3-(p-nitrophényl)-propanone]-
trans-(1S,2S)-cyclohexane-1,2-diamine 18 sec (1,5 g ; 4,5 mmoles) est mis
dans un ballon sous courant d’azote. Le ballon est alors placé dans un bain
de glace. 13 équivalents de BH3 contenu dans une solution de BH;. THF (1M)
(63,7 mL ; 63,7 mmoles) sont additionnés au goutte a goutte a 'aide d’'une
seringue directement sur le produit. Le mélange mousse. La réaction est
laissée sous agitation a température ambiante pendant quelques minutes.

Le milieu est refroidi a 0°C dans un bain de glace. Afin de neutraliser I'excés de
BH;. THF, du MeOH est ajouté lentement. Le solvant est évaporé a sec. La pate
obtenue est placée sous cloche a vide a 40°C pendant 12h. Une huile marron est

ainsi obtenue.

40 mL de dioxane anhydre sont ajoutés dans le ballon sous atmosphére inerte.
L’huile marron est en suspension. Le ballon est placé dans un bain de glace. HCI
gazeux est ensuite mis a buller. Le mélange réactionnel est chauffé a reflux pendant
5h, puis est filtré et rincé avec Et,O anhydre.

Le produit désiré 19 est purifié sur colonne chromatographique et obtenu avec un

rendement quantitatif. Le sel est conservé sous cloche a vide.

Eluant : MeOH / NH4OH (10/1)
Rf: 0,1

[M+H]" : 293,4

RMN'H (CD;0D) : 1,20-1,90 (m, 6H, CHx(11)/ CHx(12)/ CH2(13)); 2,30 (m, 2H,
CH.(10)); 3,10 (dd, 1H, CH(14), 2J=9,2 Hz et 14,3 Hz); 3,45 (m, 5H, CHy(5)/
CHa(7)/ CH(9)); 4,16 (m, 1H, CH(6)); 7,70 (d, 2H, CH(3/3’), °J=8,8 Hz); 8,24
(d, 2H, CH(2/2)), 3J=8,8 Hz).

IR : 3400- 3000, 2940, 1518, 1345,

> Ester N-[(2R)-amino-3-(p-nitrophényl)-propyl]-trans-(1S,2S)-
cyclohexane-1,2-diamine-N,N’,N’,N”’,N”’-pentaacétate de tert-butyle

20.
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20
1 équivalent d’hydrochlorure 19 (0,26 g ; 0,8 mmoles) est solubilisé dans 50
mL de CH3CN anhydre. Le mélange est agité quelques minutes a
température ambiante sous un courant d’azote. 10 équivalents de Kl (1,34 g ; 8
mmoles) et 12 équivalents de K,CO;3 (1 g ; 9,6 mmoles) sont ensuite ajoutés dans
le ballon. 6 équivalents de tert-butyl-bromoacétate (0,78 mL ; 5,3 mmoles)
sont additionnés au mélange réactionnel. La réaction est agitée a
temmpérature ambiante toute une nuit.
Le solvant est évaporé a sec. L’huile orangée obtenue est solubilisée dans du CHCl;
puis est lavée avec H,0O et H,O saturée en NaCl. La phase organique est séchée sur
Na,SQ,, filtrée puis évaporée.
Le produit 20 est purifié sur colonne chromatographique et obtenu avec un
rendement de 48% (0,33 g).

Eluant : CH,Cl, / CH3CN (7/3)

Rf: 0,3

[M+H]* : 863,9

RMN'H (CDCl;) : 1,10-1,60 (m, 49H, tBu (16/ 18/ 20/ 22/ 24); CH, (11/12));
1,68 (m, 2H, CHo(13)); 2,04 (m, 2H, CH»(10)); 2,61 (m, 5H, CH(14)/CHx(5/7));
2,96 (m, 1H, CH(9)); 3,25 (s, 2H, CH(15)); 3,30 (m, 1H, H(6)); 3,40 (s, 4H,
CHa(17/19)); 3,55 (s, 4H, CH(21/23)); 7,55 (d, 2H, CH(3/3’), °J= 8,6 Hz); 8,07
(d, 2H, CH(2/2)), °J=8,6 Hz).

IR : 2980, 1728, 1520, 1368, 1345, 1233, 1153.

> Acide N-[(2R)-amino-3-(p-nitrophényl)-propyl]-trans-(1S,2S)-

cyclohexane-1,2-diamine-N,N’,N’,N”,N’-pentaacétique 21.
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20 mL d’acide trifluoroacétique sont ajoutés a 1,5 g de I'ester 20 (1,73 mmol)
a 0°C. La réaction est agitée pendant 12h a température ambiante.

Le mélange réactionnel est évaporé a sec. Le produit est solubilisé dans H.,0 et
extrait plusieurs fois avec CHCI;. La phase aqueuse est lyophilisée. Le produit désiré

21 est obtenu avec un rendement de 90% (0,91 g).

Eluant : CH,Cl, / CH3CN (7/3)

Rf: 0

ES : [M-H]" : 581

RMN'H (CDs0D) : 1,40 (m, 4H, CHx(11/12)) ; 1,70 (m, 2H, CHx(13)); 2,20 (m,
2H, CH(10)); 3,00-4,50 (m, 17H,
CH(14)/CH(9)/CH(6)/CH.(5/7)/CH(15/17/19/21/23)); 7,6 (d, 2H, CH(3/3’), *J=
8,6 Hz); 8,20 (d, 2H, CH(2/2’), ®J=8,6 Hz).

> Acide N-[(2R)-amino-3-(p-aminophényl)-propyl]-trans-(1S,2S)-

cyclohexane-1,2-diamine-N,N’,N’,N”,N’’-pentaacétique 22

L’acide N-[(2R)-amino-3-(p-nitrophényl)-propyl]-trans-(1S,2S)-cyclohexane-
1,2-di amine-N,N’,N’,N”,N"-pentaacétique 21 (0,9 g ; 1,54 mmol) est solubilisé
dans 20 mL de MeOH et placé dans le générateur. 90 mg de Pd/C est ajouté
dans le générateur. L’'atmosphére du générateur est ensuite saturée en
hydrogéne. La réaction est agitée a température ambiante et a pression

atmosphérique pendant 12h.
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Le mélange réactionnel est filtré sur célite afin d’éliminer le catalyseur. Le filtrat est

ensuite évaporé a sec. Le rendement de la réaction est quasi-quantitatif (99%, 0,84

g9)-

Eluant : MeOH (100)

Rf: 0

[M+H]* : 553

RMN'H (CD;0D) : 1,40 (m, 4H, CH2(11/12)); 1,70 (m, 2H, CH2(13)); 2,20 (m,
2H, CH,(10)); 3,00-4,50 (m, 17H,
CH(14)/CH(9)/CH(6)/CHx(5/7)/CHx(15/17/19/21/23)); 7,45 (dd, 4H, Ar,
3J=17,0 et 8,5 Hz).

» Acide N-[(2R)-amino-3-(p-isothiocyanatophényl)-propyl]-trans-
(1S,2S)-cyclohexane-1,2-diamine-N,N’,N’,N”’,N’-pentaacétique 11

Z 7] COH \"
MG 22 oM

1 équivalent d’acide N-[(2R)-amino-3-(p-aminophényl)-propyl]-trans-(1S,2S)-
cyclo hexane-1,2-diamine-N,N’,N’,N”,N”-pentaacétique 22 (7 mg ; 12,6
"Imoles) est placé dans un ballon et solubilisé dans 1ml de H,0. 62
équivalents de thiophosgéne (60ul ; 0,78 mmoles) sont ensuite ajoutés en
solution dans 5 ml de CHCIs. Le milieu réactionnel est agité vigoureusement
pendant 2h.

La phase aqueuse contenant le produit est séparée de la phase organique.
L’excés de thiophosgéne contenu dans la phase organique est neutralisé
avec un mélange EtOH-NaOH. La phase aqueuse est acidifiée puis évaporée

a sec. Le produit 11 est obtenu avec un rendement de 90% (6,7 mg).

[M+H]* : 594
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RMN'H (CD;0D) : 1,40 (m, 4H, CHx(11/12)); 1,70 (m, 2H, CH2(13)); 2,20 (m,
2H, CH5(10)); 3,00-4,50 (m, 17H,
CH(14)/CH(9)/CH(6)/CH2(5/7)/CH(15/17/19/21/23)); 7,37 (m, 4H, Ar).

[1.2.2. Synthése du TE3A-NCS 13

13
12 14
HO,COON® *NC °
(%>

7 5

|i—lm
[9%)

» N-(Boc)-2-bromoéthylamine 24.

H
N
B TO(O7<

24
1 équivalent d’hydrobromure de 2-bromoéthylamine 23 (5,5 g ; 26,8 mmol) est
dissous dans un tricol dans 30 mL de H,0. 1 équivalent de di-tert-butyl dicarbonate
en solution dans 30 mL de CH,CI, est ajouté dans le tricol puis 40 mL de NaOH 1M.
Le mélange réactionnel est agité vigoureusement pendant 12h a température
ambiante.
La phase organique est séparée et lavée par une solution de HCI 1M puis par une
saumure. La phase organique est séchée sur Na,SO, et le solvant évaporé. Le

produit 24 est ainsi obtenu avec un rendement de 80% (solide blanc ; 4,8 g).
[M+H]" : 224,1
RMN'H (CDCls) : 1,37 (s, 9H, CH3 (Boc)); 3,37 (t, 2H, CH,-N, %J=5,5 Hz); 3,43

(t, 2H, CH,-Br, 3J=5,5 Hz); 5,16 (s, 1H, NH).

» 2-N’-(1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane)-N-Boc-éthylamine 28.

133



Partie Expérimentale

13
12 m“ H
N
aH AN YO7<
10[ ] 2 o

9

4 3
eNH HN
5

°
1 équivalent de 1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane 25 (2 g ; 9,78 mmol), plus
couramment appelé cyclam, est placé en suspension dans 50 mL de toluéne
anhydre sous azote. 0,25 équivalent de N-(Boc)-2-bromoéthylamine 24 (0,55 g ;
2,45 mmol), dissous dans 30 mL de toluéne anhydre, est additionné goutte a goutte.
Le milieu réactionnel est agité a 70°C pendant 24h.
Apres retour a température ambiante, le mélange réactionnel est extrait par H,O.
Les phases aqueuses sont rassemblées et extraites par CH,Cl,. La phase organique
est lavée une fois par H,O. La phase organique est séchée sur Na,SOy,, filtrée et
évaporée. Le résidu obtenu 28 est séché sous pompe a vide. On obtient ainsi un
solide blanc (0,72 g ; 86%).

[M+H]* : 344,3 ; [M+Na]* : 366,3

RMN'H (CDCls) : 1,45 (s, 9H, CH3 (Boc)); 1,73 (m, 4H, 2xCHy(6/13)); 2,51 (m,
4H, CH(2/14)); 2,62-2,76 (m, 17H, CH2(3/5/7/9/10/12)/CH,-CH,-NBoc/2 NH);
3,28 (m, 2H, CH»>-NBoc); 6,23 (s, 1H, NHBoc).

RMN"C (CDCL;) : 26,0/28,4 (C¢/C13); 28,5 (3xCHs); 38,4 (CH,-NBoc); 47,3/
47,6/ 48,6/ 49,3/ 49,5/ 51,2 (Cs/s/7/0110112); 52,4/ 54,1/ 54,9 (Cy/14; N-CHy); 78,9
(C(Boc)); 156 (CO).

» Ester N’-[N-(Boc)-éthylamino]-1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane-N"’,N’”,
N’’”-triacétate de tert-butyle 27.

1 équivalent de 2-N-(1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane)-N-Boc-éthylamine 28 (0,3
g; 0,87 mmol) est dissous dans 20 mL de CH3;CN anhydre sous azote. 10

équivalents de Na,COj3; anhydre (0,92 g) et 4 équivalents de 2-bromoacétate de tert-
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butyle sont ajoutés. Le milieu réactionnel est chauffé a 60°C pendant 8h puis agité
toute une nuit a température ambiante.

Les sels sont filtrés et le filtrat extrait 3 fois au n-hexane. La phase CH3;CN est
évaporée. On obtient ainsi le produit désiré 27 avec un rendement de 92% (0,55 g ;

solide blanc).

[M+H]" : 686,6 ; [M+Na]" : 708,6

RMN'H (CDCls) : 1,43 (m, 36H, 12xCHj3); 1,55 (m, 2H, CHx(6)); 1,69 (m, 2H,
CH>(13)) ; 2,38-2,76 (m, 18H, CH2(2/3/5/7/9/10/12/14)/CH>-CH2-NBoc); 3,02
(m, 2H, CH.-NBoc); 3,18 (s, 2H,CH,-COOtBu); 3,27 (s, 2H,CH,-COOtBu);
3,36 (s, 2H, CH,-COOtBu); 6,78 (s, 1H, NHBoc).

RMN™C (CDCls) : 24,9/25,2 (C¢/C13); 28,1/28,2/28,2/28,5 (12xCH3); 39,3 (CH,-
NBoc); 47,7/49,4/49,6/50,7/51,8/51,9/52,3/53/55,2/55,9/57,1 (Cazi57/9/1012/14
/4xCH,-N); 78,2 (C (Boc)); 80,4/80,6/80,7 (3xC(tBu)); 156,5 (CO (Boc));
170,5/170,9/171,3 (3xCO).

» Acide N-(éthylamino)-1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane-N’,N”,N’”’-tri
acétique 29.

13
12 14

A~ -~ NH
HOZCm[Nn ‘N] 2
Ho.c2 >N N CcoH

5
6

29

0,124 g (0,18 mmol) de l'ester N-[N-(Boc)-éthylamino]-1,4,8,11-
tétraazacyclotétradécane-N",N”,N”"-triacétate de tert-butyle 27 sont dissous dans 2
mL d’acide trifluoroacétique dans un ballon surmonté d’un réfrigérant. 5 équivalents
de triisopropylsilane (186 L) sont ensuite additionnés dans le ballon. Le milieu
réactionnel est agité pendant 12h a température ambiante.

Le TFA est évaporé. Le résidu est repris dans H,O, lavé par Et,O puis par AcOEt. La
phase aqueuse est évaporée pour donner une huile incolore avec un rendement de
96% (72 mg).

ES : [M-H]" : 417
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RMN'H (D;0) : 1,97 (m, 4H, CH(6/13)); 3,07-3,31 (m, 20H,
CH(2/3/5/7/9/10/12/14)/CH,-CH,-COOH); 3,72 (s, 2H, -CH,-COOH); 3,74 (s,
2H,-CH,-COOH); 3,77 (s, 2H, -CH>-COOH).

RMN'C (D,0) : 19,8/20,0 (C¢/C13); 32,7 (CH2-NH,);
47,6/47,9/49,1/49,3/49,6/49,8/50,0/50,4/50,6 (Cas3/5/719/1012114/CHa-CH2-N);
52,7/ 52,8/ 52,9 (3xCH,-COOH); 169,9/170,3/170,5 (3xCOOH).

» Acide N-(éthylisothiocyanato)-1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane-N’,N”,N’”’-

triacétique 13.

1 équivalent d’acide N-(éthylamino)-1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane-N’,N”,N"-
triacétique 29 (0,5 g ; 1,2 mmol) est mis en solution dans 5 mL de H,O en présence
de 5 équivalents de NEt; (0,8 mL ; 6 mmol). 2 équivalents de thiophosgéne (183 L ;
2,4 mmol) sont ensuite ajoutés en solution dans 3 ml de CHCl3. Le milieu réactionnel
est agité pendant 1h.

La phase aqueuse est extraite. Le thiophosgéne présent dans la phase organique
est neutralisée par EtOH-NaOH. La phase aqueuse est basifiée avec K,CO; jusqu’a
pH 9 et extraite plusieurs fois par CHCI; afin d’éliminer la NEt;. La phase aqueuse
est ensuite acidifiée par HCI 1M puis évaporée a sec. Le produit 13 est alors obtenu

avec un rendement de 87% (0,48 g ; 1 mmol).

ES : [M-H]" : 459

RMN'H (D;0) : 1,97 (m, 4H, CH(6/13)); 3,10-3,31 (m, 18H,
CH2(2/3/5/7/9/10/12/14)/CH,-CH,-COOH); 3,69 (t, 2H, CH,-NCS) 3,72 (s,
2H); 3,74 (s, 2H); 3,76 (s, 2H).

RMN'3C (D,0) : 20,0/21,8 (C¢/C13); 45,0 (CH2-NCS); 50,0-58,0 (Cosas5/719/10112/14/
CH,-CH,-N/3xCH,-COOH); 132,5 (NCS); 170,0/170,3/170,5 (3xCOOH).
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I1.3. Synthéses des hapténes.

[1.3.1. Synthése de I'hapténe DNP-cap-CO-NHS 30

» Ester 6-(2,4-dinitrophénylamino)-caproate de N-hydroxysuccinimidyle 30

NO o
2] H 9 11 O 17
3 NM 16
“ 17% 0 21 ON 15
ON 6 & 14

5
30

1 équivalent d’acide 6-(2,4-dinitrophénylamino)-caproique 32 (0,2 g ; 0,67 mmoles)
est placé dans un ballon sous courant de N, puis est solubilisé dans 5 mL de
CH3CN anhydre. 2 équivalents de NEt; (0,19 mL ; 1,3 mmoles) sont ensuite ajoutés
au milieu réactionnel. 2,5 équivalents de N,N,N’,N-tétraméthyl-O-(N-succinimidyl)-
uronium tétrafluoroborate 33 (0,5 g ; 1,68 mmoles) sont additionnés a température
ambiante. La réaction est agitée a température ambiante. On observe au bout de
quelques minutes un changement de couleur (rose au marron foncé). Au bout de 15
minutes, la réaction est totale.

Le solvant est évaporé a sec. Le produit 30 est obtenu aprés purification sur colonne
chromatographique avec un rendement de 98% (solide jaune ; 0,26 g ; 0,66

mmoles).

Eluant : CHCI3/ MeOH : 9/1

Rf=0,9

[M+H]* : 396,7

RMN'H (CDCls) : 1,59 (quint, 2H, CH4(10), 3J=7,02 Hz); 1,78 (m, 4H,
CH,(9/11)); 2,69 (t, 2H, CH5(12), 3J=7 Hz); 2,86 (s, 4H, CH,(15/16)); 3,44 (dd,
2H, CH4(8), ®J=12,5 et 7,0 Hz); 6,93 (d, 1H, CH(6), °J=9,8 Hz); 8,28 (d, 1H,
CH(5), %J=9,5 Hz); 8,57 (s, 1H, NH) ; 9,16 (s, 1H, CH(3)).

RMN™C (CDCls) : 24,2 (C1s116); 24,5 (C11); 26,5 (C10); 29,9 (Co); 31 (Cr2); 44,1
(Cs); 115,3 (Ce); 119,5 (C3); 128,0 (Cs); 133,1 (Cy); 137,7 (Cy); 144,7 (Cy);
167,5 (C13); 169,0 (2xC=0).

IR : 3343, 2952, 1814, 1787, 1733, 1614, 1590, 1519, 1334, 1271, 1211,
1074.
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[1.3.2. Synthése de I'hapténe HSGL-NCS 31.

8 17 15“ i 9 H 8
14~ 12 6 ~_4 =
HN/W M”(‘w > 3 N=C=S
\=N o o
19

e o

31

» Acide 4-histamidylsuccinique 36

18

H
17 15 N 14 12
HN/Y‘G\/ MOH

\=N o
19

1 équivalent d’histamine 34 (0,2 g ; 1,75 mmol) est dissous dans 5 mL de DMF
anhydre. 2 équivalents d’anhydride succinique 35 (0,35 g ; 3,5 mmol) sont dissous
dans un tricol sous atmosphére azotée avec 5 ml de DMF anhydre. La solution
contenant I'histamine 34 est alors ajoutée goutte a goutte dans le tricol. Le milieu
réactionnel est agité 3 heures a température ambiante. Le DMF est évaporé. Le
résidu est repris dans I'éthanol absolu et plongé dans un bain de glace. Le solide
obtenu est séché une nuit sous cloche a vide. Le produit 36 est obtenu avec un

rendement de 82% (solide beige ; 0,3 g).

Eluant : MeOH : 1

Rf = 0,4

ES*: [M+H]" : 212 ; [2M+Na]" : 445 ES : [M-H] : 209,9 ; [2M-H] : 421
RMN'H (CD;0OD) : 2,44 (t, 2H, CH,(13), 3J=6,4 Hz); 2,51 (t, 2H, CH4(12),
%J=6,4 Hz); 2,81 (t, 2H, CHx(16), >J=6,8 Hz); 3,41 (t, 2H, CHx(15), *J=6,8 Hz);
7,03 (s, 1H, CH(18)); 8,05 (s, 1H, CH(19)).

RMN'C (CDs0D) : 26,7 (C1g); 31,9+32,5 (C12/13); 40,0 (C15); 118,1 (C1s);
134,5+135,5 (C1719); 175,2 (CO14); 178,2 (CO11).

IR : 3295,3110, 2748, 2260, 1658, 1566, 1412, 1364, 1220.

» N-L-(benzyloxycarbonyl)-lysinate d’éthyle 38.
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15 > o°
6,1 g (21,3 mmol) de N-C-(CBz)-lysine 37 ¥ont mis en suspension dans 150 mL de
EtOH absolu. Le milieu réactionnel est refroidi dans un bain de glace. Un flux de
HClg,, est appliqué dans la solution éthanolique jusqu’a dissolution compléte du
réactif. Aprés 5h d’agitation a température ambiante, le solvant est évaporé. Le
résidu est dissous dans AcOEt puis lavé par une solution de Na,CO3; a pH 12. La
phase organique est séchée sur Na,SO,, filtrée et évaporée. Le produit 38 est
obtenu sous forme d’une huile jaune avec un rendement de 97% (6,37 g ; 20,7

mmol).

Eluant : CHCI3/MeOH : 9/1

Rf=0,5

[M+H]" : 309,7

RMN'H (CDCls) : 1,16 a 1,98 (m, 11H, dont 1,21 (t, CHs, *J=7 Hz) + CH(5/6/7)
+ NH,); 2,60 (t, 2H, CH2(8), %J=6,7 Hz); 4,12 (q, 2H, CH4(2), *J=7 Hz); 4,30
(m,1H, CH(4)); 5,05 (s, 2H, CH»-Bz); 5,50 (d, 1H, NH, 3J=6,1 Hz); 7,29 (s, 5H,
Bz).

RMN™C (CDCls) : 14,1 (C4); 22,4 (Cs); 28,8+32,4 (Csr7); 41,5 (Cs); 53,8 (Cy4);
61,3 (Cy); 66,9 (Co); 127,9-128,5 (5xCHa(); 136,3 (Car); 155,9 (NH-CO); 172,5
(Cs).

IR : 3332-3035, 2947, 2860, 1718, 1535, 1332, 1263, 1213, 1135, 1029.

» N-(Boc)-glycyl-N-[1-(benzyloxycarbonyl)-lysinate d’éthyle 39.

M el o
VLT
39
1,1 équivalents de N-[J-(benzyloxycarbonyl)-lysinate d’éthyle 38 (6,37 g ; 20,3 mmol)
sont dissous dans 50 mL de CHCI; anhydre sous azote. 1 équivalent de N-Boc-
glycine est ajouté, puis 1,5 équivalents de NMM (3,1 mL), de HOBt (3,81 g) sont
additionnés au milieu réactionnel. Puis aprés dissolution totale du milieu, 1,5
équivalents de EDC.HCI (5,4 g) sont ajoutés. Aprés agitation durant 12h a

température ambiante, le solvant est évaporé, le résidu repris dans AcOEt et lavé
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avec HCI 0,2N puis deux fois par H,O. La phase organique est séchée sur Na,SO,,
filtrée et évaporée. Le produit brut est purifié sur colonne chromatographique
(Eluant : CHCI3/MeOH : 95/5). Le produit 39 est obtenu sous forme d’une huile
incolore qui cristallise aprés séchage sous cloche a vide en un solide blanc (99,4% ;
8,69 g).

Eluant : CH,CI,/AcOEt : 1/1

Rf = 0,25

[M+Na]" : 488,5

RMN'H (CDCls) : 1,23 a 1,85 (m, 18H, dont 1,23 (t, CHs, 2J=7 Hz) et 1,44 (s,
3xCH3) + CHx(5/6/7)); 3,24 (m, 2H, CHx(8)); 3,74 (d, 2H, CH,(10), °J=5,8 Hz);
4,19 (q, 2H, CH2(2), *J=7 Hz); 4,31 (m, 1H, CH(4)); 5,11 (s, 2H, CH,-Bz); 5,28
(m, 1H, NH); 5,55 (d, 1H, NH, 3J=8,2 Hz); 6,34 (m,1H, NH); 7,35 (s, 5H, Bz).
RMN'C (CDCls) : 14,1 (C1); 22,4 (Ce); 28,2 (Cgoc); 28,8+32,1 (Cs17); 38,9 (Cs);
44,3 (C11); 53,6 (Ca); 61,4 (Cy); 66,9 (CH2-Bz); 80,1 (Cyv Boc); 128,0-128,1
(5xCHar); 136,2 (Car); 155,4 + 156,0 (COcarbamate); 169,5 (Co); 172,4 (Cs).

IR : 3297, 3053, 2975, 2933, 2879, 1718, 1689, 1525, 1371, 1249, 1170.

» Glycyl-N-[1-(benzyloxycarbonyl)-lysinate d’éthyle 40.

HoN'10 75 A
O L 3g™NpO
40

6 équivalents d’acide trifluoacétique (8,58 mL) sont ajoutés lentement sur 8,65 g
(21,29 mmol) de N-(Boc)-glycyl-N-L1-(benzyloxycarbonyl)-lysinate d’éthyle 39 refroidi
dans un bain de glace. On chauffe a 35°C jusqu’a dissolution compléte du réactif de
départ puis on agite 1h a 30°C.
Le TFA est évaporé et le résidu est repris dans CH,Cl,, lavé par une solution de
NaHCO; saturée. La phase organique est séchée sur Na,SQ,, filtrée et évaporée.
L’huile obtenue est lavée dans Et,0 et filtrée. Aprés séchage sous cloche a vide, le

produit final 40 est obtenu avec un rendement de 99,7% (huile jaune, 6,77 g).

Eluant : MeOH : 1
Rf=0,3
[M+H]* : 366,7 ; [2M+H]" : 731,7
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RMN'H (CDCls) : 1,19 & 1,79 (m, 11H, dont 1,23 (t, CHa, 3J=7 Hz) + CHx(5/6/7) +
NH,): 3,20 (m, 2H, CHa(8)); 3,42 (s, 2H, CHa(10)); 4,17 (g, 2H, CH»(2), 3J=7
Hz); 4,30 (m, 1H, CH(4)); 5,08 (s, 2H, CH»-Bz); 5,61 (d, 1H, NH, 3J=8,3 Hz);
5,55 (d, 1H, NH, %J=8,2 Hz); 7,33 (s, 5H, Bz) ; 7,48 (m,1H, NH).

RMN'C (CDCl;) : 14,0 (C1); 22,4 (Cs); 28,8+32,0 (Cs/7); 38,7 (Cs); 43,4 (Cro);
53,7 (C4); 61,4 (C,); 66,8 (CHp-Bz); 127,9-128,5 (5xCHa,); 136,2 (Ca); 155, 1
(COcarbamate); 170,7 (Co); 172,5 (Cs).

IR : 3346, 3046, 2951, 2937, 2868, 1718, 1660, 1533, 1432, 1261, 1030.

» Histaminosuccinylglycyl-N-[1-(benzyloxycarbonyl)-lysinate d’éthyle 41.

18 47 15HM 9 H 8 6~ 4 H O\/©
HN/W 3 11”‘“’ 7 5 T

\=N (@) O 3 (@)
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170 Yo

41
1 équivalent d’acide 4-histamidylsuccinique 36 (0,15 g ; 0,71 mmol) est dissous dans
5 mL de DMF anhydre a 90°C sous azote. Apres retour a température ambiante, 1,2
équivalents de glycyl-N-[1-(benzyloxycarbonyl)-lysinate d’éthyle 40 (0,311 g) sont
ajoutés au milieu réactionnel puis 1,5 équivalents de NMM (118 (L), de HOBt (0,144
g), de EDC.HCI (0,205 g).
Aprés 5h d’agitation a température ambiante, le solvant est évaporé. Le résidu est
purifié sur colonne chromatographique (Eluant : CHCI;/MeOH : 7/3). Le produit pur

est obtenu avec un rendement de 79% (solide blanc ; 0,312 g).

Eluant : CHCI;/MeOH : 7/3

Rf = 0,26

[M+H]* : 560,2

RMN'H (CD;OD) : 1,09 & 1,66 (m, 9H, dont 1,12 (t, CH3, J=7 Hz) + CH,(5/6/7));
2,37 (m, 4H, CHx(12/13)); 2,65 (t, 2H, CHy(16), 2J=7 Hz); 3,08 (t, 2H, CHy(8),
3J=6,7 Hz); 3,29 (t, 2H, CH,(15), 3J=7 Hz); 3,79 (s, 2H, CHx(10)); 4,02 (m, 3H,
CH(4) + CH2(2)); 4,96 (s, 2H, CH,-Bz); 6,76 (d, 1H, CH1g, 2J=1,1 Hz); 7,17 (s,
5H, Bz); 7,56 (d, 1H, CH1g, J=1,1 Hz).

RMN'3C (CD;0D) : 14,8 (C1); 24,4 (Ce); 28,1+30,0+32,1+32,4+32,5
(Csi712113117); 40,3+40,8 (Cgns); 44,0 (Cro); 55,9 (C4); 62,6 (Cs); 67,9 (CH,-Bz);

141



Partie Expérimentale

119,0 (C1s); 129,1-129,8 (5xCHp); 136,4 (Car); 138,5 (C1o); 159,0
R: 3300, 3074, 2951, 2939, 2868, 1740, 1682, 1554, 1346, 1217,1072.

» N-[1-(histaminosuccinylglycyl)-lysinate d’éthyle 42.

/Y'le\/ MN"’ N\s/\/I
120 Yo

42
0,4 g (0,71 mmol) d’histaminosuccinylglycyl-N-[1-(benzyloxycarbonyl)-lysinate
d’éthyle 41 sont dissous dans 20 mL de MeOH et placés dans le réacteur a
hydrogénation. 0,12 g (0,3% massique) de Palladium 5% sur charbon sont
additionnés. Le milieu réactionnel est agité pendant 12h sous hydrogene a pression
atmosphérique.

Une filtration sur célite est appliquée pour éliminer le catalyseur. Le filtrat est
évaporé. Le produit déprotégé 42 est obtenu quasi-quantitativement (solide blanc ;
0,299 g ; 99,3%).

Eluant : MeOH : 1

Rf=0,12

[M+H]* : 425 ; [M+Na]" : 447

RMN'H (CD;OD) : 1,24 a 1,70 (m, 9H, CH3 + CH,(5/6/7)); 2,50 (m, 4H,
CH,(12/13)); 2,77 (t, 2H, CH4(16), 3J=7 Hz); 3,21 (t, 2H, CH4(8), >J=7 Hz);
3,41 (t, 2H, CHx(15), 3J=7 Hz); 3,80 (s, 2H, CH5(10)); 4,00 (t, 1H, CH(4),
3J=6,4 Hz); 4,28 (q, 2H, CHx(2), 3J=7,2 Hz); 6,85 (d, 1H, CH1s, 3J=1,1 Hz);
7,59 (d, 1H, CHyg, 3J=1,1 Hz).

RMN"C (CD;0D) : 14,5 (C+); 18,4 (Cs); 23,7+27,7+29,9+31,8+32,1
(Cs7i211317); 40,1+40,5+43,7 (Cg1ons); 55,0 (C4); 62,0 (C2); 118,2 (C1s); 136,1
(C1g); 171,9+174,6+175,6 (Co+C11+C14); 177,0 (Cs).

IR : 3290-3050, 2953, 2939, 2878, 1738, 1675, 1554, 1344, 1226, 994.

> Isothiocyanate de la N-[1-(histaminosuccinylglycyl)-lysinate d’éthyle 31.
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WMNWV\/I

120 Yo

31
1 équivalent de N-[-(histaminosuccinylglycyl)-lysinate d’éthyle 42 (0,1 g ; 0,23
mmol) est solubilisé dans 2 mL de H,O en présence de 1,5 équivalents de NEt; (48
0L ; 0,34 mmol). 2 équivalents de thiophosgéne (36 LIL ; 0,47 mmol) sont
additionnés en solution dans 5 mL de CHCI;. La réaction est agitée vigoureusement
durant 1h. La phase aqueuse est récupérée et évaporée a sec. Le résidu est rincé
plusieurs fois a I'Et,0, puis solubilisé en HCI 0,5 M. La solution aqueuse est
évaporée a sec. Le produit est placé sous cloche a vide. On obtient ainsi le produit

désiré 31 avec un rendement de 85% (93 mg).

Eluant : MeOH : 1

Rf=0,12

[M+Na]"* : 489

RMN'H (CD;0D) : 1,21 a4 1,80 (m, 9H, CHs + CH3(5/6/7)); 2,50 (m, 4H,
CH2(12/13)); 2,64 (t, 2H, CHy(16), °J=7 Hz); 3,18 (t, 2H, CHx(8), >J=7 Hz);
3,37 (t, 2H, CH2(15), 3J=7 Hz); 3,80 (s, 2H, CH2(10)); 4,28 (q, 2H, CH2x(2),
3J=7,2 Hz); 4,50 (t, 1H, CH(4), °J=6,4 Hz); 6,80 (d, 1H, CH4g, *J=1,1 Hz); 7,56
(d, 1H, CHyg, 3J=1,1 Hz).

RMN'C (CD;OD) : 14,8 (C+); 18,4 (Cs); 23,7+29,4+29,8+32,0+36,8
(Cs7i2i1317); 40,1+40,4+43,7 (Cg101s); 60,9 (Cs); 65,4 (C4); 118,2 (C1g); 130,9
(NCS); 136,1 (C1o); 171,4+174,6+175,6 (Co+C11+C14); 177,0 (Ca).

IR : 3300, 2951, 2939, 2868, 2100, 1738, 1680, 1554, 1344, 1217, 994.

11.4. Synthéses des différents “constructs’.

[1.4.1. Synthéses des “constructs” chélatants.

Mode opératoire général.
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5 équivalents d’agents chélatants sont solubilisés dans un ballon dans 0,5 mL de

DMSO a 50°C. Une solution chloroformique contenant 1 équivalent de DSPE-PEG,-

NH, 7a/7b et 5 équivalents de NEt; est additionnée lentement dans le ballon. La

réaction est agitée a 50°C pendant 2h.

Le solvant est concentré. Une précipitation dans Et,O a 0°C est appliquée. Le

précipité est filtré et rincé par Et,0.

> DTPA-PEGn-DSPE 43a/43b

HOZC/\ N ) T\ H

MY Nordy Oﬁo( H\/\O‘?‘_{O/M%Q7%5
COH

/

N
HOC HOZC>

o OﬁgQﬂ'bs

PEGzg00 432

PEGeo00 43b

Réactifs de départ :

0,1 g (0,036 mmol) DSPE-PEGyg0-
NH,

64 mg (0,18 mmol) DTPA-DA
Eluant : CHCI3/ MeOH : 7/3

Réactif de départ :

50 mg (8 ijl) DSPE-PEGeooo-NHz
16,3 mg (45,6 mol) DTPA-DA
Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1

Rf=0 Rf=0
M . Masse obtenue : 40 mg
asse obtenue : 84,7 mg Rdt : 75.6%
Rdt: 75% T
SM |[M+NaJ :3151,7 [M + NaJ" : 6609,4
00’35 (E)"S’gg' 2xCls): 125 (m. 0211 10,88 (m, 6H, 2xCHy); 1,25 (m, 62H,

, 2 (DSPE)); 1,57 (m, 4H, CHx-CHa- | oy " hapEYY. 1,50 (m), 4H, CH,-CH,-
RMN'H | CO); 2,26 (m, 4H, CH-CO); 260 (5, | C0'5 80.5.00 (m. 570H): 5.24 (. 11
(CDCL) | 8H, CHzN (DTPA)): 3,00-5,00 (m, |\ &2 e B My BB =22 05 1

200H); 5,20 (s, 1H, NH); 6,30 (s, 1H, T o )

NH).

14,1 (2xCHa); 22,8 (2xCHo-CH3); 25,3 | 14,1 (2xCHa): 23,0 (2xCH,-CHa); 25,4

(2xCH,-CH5-CO (DSPE)); 28,9-32,0 | (2xCHy-CH,-CO (DSPE)); 29,5-34,0

(CH, (DSPE)/ 2xCH,-CO); 40,3 (CHo- | (24xCH, (DSPE)/ 2xCH,-CO); 40,5

NH (DSPE)/CH,-NH (PEG)); 50,7 (CH, | (CH,-NH (DSPE)/CH,-NH (PEG));
RMN"c |DTPA) ;58,0 (CH~CO DTPA); 61,0 |50,2 (CH, DTPA) ;56,9 (CH,~CO
(CDCls) (CH,-O-C=0 (PEQG)); 63,9-72,6 (CH,- |DTPA); 61,8 (CH,-O-C=0 (PEG));

0-C=0 (DSPE)/CH-CH,-O-P=0}/NH-
CH>-CH,-O -P=0)/ (CH,-O-CHy)43/
CH(DSPE)/NH-CH,-CH,-0): 1560
(NH-CO); 173,0 (2xO-C=0) : 173,2
(COOH).

63,3-71,0 (CH,-O-C=0 (DSPE)/ CH-
CH,-0-P=0/NH-CH,-CH,-O-P=0/
(CH»-O-CH,)135/CH (DSPE)/ NH-CH,-
CH,-0); 155,8 (NH-C=0); 172,8 (2xO-
C=0) ; 173,0 (COOH).

> CHXA”DTPA-PEG-DSPE 44a/44b
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N

HO,C

e
]

H § ¢H i
B e
4 o

o OE/CWHSS

PEG2000 442

PEGéo00 44b

Réactifs de départ :

30 mg (10,1 Jmol) DSPE-PEGp0-
NH;

32 mg (54,1 Umol) CHXA’DTPA-NCS
Eluant : CHCI3/ MeOH : 7/3

Réactif de départ :

20 mg (3,2 ij') DSPE-PEGGOO()-NHQ
9,5 mg (45,6 [Jmol) CHXA’DTPA-NCS
Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1

Rf- 0 Rf=0
M . Masse obtenue : 21 4 mg
asse obtenue : 34,6 mg Rdt : 98%
Rdt : 95% '
SM [M + Na]* : 3388,6 [M + Na]" : 6869,6
0,83 (m, 6H, 2xCHs); 1,23 (m, 62H, 0,82 (m, 6H, 2xCHs); 1,20 (m, 62H,
RMN'H | CHz (DSPE)); 1,40 (m, 4H, CH, CHX); | CH, (DSPE)); 1,32 (m, 4H, CH; CHX);
(cDCly) | 157 (m, 4H, CH,-CHo-CO); 1,71 (m, | 1,53 (m, 4H, CH,-CH,-CO); 2,00-5,00
3| 2H, CH, CHX); 2,00-5,00 (m, 220H); | (m, 570H); 6,30 (s, 1H, NH); 7,10 (m,
6,50 (s, 1H, NH); 7,00 (m, 4H, Ar). 4H, Ar).
14,0 (2xCH3); 22,5 (2xCH,-CHs); 25,1 | 14,1 (2xCHs); 22,4 (2xCH,-CHs); 25,2
(2xCH,-CH,-CO (DSPE)); 27,0-32,0 | (2xCH,-CH,-CO (DSPE)); 28,0-33,0
(CH, (DSPE)/2xCH,-CO/CH, CHX); | (CH, (DSPE)/2xCH,-CO/CH, CHX);
40,5 (CH,-NH (DSPE)/CH,-NH 40,5 (CH,-NH (DSPE)/CH,-NH
(PEG)); 54,0-55,0 (CH CHXDTPA/ (PEG)); 54,2-55,3 (CH CHXDTPA/
RMN™C |CH,~CO CHXDTPA); 61,0 (CH,-O- | CH,~CO CHXDTPA); 60,5 (CH,-O-
(CDCl3) |C=0 (PEG)); 63,5-73,0 (CH,-O-C=0 | C=0 (PEG)); 63,0-72,4 (CH,-O-

(DSPE)/CH-CH,-O-P=0)/ NH-CH,-
CH,-0-P=0)/(CH>-O-CH>)43/
CH(DSPE)/NH-CH,-CH»-0); 127,0
(Ar) ; 155,8 (NH-CO); 173,0 (2xO-
C=0); 173,3 (COOH); 176,5 (C=S).

C=0O(DSPE)/CH-CH,-O-P=0) /NH-
CH,-CH,-O-P=0)/(CH>-O-CH>)13s/
CH(DSPE)/NH-CH,-CH,-0); 126,8
(Ar); 156,0 (NH-CO); 173,0 (2xO-
C=0/COQH); 177,0 (C=S).

> DOTA-PEG-DSPE 45a/45b

COH COH

L) H H H oH o
[N N]/_QN\C’N\{/\Oﬁ\n/ N "opoy OAC‘WHSS
- g o o "o curs
HOC—"\__/ \—COMH o
PEG2000 452 PEGgoo0 45b

Réactifs de départ :

22 mg (7,9 Emol) DSPE-PEGgooo-NHz
21,7 mg (39,4 Umol) DOTA-NCS
Eluant : CHCIy/ MeOH : 7/3

Rf=0

Réactif de départ :

10 mg (1 ,6 ij') DSPE-PEGGOO()-NHQ
4,4 mg (8 Umol) DOTA-NCS

Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1

Rf=0
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Masse obtenue : 24,2 mg
Rdt : 92%

Masse obtenue : 9,8 mg
Rdt : 90%

SM  |[M+Nal :3346,4 [M + Na]* : 6827 4
0:83 (m, O, 2xCHa): 1.27 (M, 628, 10 84 (m, 6H, 2xCHy); 1,28 (m, 62H,
CH, (DSPE)); 1,57 (m, 4H, CH,-CH,- ,
: , CH; (DSPE)); 1,50-2,60 (s, 20H, CHy-
RMN'H | CO); 2,25-2,50 (m, 18H, CH,-CH,- :
, CH,-CO/CH,-CO/CH-N (DOTA));
(CDCl) | CO/CH,-COICH,N (DOTA)) 3.00- | 2ot e 2 A e oH, NH):
5,00 (m, 200H); 6,00 (s, 2H, NH); 6,60 | 375"+, 1 0P 058 (8 28, TH):
6,70 (m, 4H, Ar).
(m, 4H, Ar).
14,1 (2xCHs); 22,5 (2xCH,-CHy); 25,2 | 14,2 (2xCH;); 22,9 (2xCH,-CHs); 25,4
(2xCH,-CH,-CO (DSPE)); 29,0-30,0 | (2xCH,-CH,-CO (DSPE)); 29,7 (CH,
(CH, (DSPE)/2xCH,-CO); 40,8 (CHz- | (DSPE)); 34,0 (2xCH,-CO); 41,0 (CHo-
NH (DSPE)/CH,-NH (PEG)); 50,0-57,0 | NH (DSPE)/CH,-NH (PEG)); 51,0-56,7
RMN"c | (CH2/CH DOTA) ; 62,0-73,1 (CH,-O- | (CHy/ CH DOTA) ; 62,0-73,0 (CH,-O-
(CDCly | C=O (PEG) CH,-0-C=O (DSPE)/CH- | C=0 (PEG)/CH,-O-C=0 (DSPE)/CH-

CH,-0-P=0/ NH-CH,-CH,-O-P=0/
(CH2-O-CHy)as/CH (DSPE)/NH-CH,-
CH,-O); 126,6 (Ar) ; 155,86 (NH-CO);
173,0 (2x0-C=0 ; COOH) ; 178,0
(C=S).

CH,-0-P=0/ NH-CH,-CH,-O-P=0/
(CH2-O-CHy)135/CH (DSPE)/NH-CH,-
CH,-0); 125,9 (Ar) ; 156,0 (NH-C=0);
172,9 (2x0-C=0 ; COOH) ; 177,0
(C=S).

> TE3A-PEG-DSPE 46a/46b

H H Q?
HOZC/\ pNN H\C/ N\{/\O/ﬁ\n/oﬁf N\/\G;_'O/Hﬁ/\o)kQﬂ"%
) o}

o

HO,C._N N{_COH

o OWO(CWHSS

PEG2000 462

PEGégo00 46b

Réactifs de départ :

20 mg (7,2 LmOl) DSPE-PEGZQQQ-NHQ
16,5 mg (35,8 [Imol) TE3A-NCS
Eluant : CHCIy/ MeOH : 7/3

Réactif de départ :

10 mg (1 ,6 JmOl) DSPE-PEGGOO()-NHQ
4 mg (45,6 [Imol) TE3A-NCS

Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1

Rf=0 Rf=0
Masse obtenue : 20,9 mg Masse obtenue : 9,8 mg
Rdt : 90% Rdt : 92%
SM [M + Na]" : 3253,4 [M + Na]" : 6734,4
0,83 (m, 6H, 2xCHj3); 1,27 (m, 62H, 0,84 (m, 6H, 2xCH3); 1,28 (m, 62H,
RMN'H CH, (DSPE)); 1,50 (m, 4H, CH,-CH,- | CH, (DSPE)); 1,53 (m, 4H, CH>-CH,-
(CDCl,) CO); 2,00 (m,4H); 2,30 (m, 2H, CH,- CO); 2,10 (m, 4H); 2,20 (m, 4H, CH,-
CO); 3,00-5,00 (m, 200H); 6,30 (s, 1H, | CO); 3,30-5,10 (m, 550H); 6,50 (s, 1H,
NH). NH).
14,1 (CH3); 20,0-22,0 (CH,-CH3s/ CH, | 14,2 (CHj3); 20,4-23,0 (CH,-CH3/ CH,
TE3A); 25,3 (CH,-CH,-CO (DSPE)); TE3A); 25,2 (CH,-CH,-CO (DSPE));
29,0-30,0 (CH, (DSPE)/CH,-C0O); 40,2 | 29,7-30,5 (CH, (DSPE)/CH,-CO); 40,3
(CH,-NH (DSPE)) 41,8 (CH,-NH (CH>-NH (DSPE)); 41,0 (CH,-NH
RMN'3C (PEG)); 44,8 (CH,-NHCS) 50,0-58,0 (PEG)); 45,0 (CH,-NHCS) ; 51,0-58,0
(CH, TE3A); 62,1 (CH-O-C=0 (CH, TE3A); 62,0 (CH,-O-C=0
(CDCls) (

PEG)); 63,0-74,0 (CH,-O-C=0
(DSPE)/CH-CH,-O-P=0/ NH-CH,-CH,-
0O-P=0/ (CH»-O-CH,)45/CH
(DSPE)/NH-CH,-CH,-0); 156,0 (NH-
CO); 173,1 (O-C=0/COOH) ; 180,7

(PEG)); 63,0-73,0 (CH,-O-C=0
(DSPE)/CH-CH,-0-P=0/NH-CH,-CH,-
O-P=0/(CH,-0O-CH,)135/CH (DSPE)/
NH-CH,-CH,-0); 155,8 (NH-C=0);
172,9 (O-C=0/COOH) ; 179,8 (C=S).
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(C=S).

[1.4.2. Synthéses des “constructs” hapténes.

Mode opératoire général.

1 équivalent de DSPE-PEG,-NH, 7a/7b et 5 équivalents de NEt; est mis en solution

dans du CHCI; dans un ballon. 5 équivalents d’hapténe activé sont solubilisés dans
un solvant approprié (CHCI; pour DNP-cap-CO-NHS 30/ MeOH pour HSGL-NCS 31)

et additionnés dans le ballon. Le mélange réactionnel est agité a 50°C pendant 2h.

Le solvant est concentré. Une précipitation dans Et,O a 0°C est appliquée. Le

précipité est filtré et rincé par Et,0.

> DNP-PEG,-DSPE 47a/47b

ON o
H H OH
\%\HW\/IN\{/\O/%OWO(N\/\GFLW%CWH%

o %g@ﬂ"%

PEG2000 472

PEGeo00 47b

Réactifs de départ :

0,1 g (0,036 mmol) DSPE-PEGyg0-
NH,

70,5 mg (0,18 mmol) DNP-cap-CO-
NHS

Réactif de départ :

50 mg (8 ijl) DSPE-PEGeooo-NHz
15,7 mg (40 Tmol) DNP-cap-CO-NHS
Eluant : CHCIs/ MeOH : 9/1

NH) ; 6,40 (s, 1H, NH) ; 6,90 (d, 1H,

Eluant : CHCIy/ MeOH : 9/1 Rf=0,15

Rf=0,2 Masse obtenue : 52 mg

Masse obtenue : 0,108 g Rdt : 100%

Rdt : 98%

SM [M + Na]" : 3073,4 [M + Na]" : 6554,4

0,83 (m, 6H, 2xCH3); 1,27 (m, 64H); 0,84 (m, 6H, 2xCH3); 1,28 (m, 64H);
RMN'H |1,78 (m, 4H, CH,-CH,-CO); 2,30 (m, 1,80 (m, 4H, CH,-CH,-CO); 2,32 (m,
(CDCI;) |8H); 3,00-4,40 (m, 190H); 5,20 (s, 1H, |8H); 3,00-4,00 (m, 560H); 5,30 (s, 1H,

NH): 6,52 (s, 1H, NH); 6,91 (d, 1H, 3J=
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°J= 9,75 Hz); 8,20 (d, 1H, °J=9,78
Hz) ; 8,50 (s, 1H, NH) ; 9,10 (s, 1H).

9,77 Hz); 8,22 (d, 1H, *J= 9,78 Hz) ;
8,52 (s, 1H, NH) ; 9,00 (s, 1H).

RMN"C
(CDCl5)

14,1 (2xCHs); 22,8 (2xCH,-CH); 24,0-
26,0 (CH,-CH,-CO (DSPE)/CH, DNP);
29,0-31,0 (CH, (DSPE)/ CH,-CO/ CH,
DNP); 40,5 (CH,-NH (DSPE)); 42,0
(CH>-NH (PEG)); 44,0 (CH, DNP);
62,2 (CH,-O-C=0 (PEG)); 63,0 (CH,-
O-C=0 (DSPE)); 64,5 (CH-CH,-O-
P=0)/NH-CH,-CH,-O-P=0); 68,0-73,0
((CH,-O-CH,),3/CH (DSPE)/NH-CH,-
CH,-0); 115,2 (Ar DNP) ; 119,6 (Ar
DNP) ; 128 (Ar DNP) ; 133,2 (Ar
DNP) ; 137,6 (Ar DNP); 144,5 (Ar
DNP); 155,6 (NH-CO); 167,0 (C=0);
169,0 (C=0); 173,1 (2x0O-C=0).

14,1 (2xCHs); 23,1 (2xCH,-CHs); 24,0-
26,5 (CH,-CH,-CO (DSPE))/ CH;
DNP); 29,7-33,0 (CH, (DSPE)/ CH.-
CO/ CH, DNP); 40,2 (CH,-NH
(DSPE)); 41,0 (CH,-NH (PEG)); 62,0
(CH»>-O-C=0 (PEQG)); 63,8 (CH,-O-
C=0 (DSPE)); 64,0-70,0 (CH-CH,-O-
P=0/ NH-CH,-CH,-O-P=0/(CH,-O-
CH,)135/CH (DSPE)); 72,9 (NH-CH,-
CH,-0); 115,0 (Ar DNP) ; 119,4 (Ar
DNP) ; 128,1 (Ar DNP) ; 133,1 (Ar
DNP) ; 137,7 (Ar DNP); 144,7 (Ar
DNP); 156,0 (NH-CO); 167,5 (C=0);
169,0 (C=0); 173,1 (2x0O-C=0).

> HSGL-PEG,-DSPE 48a/48b

H o H H H H OH i
HN\//%K\/NNHWN\/\?N\E/N\{/\O/%%N\/\GPWO)kCWH%
=N o o o X S ©

o %gQ7%

PEGzg00 482

PEGeo00 48b

Réactifs de départ :

20 mg (7,1 LmOl) DSPE-PEGZQQQ-NHQ
16,7 mg (36 [Imol) HSGL-NCS
Eluant : CHCIs/ MeOH : 8/2

Réactif de départ :

10 mg (1 ,6 JmOl) DSPE-PEGGOO()-NHQ
4 mg (8 [’mol) DTPA-DA

Eluant : CHCIs;/ MeOH : 8/2

Rf =0,1 Rf = 0,05
Masse obtenue : 19,8 mg Masse obtenue : 8,6 mg
Rdt : 85% Rdt : 80%
SM [M + NaJ" : 3260,4 [M + Na]" : 6741,4
0,82 (m, 6H, 2xCHj3); 1,20-1,80 (m, 0,84 (m, 6H, 2xCHj3); 1,20-1,75 (m,
71H, CH, (DSPE)/CH,/CH; 71H, CH, (DSPE)/CH,/CH;
HSGL/CH,-CH,-CO); 2,20 (m, 4H, HSGL/CH,-CH,-CO); 2,25 (m, 4H,
RMN'H | CH,-CO); 2,50 (m, 2H, CH, HSGL) ; | CH,-CO); 2,50 (m, 2H, CH, HSGL);
(CDCl3) |3,00-4,50 (m, 197H); 5,20 (s, 1H, NH) ; | 3,00-4,30 (m, 565H); 5,20 (s, 1H, NH);
6,50 (s, 1H, NH); 6,80 (d, 1H, Ar 6,40 (s, 1H, NH); 6,70 (d, 1H, Ar
HSGL, °J=1,1 Hz) ; 7,57 (d, 1H, Ar HSGL, °J=1,1 Hz) ; 7,60 (d, 1H, Ar
HSGL, %J=1,1 Hz). HSGL, %J=1,1 Hz).
14,1 (2xCHj); 14,8 (CH3); 18,4 (CH, | 14,1 (2xCH3); 14,7 (CH3); 18,3 (CH;
HSGL) ; 22,5 (CH,-CH; DSPE); 23,5- | HSGL) ; 22,6 (CH,-CH3; DSPE); 24,0-
36,5 (CH,-CH,-CO (DSPE)/ CH; 37,0 (CH,-CH,-CO (DSPE)/ CH;
HSGL/CH, (DSPE)/CH,-CO); 40,1- HSGL/CH, (DSPE)/CH,-CO); 40,0-
RMN"™C | 43,7 (CH,-NH (DSPE)/CH,- 43,7 (CH,-NH (DSPE)/CH,-
(CDCl3) |NH(PEG)/CH, HSGL); 60,8 (CH,-CH; | NH(PEG)/CH, HSGL); 60,7 (CH,-CHj

HSGL) ; 62,1 (CH,-0-C=0 (PEG)):
62,9 (CH,-O-C=0 (DSPE)); 64,7 (CH-
CH,-O-P=0)/NH-CH,-CH,-O-P=0);

65,4 (CH HSGL) ; 68,0-73,0 ((CH,-O-

HSGL) ; 62,2 (CH,-O-C=0 (PEG)):
62,8 (CH,-O-C=0 (DSPE)); 64,5 (CH-
CH,-O-P=0)/NH-CH,-CH,-O-P=0);

65,2 (CH HSGL) ; 67,0-73,0 ((CH,-O-
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CHa)ss/ CH (DSPE)/NH-CH,-CH,-0); | CHa)135/CH (DSPE)/NH-CH,-CH,-O);
118,3 (CH HSGL) ; 136,1 (CH HSGL) ; | 118,2 (CH HSGL) ; 136,2 (CH HSGL) ;
155,6 (NH-CO); 171,0-176,0 (C=0); | 155,6 (NH-CO); 170,5-176,0 (C=0);
182,0 (C=S). 183,0 (C=S).

11.5. Synthéses des précurseurs lipophiles.

» Acide 3-(triméthylstannyl)-benzoique 58.

58
1 équivalent de I'acide 3-iodo-benzoique 57 (0,32 g ; 1,27 mmol) est solubilisé dans
10 mL de dioxane anhydre. 2,4 équivalents d’hexaméthyldistannane (1 g ; 3,1 mmol)
puis 1,5% de dichlorobis(triphénylphosphine) palladium (1) (13,4 mg ; 0,19 mmol)
sont ajoutés dans le ballon. Le milieu réactionnel est agité a 60°C sous azote
pendant 12h.

Le solvant est évaporé. Le résidu est repris dans du CHCI; et filtré sur célite. Le
produit de la réaction 58 est obtenu aprés colonne chromatographique sur gel de
silice (éluant : CHCI;/Acétone : 7/3) avec un rendement de 88% (solide blanc ; 0,32

g; 1,11 mmol).

Eluant : CHCIs/Acétone : 7/3

Rf = 0,38

ES*: [M+Na]" : 308,9 ES : [M-H] : 284,8

RMN'H (CDCls) : 0,35 (s + 2 pics satellites de Sn, 9H, 3xCH3); 7,45 (t, 1H,
CH(5), 3J=7,6 Hz); 7,74 (d, 1H, CH(4), 3J=7,3 Hz); 8,10 (d, 1H, CH(6), 3J=7,6
Hz); 8,20 (s, 1H, CH(2)); 11,00 (s, 1H, COOH).

RMN™C (CDCls) : 2,4 (CH3); 128,2 (Cs); 129,8 (Ce); 130,4 (C4); 137,5 (C);
141,1 (C4); 141,8 (C3); 172,0 (CO).

» 3-(triméthylstannyl)-benzoate de N-hydroxysuccinimidyle 59.
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1 équivalent d’acide 3-(triméthylstannyl)-benzoique 58 (0,32 g ; 1,11 mmol) est
dissous dans 5 mL de CH3;CN anhydre sous atmosphére azotée. 1,5 équivalents de
NEt; (232 (1L ; 1,65 mmol) et 2 équivalents de N,N,N’,N-tétraméthyl-O-(N-
succinimidyl)-uronium tétrafluoroborate ou TSTU (0,67 g ; 2,2 mmol) sont ajoutés
dans le ballon. Le mélange réactionnel est agité 30 min a température ambiante.

Le solvant est évaporé. Le résidu est repris dans du CHCI; et lavé 2 fois par une
saumure. La phase organique est séchée sur Na,SO,, filtrée puis évaporée. Le
mélange obtenu est purifié sur colonne chromatographique (Eluant : CHCI;/AcOEt :
95/5). Le produit de la réaction 59 est ainsi obtenu avec un rendement de 92% (huile
incolore ; 0, 39 g ; 1 mmol).

Eluant : CHCI3/AcOEt : 95/5

Rf=0,7

[M+Na]* : 405

RMN'H (CDCls) : 0,34 (s + 2 pics satellites de Sn, 9H, 3xCH3); 2,92 (s, 4H,
2xCH,); 7,47 (t, 1H, CH(5), 3J=7.8 Hz); 7,79 (d, 1H, CH(4), 3J=7,2 Hz); 8,10
(d, 1H, CH(®6), =78 Hz); 8,24 (s, 1H, CH(2)).

RMN™C (CDCls) : 2,4 (CH3); 22,4 (2xCH,); 128,2 (Cs); 129,8 (Cs); 130,4 (C);
137,5 (Cy); 141,1 (Cy); 141,8 (C3); 168,5 (2xC0O); 172,0 (CO).

» 3-(triméthylstannyl)benzohydrazide 60.

H

N-NH,
3
5 < 3Snl\/e3
60

1 équivalent de 3-(triméthylstannyl)-benzoate de N-hydroxysuccinimidyle 59 (0,12 g ;
0,32 mmol) est solubilisé dans 5 mL de CH;CN anhydre sous azote. 1,5 équivalents
de NEt; (67 (L ; 0,48 mmol) puis 4 équivalents de NH»-NH».H,O (15,5 [IL ; 0,32
mmol) sont ajoutés dans le ballon. Le mélange réactionnel est agité a température

ambiante durant 1h.
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Un précipité blanc se forme au cours de la réaction. Ce précipité est filtré. Le filtrat
est évaporé. Le produit de la réaction 60 est purifié sur colonne chromatographique
(Eluant : CHCI;/AcOEt : 95/5) avec un rendement quantitatif (95,6 mg ; 0,32 mmol).

Eluant : CHCI;/AcOEt : 95/5

Rf=0,3

[M+H]* : 299 ; [M+Na]" : 323

RMN'H (CDCls) : 0,30 (s + 2 pics satellites de Sn, 9H, 3xCH3); 2,79 (s, 2H,
NH,): 7,38 (t, 1H, CH(5), 3J=7,6 Hz); 7,62 (m, 1H, CH(4)): 8,10 (m, 1H,
CH(6)); 7,90 (s, 1H, CH(2)); 7,95 (s, 1H, NH).

RMN'C (CDCls) : -9,5 (CHz); 127,1 (Cs); 128 (Ce); 130,8 (C1); 134,4 (C»);
139,7 (Ca); 143,3 (Cs); 165,3 (CO).

» Di-N,N’-1,2-(3-(triméthylstannyl)benzo)-hydrazide 54.

1 équivalent de 3-(triméthylstannyl)benzohydrazide 60 (43 mg ; 0,14 mmol) et 2
équivalent de NEt; (40,4 L ; 0,28 mmol) sont mis en solution dans 2 mL de CHCI;
anhydre. 1 équivalent de 3-(triméthylstannyl)-benzoate de N-hydroxysuccinimidyle
59 (55,3 mg ; 0,14 mmol) en solution dans 2 mL de CHCI; est ensuite additionné au
mélange réactionnel. La réaction est agitée 1h a température ambiante.

Le solvant est concentré. Le produit 54 est enfin purifié sur colonne
chromatographique (Eluant : CHCI;: 100) avec un rendement de 95% (75 mg ; 1,33

mmol).

Eluant : CHCI; : 100

Rf=0,5

[M+H]" : 566 ; [M+Na]* : 589

RMN'H (CDCls) : 0,31 (s + 2 pics satellites de Sn, 18H, 6xCH3); 7,35 (t, 2H,
CH(5), 3J=7,3 Hz); 7,64 (d, 2H, CH(4); *J=7,6 Hz); 7,80 (d, 2H, CH(6); *J=7
Hz); 8,00 (s, 2H, CH(2)); 9,80 (s, 2H, NH).

RMN'C (CDCls) : -9,45 (CH3); 127,1 (Cs); 128,0 (Ce); 130,8 (C4); 134,4 (C>);
139,7 (C4); 143,3 (Cs); 155,9 (CO); 164,9 (CO).
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Partie Expérimentale

» N-(3-(triméthylstannyl)benzo)-N’-(cholestéryl carbamato)-hydrazide 55.

1 équivalent de 3-(triméthylstannyl)benzohydrazide 60 (0,97 g ; 0,32 mmol) est mis
en solution dans 5 mL de CHCI; en présence de 1,5 équivalents de NEt; (67 [L ;
0,48 mmol). 0,9 équivalent de cholestéryl chloroformate 61 (0,13 g ; 0,29 mmol)
dans 5 mL de CHCI; est ajouté dans le ballon. Le mélange réactionnel est agité a
température ambiante pendant 2h.

Le solvant est évaporé. Le résidu est recristallisé dans I'acétone. Le solide est filtré
et rincé avec de I'acétone a 0°C. On obtient ainsi le produit 55 pur avec un

rendement de 97% (solide blanc ; 0,2 g ; 0,28 mmol).

Eluant : CHCI; : 100

Rf = 0,65

[M+H]" : 711 ; [M+Na]* : 735

RMN'H (CDCls) : 0,43 (s + 2 pics satellites de Sn, 9H, 3xCH3); 0,68 (s, 6H,
CH3(26°/27’)); 0,80-2,10 (m, 36H); 2,40 (m, 2H, CHx(4')); 4,70 (m, 1H, CH(3’));
5,40 (d, 1H, CH(6’), 3J=4,87 Hz); 7,40 (m, 1H, CH(5)); 7,70 (m, 2H,
CH(4)/CH(6)); 7,90 (s, 1H, CH(2)); 7,96 (s, 2H, NH).

RMN™C (CDCls) : -8,9 (CHj3); 19,5-51,0 (Ccholestery); 122,0 (Ce'); 126,7 (Cs);
127,1 (Cs); 128,0 (Cs); 130,8 (C1); 134,4 (Cy); 139,7 (Cy); 143,3 (Cs); 165,3
(CO).
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RADIOMARQUAGE ET VECTORISATION DE NANOCAPSULES LIPIDIQUES
POUR DES APPLICATIONS EN RADIOIMMUNOTHERAPIE DES CANCERS.

La radioimmunothérapie (RIT) est limitée dans certains cas par la faible dose délivrée a la
tumeur par des anticorps ou des hapténes. Afin d’augmenter la dose délivrée, les nanocapsules
lipidiques (LNC) peuvent vectoriser des radionucléides avec une activité spécifique plus
importante et peuvent étre utilisées dans un systéme en deux temps, par I’insertion au niveau
de membrane de différents hapténes et par I’utilisation d’anticorps bispécifiques anti-
tumeurxanti-hapténe. Le radiomarquage des LNC peut étre réalis€¢ de deux maniéres
différentes: soit par incorporation au niveau du ceceur lipidique de molécules lipophiles
radiomarquées ; soit par insertion au niveau de la membrane de complexes hydrophiles
stables. Afin d’augmenter le temps de circulation des LNC, des “constructs” poly(éthyléne
glycol) ont été synthétisés (DSPE-PEG-hapténes, DSPE-PEG-BCA et DSPE-PEG-BH). La
faisabilité des différents radiomarquages des LNC au *™Tc, '"'In et '%I a été démontrée au
cours de cette thése.

Mots clés : Nanocapsules lipidiques, radioimmunothérapie, poly(éthyléne glycol),
radionucléides, anticorps bispécifiques, radioimmunoconjugué, agent chélatant bifonctionnel,
précurseurs lipophiles.

RADIOLABELING AND TARGETING OF LIPIDIC NANOCAPSULES FOR
APPLICATIONS IN RADIOIMMUNOTHERAPY OF CANCERS.

Radioimmunotherapy (RIT) is limited in some cases by the low radioactive doses delivered to
tumor cells by antibodies or pretargeted haptens. In order to increase this dose, lipidic
nanocapsules (LNC) are proposed as radionuclide vectors that could be targeted to cancer
cells by a bispecific anti-tumourxanti-hapten antibody after incorporation of different haptens
in the LNC membrane. The LNC radiolabeling can be performed on the core with lipophilic
molecules or on LNC shell with hydrophilic complexes. In order to increase the residence
time in blood, differents “constructs” have been synthesized (DSPE-PEG-haptens, DSPE-
PEG-BCA, and DSPE-PEG-BH). The feasability of differents radiolabeling with *™Tc, '"'In
and '%’1 have been demontrated in this thesis.

Keywords: Lipidic nanocapsules, radioimmunotherapy, poly(ethylene glycol), radionuclides,
bispecific antibody, radioimmunoconjugate, bifunctional chelating agent, lipophilic
precursors,
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