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INTRODUCTION

Le Code de la Santé Publique définit le médicament radiopharmaceutique comme
« tout médicament qui, lorsqu'il est prét a I'emploi, contient un ou plusieurs isotopes
radioactifs, dénommés radionucléides, incorporés a des fins médicales » (article L. 5121-1).
Depuis sa définition Iégale en France en 1992, ce secteur n’a cessé de croitre et vient enrichir
I'arsenal diagnostique et thérapeutique de nombreux domaines cruciaux, telles la

cancérologie, la cardiologie ou la neurologie.

Le médicament radiopharmaceutique est constitué d’un isotope radioactif, aussi
appelé traceur, associé ou non a un vecteur. Ce dernier a un tropisme particulier pour un
organe, une fonction physiologique ou une pathologie, et permet de cibler spécifiquement ce
qgue I'on cherche a visualiser ou a traiter. L'isotope radioactif peut lui-méme remplir le réle de

vecteur, comme dans le cas du thallium-201 ou de 'iode-123/131.

La nature du rayonnement émis par |'isotope conditionne son utilisation. On peut ainsi

distinguer :

- Les émetteurs y et B*, qui seront utilisés a des fins diagnostiques. Les rayonnements
émis sont détectés par une gamma-caméra : cet examen est appelé scintigraphie. La
tomographie par émission monophotonique (TEMP) repose sur la détection de photons
gamma, alors que la tomographie par émission de positons (TEP) concerne les émetteurs de

positons B*.

- Les émetteurs a et B, qui seront utilisés a des fins thérapeutiques. Il s’agit d’'une
radiothérapie interne vectorisée ou l'isotope est amené au plus prés de I'organe cible. Les
effets biologiques du rayonnement permettent la mort par irradiation des cellules visées en

limitant au maximum |’atteinte des tissus sains.

En fonction de la pathologie, le vecteur choisi doit présenter une spécificité suffisante
pour limiter le bruit de fond (imagerie) ou réduire les Iésions aux tissus sains (thérapie). Sa
période biologique, c’est-a-dire le temps nécessaire a I'organisme pour éliminer la moitié des
molécules administrées, doit étre adaptée a la période radioactive de I'isotope (délai pour que
la moitié des noyaux présents soit désintégrée). Sa nature (anticorps monoclonal, molécule
biologique, cellule sanguine...) va également influer sur les réactions chimiques d’association
du radionucléide sur le vecteur. Ces derniéres devront permettre de conserver les propriétés

biologiques du vecteur tout en liant de fagon stable le vecteur et le radionucléide.
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L’isotope doit quant a lui émettre un rayonnement d’une énergie suffisante pour étre
détectée par une gamma-caméra ou permettre la destruction des tissus visés, mais pas trop
élevée pour ne pas saturer le détecteur ou exposer le patient a une irradiation non désirée.
Sa période radioactive doit étre compatible avec le déroulement de I'examen. De plus, ses
propriétés chimiques vont aussi conditionner le radiomarquage (liaison entre le vecteur et le

radionucléide) avec un vecteur donné.

Au cours de ma thése, jai eu l'occasion d’étre confrontée a certaines de ces
problématiques. En effet, j’ai travaillé au développement d’un radiopharmaceutique potentiel
pour la thérapie et le diagnostic (approche dite « théranostique ») dans le domaine de la
cancérologie. L’'isotope utilisé pour ce médicament est un émetteur B*/B;, le cuivre-64 : ce
mémoire se restreindra donc a I'imagerie phénotypique TEP en radiopharmacie et a la place
du cuivre-64 dans cette utilisation. Le but sera d’aborder les problématiques de
développement in vitro d’'un radiopharmaceutique a base de cuivre-64, a travers un modele
d’application potentielle, le myélome multiple. Cette étude se concentrera sur le ligand utilisé
pour le radiomarquage du cuivre-64, un parametre essentiel a |‘obtention d’un

radiopharmaceutique utilisable in vivo.

Dans un premier temps, j'aborderai I'imagerie phénotypique TEP, son fonctionnement,
sa place dans I'arsenal diagnostique ainsi que les différents isotopes potentiels. La seconde
partie se concentrera sur le cuivre-64, ses propriétés et les problématiques spécifiques a son
utilisation pour le radiomarquage de molécules. La troisieme partie abordera le modele utilisé,
le myélome multiple et les principes généraux de radiomarquage dans ce contexte. Enfin, la
derniére partie exposera une sélection de différents ligands du cuivre-64, avec les résultats

obtenus in vitro.
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I. 'IMAGERIE PHENOTYPIQUE TEP EN CANCEROLOGIE

1. Définition de la TEP et de I'imagerie phénotypique TEP

La tomographie par émission de positons est une technique d’imagerie médicale
permettant de mesurer en trois dimensions I'activité métabolique ou moléculaire d’un
organe, par détection indirecte des positons (rayonnement B*) émis a partir d’un isotope
radioactif préalablement injecté au patient. Comme il s’agit de visualiser les variations
temporelles et spatiales de fixation de la radioactivité au sein d’un organe ou d’un tissu, la TEP
fait partie des techniques d’imagerie fonctionnelle, par opposition a I'imagerie morphologique
(rayons X, IRM conventionnelle) qui permet d’obtenir une image de I'anatomie des organes

d’un patient.

L'imagerie phénotypique TEP quant a elle va cibler les cellules en fonction de leur
expression phénotypique, c’est-a-dire en reconnaissant certains marqueurs spécifiques
présents sur ou dans la cellule. Les vecteurs utilisés peuvent étre de différentes natures ;
lorsqu’ils sont constitués d’anticorps ou de dérivés d’anticorps, on parle de vecteurs immuns
et donc d’imagerie immuno-phénotypique (immuno-TEP). L'imagerie phénotypique TEP
s’'integre dans I'approche dite de « médecine personnalisée », en permettant le ciblage du

profil moléculaire des tumeurs afin d’adapter ensuite le traitement pour chaque patient.

2. Principes de ciblage et de détection des rayonnements émis
2.1. Stratégies de ciblage

Actuellement, les radiopharmaceutiques utilisés en clinique pour I'exploration TEP
reposent comme dit précédemment sur la métabolisation de la molécule marquée par la
cellule. Le plus ancien et le plus utilisé encore a I’heure actuelle est le 2-désoxy-2-(*8F)fluoro-
D-glucose ou fluorodésoxyglucose (FDG)?, un analogue du glucose radiomarqué au fluor-18. Il
est prioritairement métabolisé par les cellules trées consommatrices de glucose
principalement les cellules cancéreuses, cardiaques et du systeme nerveux central. Cette
différence de captation est due a une variation d’expression d’un transporteur membranaire
spécifique du glucose, GLUT-12. L’intensité de la fixation du glucose par la cellule va dépendre
du niveau d’expression de cette protéine : le FDG est donc indirectement un marqueur du

phénotype tissulaire « surexpression de GLUT-1 »3. Une fois internalisé, le 8F-FDG est
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métabolisé en fluorodésoxyglucose-6-phosphate, qui reste piégé a I'intérieur de la cellule ou

il s’accumule.

D’autres vecteurs peuvent étre utilisés en fonction de la pathologie a étudier et des
modifications métaboliques qu’elle entraine. Il est également possible d’utiliser directement
des isotopes sans vecteur, avec des éléments ayant un role dans la matiere vivante (comme

par exemple I'oxygéne-15)*.

Le ciblage dans le cas de I'imagerie immuno-phénotypique repose sur une réaction
directe entre un vecteur de type immunologique et un antigene spécifique d’'un tissu. Le
vecteur, choisi en fonction des marqueurs présents a la surface de la cellule, est une molécule
immunologique pouvant étre de différentes natures, tels un anticorps® ou dérivés d’anticorps,

une protéine, un peptide...

2.2. Détection du rayonnement émis

Le principe de la TEP repose sur une particularité physique des positons émis lors d’une
désintégration radioactive de type B*. Aprés un trés court trajet dans la matiére, le positon
entre en contact avec un électron du milieu et les deux particules s’annihilent. Il en résulte un
rayonnement caractéristique composé de deux photons y d’énergie 511 keV, émis
simultanément dans la méme direction mais en sens opposé. Ces photons sont détectés par
un capteur en anneau qui entoure le patient (Figure 1)°. En partant du principe que deux
photons de méme énergie émis en coincidence ont le méme point d’origine, un algorithme
peut calculer I'espace ou a eu lieu I'annihilation, et donc la position de I'isotope, au parcours
moyen prés du positon. Le volume de l'objet est calculé selon une technique appelée
tomographie, qui permet la reconstitution en trois dimensions de la répartition de I'isotope

au sein du patient a partir d’images planes obtenues suivant plusieurs incidences’.

La TEP est toujours couplée a une imagerie anatomique : tomodensitométrie (TDM)
dans la majorité des cas, ou IRM. On parle alors de TEP-TDM (PET-CT en anglais)® ou de TEP-
IRM (PET-MR en anglais). Contrairement a la TEP, les rayons X utilisés en TDM ne proviennent
pas d’un isotope injecté au patient, mais d’'une source externe. Ces rayons traversent le
patient et sont plus ou moins absorbés par les tissus en fonction de leur densité. L'intensité

du flux aprés traversée va étre traduite en images et leur analyse selon différentes incidences
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va permettre I'obtention d’'une tomographie. Leur superposition avec les images TEP facilite
la localisation de I'isotope tout en permettant I’analyse de la fonctionnalité des tissus®'?. La
résolution spatiale de la TEP-TDM est de I'ordre de 4 a 7 mm en imagerie clinique et d’environ

1 mm en imagerie pré-clinique sur des modeéles murins ou de rat2.

Positron emission and PET scanner
positron-electron annihilation

Positron-emitting
radionuclide

N o Positron

Electron
+ .

—

511 keV 511 keV

amma ra amma ra
g % Annihilation g y

L S—

Gamma ray
detectors
Figure 1 : Représentation schématique du principe de fonctionnement de

I'imagerie TEP®.

Les détecteurs TEP doivent étre adaptés a la détection des photons d’énergie 511 keV.
lls sont constitués de cristaux scintillateurs couplés a des photomultiplicateurs. Ces cristaux
sont composés d’une matiere qui, sous I'effet d’un rayonnement incident, va émettre de la
lumiére. Un dispositif appelé photocathode placé a l'arriere des détecteurs permet la
transformation en électrons des lumieres émises au sein du cristal. Le signal électronique est
alors amplifié en cascade par des dynodes avant d’étre traduit en image. Les caméras TEP
utilisent généralement des scintillateurs inorganiques constitués d’un minéral doté de
propriétés de scintillation : iodure de sodium, germanate de bismuth ou encore orthosilicate

de gadolinium?3.
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3. Indications et limitations de la TEP métabolique
3.1. Indications et applications

Depuis I'obtention de son AMM en 1998, le ¥F-FDG a permis a la TEP de prendre une
place prépondérante en imagerie médicale!, principalement en oncologie'®. Les cellules
tumorales malignes qui surexpriment GLUT-1 présentent un hypermétabolisme du glucose,
entrainant une accumulation du FDG radiomarqué en leur sein. La TEP est ainsi extrémement
utile dans les diagnostics et pronostics des cancers, soit seule soit associée a d’autres
techniques d’imagerie. Elle permet en effet la visualisation et la quantification de I'ensemble
des tumeurs a partir d'images « corps entier » et représente de ce fait un outil majeur dans
I’établissement du diagnostic initial et des bilans d’extension®®. Elle est également un outil
pronostic de premiére importance car elle permet d’évaluer la réponse au traitement ainsi

que le suivi aprés rémission pour surveiller I'apparition d’'une éventuelle rechute.

Le 8F-FDG a également des applications en neurologie : en effet, le glucose est
fortement consommé par les neurones, ce qui permet d’évaluer I'activité des zones du
cerveau en fonction de la radioactivité qui y est relevée. On peut ainsi suivre la progression de
maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer® par quantification de la
radioactivité associée aux zones d’hypofixation correspondant a la dégénérescence. Le 8F-
FDG est aussi indiqué en cardiologie'’ pour I’évaluation de la perfusion myocardique, ainsi que

dans certaines pathologies inflammatoires et infectieuses®®.

Depuis 2010, de nouveaux vecteurs pour le fluor-18 sont apparus sur le marché, pour
des indications plus restreintes. On peut citer la *F-choline pour le cancer de la prostate?®, le
18F-Na pour la scintigraphie osseuse?9, le 8F-DOPA pour la maladie de Parkinson?! et certaines
tumeurs endocrines?? ou le plus récent 8F-florbétapir, marqueur des plaques séniles B-

amyloides de la maladie d’Alzheimer?3,

3.2. Limitations du '8F-FDG et des vecteurs métaboliques

L'utilisation du FDG comme vecteur pour la TEP en oncologie reposant sur la détection
du métabolisme des tumeurs, son intérét devient limité lorsque les cellules cancéreuses sont
quiescentes ou a faible renouvellement (cancer de la prostate, tumeurs neuroendocrines,
carcinome rénal, myélome multiple...)?*?>. De méme, les tumeurs de trés petite taille ou celles

proches d’organes hyperfixant le glucose (cerveau, vessie, cceur) seront difficiles a visualiser?®.
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Le FDG n’étant pas un vecteur spécifique des cellules tumorales, il peut aussi entrainer des
faux positifs en s’accumulant dans les lésions non cancéreuses mais présentant un fort

métabolisme d{ a des causes inflammatoires ou infectieuses.

Comme vu précédemment, de nouveaux vecteurs métaboliques ont été développés
afin de pallier ces inconvénients. Cependant, malgré une plus grande spécificité vis-a-vis de
leur pathologie, le ciblage repose dans tous les cas sur le métabolisme des cellules tumorales.
De plus, aucun réel progres n’a été réalisé dans le développement d’outils de diagnostic pour
certaines pathologies, comme le myélome multiple et le carcinome rénal. Dans ce contexte,
I'immuno-TEP prend une place de choix, car elle n’est pas influencée par le métabolisme
cellulaire et permet d’enrichir le diagnostic et le pronostic lorsque la TEP métabolique se

révele insuffisante.

4. Place de I'immuno-TEP dans I’arsenal diagnostique et thérapeutique
4.1. Avantages de I'imagerie phénotypique en oncologie

Dans les années 2000, I'oncologie a connu un important bouleversement avec I'arrivée
des thérapies ciblées et de I'immunothérapie, venues renforcer I'arsenal thérapeutique
existant, majoritairement composé des chimiothérapies dites cytotoxiques. Ces médicaments
se fixent sur des cibles moléculaires de la croissance et/ou de la propagation des cellules
tumorales, plutét que d’inhiber et détruire de fagon non spécifique les cellules a
renouvellement rapide?’. Ils s’inscrivent dans une approche dite de « médecine de précision »,
permettant de proposer au patient un traitement adapté aux anomalies de sa tumeur. Le
trastuzumab, un AcM (anticorps monoclonal) dirigé contre le récepteur 2 du facteur de
croissance épidermique humain (HER2), a été la premiére thérapie ciblée a obtenir TAMM en
France en 2000 dans le cas du cancer du sein métastatique présentant une surexpression de
ce gene. Quinze ans plus tard, 43 thérapies ciblées disposent en France d’'une AMM en
cancérologie et un médicament anticancéreux sur quatre utilisés appartient a cette classe.
Néanmoins, leur inconvénient majeur est leur co(t élevé : en moyenne, le coit mensuel d’une
thérapie ciblée est de plus de 3000 euros HT, pouvant dépasser 6000 euros HT pour les plus
cheres. llIs présentent également des effets indésirables potentiellement graves, nécessitant

une évaluation soigneuse de la balance bénéfices/risques.
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Il est donc particulierement important de pouvoir sélectionner les patients éligibles a
une thérapie ciblée. Pour ce faire, le profil phénotypique de la tumeur doit étre connu. Si I'on
reprend I'exemple du trastuzumab, il ne sera efficace que contre les tumeurs HER2 positives,
qui concernent 15 a 20 % des cancers du sein?®. Afin de quantifier la surexpression du géne
HER2, on effectue des tests par immunohistochimie sur une biopsie de la tumeur. Néanmoins,
cette méthode possede plusieurs inconvénients. Il s’agit déja d’un geste invasif, puisque
nécessitant de prélever des cellules au sein de la tumeur. Egalement, certaines métastases
peuvent étre localisées dans des endroits difficiles d’accés ou proches d’organes fragiles
comme le cerveau, avec un risque de lésion lors de la biopsie. Il a aussi été démontré que
I’expression phénotypique des tumeurs peut évoluer au cours de la maladie?®. Ceci est dd a la
forte hétérogénéité de certains types de tumeur, dont dépend ensuite I'expression des
métastases. Différents parameétres sont susceptibles d’influencer la sélection clonale des
cellules cancéreuses, comme le microenvironnement tumoral ou la thérapie anticancéreuse.
La biopsie d’'une métastase ou d’une tumeur primaire n’est donc pas le reflet de I'expression

phénotypique de toutes les cellules tumorales et peut mener a une thérapie inadaptée.

L'immuno-TEP intervient comme méthode non-invasive pour évaluer I'expression des
cellules cancéreuses en amont et au cours du traitement, en s’affranchissant des limitations
évoquées ci-dessus. Outre la sélection des patients éligibles au traitement, I'immuno-TEP
permet d’optimiser la posologie et d’évaluer la réponse thérapeutique3’. Des
radiopharmaceutiques ciblant HER2 sont en développement dans ce sens332, D’autres
vecteurs sont explorés pour les cancers présentant des problématiques similaires, comme le

myélome multiple33, le carcinome rénal3* ou les lymphomes.

L'immuno-TEP se révele également étre un outil d’intérét prédictif de la radio-
immunothérapie (RIT). Il s’agit d’un type de radiothérapie interne vectorisée, utilisant des
AcM tout comme l'imagerie phénotypique. La RIT permet d’amener l'isotope radioactif au
plus prés de la cellule cancéreuse afin de maximiser |'effet cytotoxique des rayonnements et

de limiter les dommages aux tissus sains.

La RIT peut utiliser des isotopes émetteurs -, comme I'yttrium-90 ou l'iode-131, dont
les électrons émis sont capables de réaliser un long parcours dans les tissus (50 um a 12 mm).
La RIT B~ a montré son efficacité en pré-clinique et en clinique, tout particulierement dans les
cancers hématologiques3®. C’est d’ailleurs dans I'indication du lymphome B non hodgkinien

gue le seul médicament de RIT a recu son AMM en France, un AcM anti-CD20 marqué a
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I'yttrium-90 (Zevalin). Une autre approche est l'utilisation de particules a, trés peu
pénétrantes mais beaucoup plus énergétiques (de 5 a 9 MeV, contre 30 keV a 2,3 MeV pour
les particules B7). La RIT a a été étudiée en clinique notamment dans le traitement du
glioblastome avec l'astate-211, dans la leucémie myéloide aiglie avec |'actinium-225 ou

également dans le lymphome B non hodgkinien avec le bismuth-21336,

L'immuno-TEP s’inscrit parfaitement comme outil d’aide a I'optimisation de la RIT dans
une approche théranostique. L'imagerie permet la sélection des patients éligibles ainsi qu’une
dosimétrie prédictive de I'efficacité thérapeutique afin de limiter les dommages de la RIT aux
tissus sains®’. Le méme vecteur est utilisé pour les deux approches ; il est également possible
d’utiliser deux isotopes du méme élément chimique ou de propriétés chimiques proches afin
de ne pas modifier le comportement biologique du radiopharmaceutique. Les couples
comprenant un émetteur B* et un émetteur B, qui sont les ®Cu/®’Cu, 241/131|, 86Y/30Y et

152/155Th /161Th, sont particuliérement intéressants pour ce type d’approche.

4.2. Importance de la cible et du vecteur
a. Choix de la cible

Un antigéne doit répondre a un certain nombre de critéres pour pouvoir étre considéré
comme une cible acceptable pour I'immuno-TEP38, Il est préférable qu’il se trouve a la surface
de la cellule, ce qui facilite son accessibilité par le vecteur. Il doit étre surexprimé par les
cellules cibles et peu ou pas exprimé par les cellules saines, afin d’avoir un contraste tumeur
sur bruit de fond suffisant pour permettre l'interprétation correcte des images et limiter
Iirradiation non spécifique des tissus sains. Le devenir de la cible est aussi a prendre en
compte : dans l'idéal, elle ne devrait étre internalisée par la cellule que lorsque cette
internalisation est a 'origine d’une accumulation de la radioactivité dans la cellule, sans
phénomeéne d’efflux associé. Dans le cas contraire, il semble préférable que la cellule soit

irradiée a partir d’'une fixation membranaire du radiopharmaceutique.

Parmi les cibles les plus utilisées dans le développement de radiopharmaceutiques
pour I'immuno-TEP, on retrouve notamment le HER2 et le CD20 mentionnés plus haut ainsi

que le PSMA, un antigéne spécifique de la membrane des cellules prostatiques3?.
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b. Choix du vecteur

En fonction du type de molécule choisie comme vecteur, la biodistribution du
radiopharmaceutique ainsi que sa demi-vie biologique seront variables. Cela influe également
sur I'affinité du vecteur pour sa cible et donc sur la qualité du ciblage tumoral. Ces parametres
sont a prendre en compte en fonction de la cible, afin de permettre une clairance sanguine du

radiopharmaceutique et une accumulation spécifique au niveau de la tumeur.

La pharmacocinétique propre au vecteur joue un réle important dans son choix. Elle
varie en fonction de nombreux parametres chimiques, comme sa taille, sa charge, les
structures chimiques présentes et sa nature. La dosimétrie, soit la détermination quantitative
de la dose absorbée par les différents organes, va donc dépendre de la biodistribution du

radiopharmaceutique.

A I'heure actuelle, les molécules les plus utilisées sont des AcM entiers. Les anticorps
sont des molécules de grande taille (environ 150 kDa), avec une longue demi-vie sanguine, en
moyenne 1 a 3 semaines®. Cela peut constituer un inconvénient en clinique humaine,
nécessitant parfois un délai entre I'administration du radiopharmaceutique et I’acquisition de
I'image, entrainant des contraintes techniques ainsi que l'irradiation du patient et de son
entourage. C'est pour pallier ce probléme que des fragments et dérivés d’anticorps de plus
petite taille ont été développés*'. Les fragments d’AcM de taille inférieure & 70 kDa sont
rapidement éliminés au niveau du rein par filtration glomérulaire, menant a des demi-vies
sanguines de |'ordre de quelques heures. Néanmoins, en augmentant la clairance sanguine,
on observe une perte de ciblage de la tumeur. Le type de vecteur doit donc étre choisi en

fonction de la cible, de l'indication et de I'isotope utilisé.

D’autres vecteurs protéiques non dérivés d’AcM ont récemment été développés. Les
plus utilisées sont les molécules de type affibody*?, des peptides artificiels de trés petite taille
(environ 6 kDa). lls possédent une haute affinité pour leur cible et, contrairement aux AcM et
dérivés d’AcM, sont trés résistants, pouvant supporter des températures jusqu’a 100°C et de

grandes variations de pH.
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4.3. Emetteurs B*
a. Caractéristiques recherchées

Afin de pouvoir permettre une acquisition par imagerie TEP, I'isotope contenu dans un
radiopharmaceutique doit émettre un rayonnement de type B* suffisamment important pour
une bonne détection. Pour rappel, dans ce type de rayonnement, au sein d’un noyau instable
riche en protons, un proton est converti en neutron avec émission d’une particule B* (aussi
appelée positon) et d’'un neutrino. L’énergie dégagée au cours de cette émission est variable
selon le radioélément concerné et a un impact direct sur son choix*. Les rayonnements de
forte énergie peuvent diminuer la qualité de I'image et sa résolution du fait de leur parcours
long dans la matiere. La période physique de I'isotope doit aussi étre compatible avec la
période biologique du vecteur. Par exemple, le fluor-18 (t1/2 = 110 min) n’est généralement
pas adapté a I'utilisation d’AcM entiers comme vecteurs (t12 =1 a 3 semaines)®°. Une émission
concomitante y de haute énergie n’est pas non plus souhaitable dans la majorité des cas, car
elle nécessiterait un isolement du patient afin d’éviter une irradiation de son entourage3.
Dans le cas d’'une approche théranostique, les radioéléments possédant des isotopes
émetteurs B~ sont particulierement intéressants. Enfin, un facteur important a considérer est
la disponibilité du radionucléide : ils nécessitent souvent la proximité d’un cyclotron

permettant la production de l'isotope.

b. Principaux émetteurs 8 utilisables en immuno-TEP

Les émetteurs B* les plus utilisés en recherche et en clinique pour I'immuno-TEP
peuvent étre séparés en deux grandes catégories : les radiohalogénes (fluor-18, iode-124) et
les radiométaux (zirconium-89, gallium-68 et cuivre-64). Leur chimie différente a un impact
sur |'élaboration du radiopharmaceutique : si les halogénes peuvent généralement se coupler
directement sur le vecteur, les métaux nécessitent une molécule intermédiaire appelée
ligand, qui améliore la stabilité du radiomarquage. Les différents avantages et inconvénients

de ces isotopes sont récapitulés dans le Tableau 1.

Le cuivre-64 ayant été choisi comme traceur pour le développement du
radiopharmaceutique, c’est sur cet isotope, ses propriétés et les problématiques de

radiomarquage que se poursuivra ce mémoire.
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Période EPmax (keV) % B* Avantages Inconvénients
Radiomarquage en plusieurs
étapes
Faible rendement de

Faible énergie B* marquage avec les
Fluor-18 1,83 h 634 97 Disponibilité macromolécules
Faible colt Faible période comparée a
la demi-vie sanguine des
AcM
Formation dans I'eau
Production en d’hydroxydes insolubles a
Gallum-68 1,13 h 1899 88 générateur pH>4 s
Colit modéré Faible Permde comparee a
la demi-vie sanguine des
AcM
Faible disponibilité
Rendement de Rayonnement 3 de haute
radiomarquage élevé énergie
1532 11 , p
lode-124 100,3 h 2135 11 avec les macromolécules Rayonnement y associé de
Radiomarquage direct haute énergie
Production selon BPF Contraintes de
radioprotection
Rayonnement y associé de
Longue période haute énergie
Rendement de Seulement un agent
Zirconium-89 78,4 h 909 23 radiomarquage élevé chélatant disponible
avec les macromolécules  Transchélation in vivo
Production selon BPF Risque de contamination
métallique
Faible énergie B*
Rendement de
radiomarquage élevé
avec les macromolécules
Période adaptée a celle
des AcM Transchélation in vivo
Cuivre-64 12,7 h 653 18 Faible co(t de Faible disponibilité

production
Complexation par les
azamacrocycles
Emission B~ associée
pour la thérapie

Moins de 1 % de
rayonnement y associé

Risque de contamination
métallique

Tableau 1 : Caractéristiques des principaux émetteurs B* utilisables pour la TEP
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Il. LE CUIVRE-64

1. Propriétés
1.1. Chimiques

Le cuivre (Cu) est I’élément chimique numéro 29 et appartient a la famille des métaux
de transition. De configuration électronique [Ar] 3d1° 4s?, il peut exister en solution sous trois
degrés d’oxydation (+, +1I et +lIl). Ces différentes formes vont influencer la cinétique et la

stabilité des complexes de cuivre qui en découlent**,

Le cuivre Cu(l) posséde une configuration électronique [Ar] 3d*° (soit une sous-couche
électronique totalement saturée en électrons). Il forme des complexes souvent instables car
I’énergie de stabilisation du champ cristallin est égale a zéro, du fait de la saturation d’orbitale
3d. Les complexes de Cu(l) sont souvent peu voire non solubles dans I'eau et se forment
principalement a partir de composés faiblement polarisables, tels les cyanures, les thiolates

ou les nitriles.

Le degré d’oxydation +Il représente la forme majoritaire du cuivre en solution aqueuse.
De configuration électronique [Ar] 3d° il forme des complexes cinétiquement stables,
notamment avec les amines, les imines ou les pyridines. C’'est sous cette forme que le cuivre

présente sa couleur bleue caractéristique (Figure 2).

Y
o 0
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i

Figure 2 : Exemple de complexation du Cu(ll) avec 'EDTA : représentation schématique (a

gauche) et photo du produit sous forme de poudre.

Enfin, le cuivre au degré d’oxydation +lII (configuration électronique [Ar] 3d®) est
relativement rare car sa stabilisation sous forme de complexes nécessite des ligands -

donneurs forts.

23



1.2. Physiques

Le cuivre possede 29 isotopes connus, dont deux sont considérés stables : le cuivre-63
et le cuivre-65. Parmi ces isotopes, le cuivre-64 est celui dont le noyau est composé de 29
protons et 37 neutrons et dont la période physique est de 12,7 h. Il se désintégre en nickel-64
par émission B* avec une probabilité de 17,52 % : il s’agit du rayonnement d’intérét pour une
application en immuno-TEP (Figure 3). Mais il se désintégre également en zinc-64 par émission
B~ (38,48 %) et en nickel-64 par capture électronique (44 %). Cette derniere peut se faire par
voie directe (43,53 % de I'émission totale) ou indirecte (0,4744 %, engendre I'émission d’un

rayonnement y de forte énergie).

12.7004 (20) h
B+ 64Cu B_
e

0.4744 % (b,)

38.48 % (a))
1345.7 keV

i 64Zn

Q =579.4 keV
. B = 38.48%

17.52 % (as)
43.53 % (b))

4\
Q" =1675.03 keV
B" +e =61.52%

Figure 3 : Représentation schématique de la décroissance du cuivre-64%.

En résumé, le cuivre-64 est a la fois un émetteur de particules (B*/B-, électrons Auger
suite a la capture électronique) et de photons (rayonnement y, rayonnement X de

fluorescence suite a la capture électronique). Il présente donc des propriétés théranostiques.
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2. Méthodes de production

La production du cuivre-64 se fait en bombardant une cible avec un rayonnement
particulaire, conduisant a la transmutation nucléaire des éléments stables de la cible en

cuivre-64. Cette production peut s’effectuer soit en accélérateur (cyclotron) soit en réacteur.

2.1. Section efficace

En physique nucléaire, la section efficace correspond a la probabilité d’interaction
d’une particule avec sa cible. Elle est rapportée a la surface apparente de la cible et s’exprime

en barn, ol 1 barn = 102* cm?, soit la section d’un noyau de taille moyenne.

Lors de [lirradiation d’une cible, la quantité de radionucléides produits est
proportionnelle au nombre de noyaux cibles et a I'énergie du flux utilisé. Le coefficient de
proportionnalité est appelé section efficace de production : pour chaque méthode de
production, il existe donc un intervalle d’énergie ou I'obtention du radionucléide désiré est
optimale. En fonction de I'énergie des particules incidentes, plusieurs réactions nucléaires
sont possibles, pouvant produire des radionucléides non voulus a lorigine d’une

contamination du produit.

2.2. Production en réacteur

La production de radionucléides en réacteur se fait le plus souvent par I'intermédiaire
de neutrons dits thermiques issus des réactions de fission nucléaire de l'uranium. Ces
neutrons sont ralentis de fagcon a atteindre une énergie cinétique inférieure a 0,025 eV. La
cible est alors constituée du méme élément que le radionucléide produit. Pour le cuivre-64,
on peut ainsi le produire par irradiation de 93Cu par des neutrons thermiques suivant la
réaction ®3Cu(n,y)®*Cu. Cependant, cette technique n’est pas applicable pour la production de
radiopharmaceutiques car il est difficile de séparer le 84Cu du ®3Cu de la cible, menant ainsi a

un radionucléide de faible activité spécifique.

Afin d’améliorer ce parametre, des techniques utilisant des cibles autres que le cuivre
ont été développées. Les neutrons employés sont de plus forte énergie car non ralentis : on
parle de réacteur a neutrons rapides. Pour produire du ®*Cu, ces neutrons rapides vont

bombarder une cible de #Zn selon la réaction %¥Zn(n,p)®*Cu. Cette méthode a permis pour la
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premiére fois de fournir du ®Cu compatible avec une utilisation médicale par le MURR
(Missouri University Research Reactor) en 1994%. Néanmoins, les faibles cadences de
production, le manque d’accessibilité de ce type d’appareillage ainsi que le développement

de techniques plus performantes ont rendu cette méthode de production tres minoritaire.

2.3. Production en cyclotron
a. Utilisation de protons

Le cyclotron est un type d’accélérateur de particules qui utilise I'action combinée d’un
champ magnétique et d’un champ électrique. Le champ magnétique courbe le cheminement
des particules en une trajectoire circulaire et le courant électrique alternatif accélere les

particules lorsqu’elles le traversent (Figure 4).

Magnetic field bends
path of charged particle.

Square wave
electric field
accelerates
charge at
each gap
crossing.

Figure 4 : Représentation simplifiée du trajet d’'une particule au sein d’un cyclotron?’.

Initialement, le ®Cu a été isolé comme sous-produit du gallium-67 via la réaction
687n(p,2n)%’Ga. Cette production permet I'obtention d’un cuivre de bonne activité molaire

(environ 31,8 TBg/nmol) et en grande quantité*®. Néanmoins, elle n’est pas compatible avec
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une production a la demande du ®4Cu, car le radionucléide majoritaire produit est le ®’Ga dont

la longue demi-vie (T1/2 = 72 h) est presque six fois supérieure a celle du ®*Cu.

Actuellement, la voie de production la plus courante est celle utilisant une cible de
nickel via la réaction ®*Ni(p,n)®*Cu. Le ®*Ni enrichi est électrodéposé sur un support inerte (le
plus souvent en or) qui facilite le refroidissement de la cible aprés le tir et ne produit pas de
radionucléides a période longue. Cette méthode a été mise au point sur cyclotron médical par
Szelecsenyi et al. en 1993% et a été ensuite améliorée : elle permet a présent de produire de
larges quantités de ®4Cu, pouvant aller jusqu’a 37 GBg°. Elle nécessite "accélération des
protons a une énergie d’environ 20 MeV, ce qui est compatible avec les cyclotrons médicaux

de moyenne énergie®?.

b. Utilisation de deutons

Le ®Cu utilisé pour cette étude a été produit par le cyclotron ARRONAY, localisé a
Saint-Herblain®2. Il s’agit d’un cyclotron de recherche, possédant un faisceau de protons a
haute énergie (70 MeV). A cette énergie, la section efficace est trop basse pour I'obtention du
64Cu avec une cible de ®*Ni. Plutét que de ralentir le faisceau, une autre voie de production
utilisant des deutons (noyaux du deutérium, composés d’un proton et d’un neutron) d’une

énergie proche de 16 MeV, a été choisie (Figure 5).
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Figure 5 : Comparaison entre les sections efficaces de production du ®*Cu par la réaction

54Ni(p,n)®*Cu (a gauche) et par la réaction %4Ni(d,2n)®Cu (a droite)>3.
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Elle permet I'obtention d’un rendement similaire a celui de la méthode utilisant des
protons (206 MBq/pA/h) et a I’avantage de nécessiter une épaisseur de ®*Ni 25 % moindre>3.
Outre l'aspect économique, diminuer la quantité de nickel utilisée pour la cible réduit

également le risque de contamination du produit final par le nickel.

Le ®*Ni utilisé n’est présent qu’a hauteur de 0,0255 % dans le nickel naturel : la cible
est donc constituée de nickel enrichi a 99,2 % de ®*Ni, électrodéposé sur un support en or
(Figure 6). Afin de tirer parti au mieux de la section efficace, I'épaisseur des cibles est comprise
entre 10 et 30 um. Une irradiation moyenne dure environ 3 h, avec une intensité sur cible de
90 pA. Une fois la cible irradiée, elle est dissoute dans une solution de HCl concentré a 9 N.
Afin d’éliminer les ions contaminants issus du processus de production (Ni%*, Co%*, Zn?*), on
procéde a une purification sur résine échangeuse d’ions en utilisant une solution de HCl de
moins en moins concentrée. Cette résine est constituée de macromolécules capables
d’échanger de facon stoechiométrique et réversible les ions qu’elles contiennent avec les ions
présents dans la solution avec laquelle elles sont en contact. Dans le cas de la purification de
la solution de cuivre, le gradient HCI 9 N a 6 N permet la formation de chlorures des ions
présents en solution, a 'exception du Ni?* qui est éliminé par la résine. Le gradient HCI 6 N a
4 N permet la dissociation des chlorures de cobalt et ainsi I’élimination de ces ions. Enfin, la
solution est ramenée a une concentration en HCl de 0,1 N qui sera celle utilisée pour les
radiomarquages. Le cuivre-64 est présent dans le produit final sous la forme de chlorure de

cuivre ®CuCl,.

Figure 6 : Une cible de ®Ni sur son support en or utilisée pour la production de ®Cu.

3. Problématiques inhérentes a la production du cuivre-64

Afin de pouvoir prétendre a une application en imagerie, un paramétre crucial dans la

production d’un radionucléide est 'activité spécifique ou activité molaire®*. Elle mesure la
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radioactivité d’une substance par unité de masse et s’exprime en Bq/kg (activité spécifique)
ou Bg/mol (activité molaire). Concréetement, elle va traduire la proportion du radionucléide
d’intérét par rapport aux contaminants présents dans la solution et pouvant se lier au vecteur
lors du radiomarquage. Dans le cas du ®*Cu, il s’agit de I'activité par mole de cuivre total (®*Cu
et cuivre non radioactif) ou de I'activité par mole de métaux totaux présents dans la solution.
Ce sont des cations divalents comme le Zn?*, le Ni?* (produits par la désintégration du ®*Cu) et
le Co?* (produit lors de lirradiation de la cible) ainsi que le fer sous forme Fe3* (métal
ubiquitaire de I’environnement). Ces ions possedent des propriétés de complexation
similaires a celles du cuivre et entrent en compétition pour la liaison au radiopharmaceutique

via le ligand présent en son sein.

L'activité spécifique d’un radionucléide doit étre la plus élevée possible ; une faible
activité spécifique nécessite de marquer une quantité plus importante de vecteur afin
d’obtenir des images de bonne qualité. Or, I'injection a un patient de grandes quantités de
vecteur n’est pas souhaitable : les récepteurs de la cible risquent d’étre saturés et donc de
baisser la qualité de I'image ou d’induire un effet pharmacologique indésirable. De ce fait, la
maitrise du processus de production est indispensable afin de diminuer I'apport de
contaminants dans la solution finale pouvant entrainer une baisse de I'activité spécifique.
Parmi les parametres a contrdler pour limiter la contamination métallique, on retrouve : la
nature de la cible utilisée, les produits de la désintégration radioactive du ®*Cu ainsi que les
produits de réactions nucléaires indésirables liées a la méthode de production et enfin le
matériel et les locaux utilisés au cours de la production, de la purification et du contréle du
64Cu. La maitrise de la contamination est particulierement délicate dans le cas du ®4Cu,
compte-tenu de 'omniprésence du cuivre dans I'environnement ainsi que d’autres métaux
susceptibles d’interférer dans la réaction de marquage. Afin de la limiter, il est préférable
d’utiliser des produits chimiques et de I’eau de qualité ultrapure. Les contenants doivent étre
en verre borosilicaté et préalablement lavés avec de I'acide chloridrique. Il faut également
veiller a I'entretien et au nettoyage des enceintes blindées utilisées pour les manipulations car
elles sont susceptibles d’apporter de la contamination métallique environnementale,
principalement du Fe3*. Aprés I'étape de purification, la quantité de métaux résiduels est
mesurée et permet de déterminer la pureté chimique du produit et donc son activité

spécifique.

Un autre parametre important a contréler est la pureté radionucléidique. Elle est

définie comme le rapport de la radioactivité de I'isotope considéré sur la radioactivité totale
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du produit final. Ces isotopes contaminants sont produits par des réactions concomitantes au
moment de l'irradiation de la cible. Dans le cas de la production de ®*Cu utilisant des deutons,
les principaux produits sont le ®°Ni ainsi que trois isotopes du cobalt (57, 58 et 61). La pureté

radionucléidique est déterminée apres purification par spectrométrie gamma.

4. Complexation du cuivre-64
4.1. Définition d’un ligand

En chimie, un ligand se définit de maniére générale comme une molécule portant des
fonctions chimiques donneuses d’électrons lui permettant de se lier a un ou plusieurs atomes
ou ions centraux. L'association entre le ligand et son cation est appelée complexe de
coordination. Le ligand peut étre défini par sa denticité, soit le nombre d’atomes du complexe
pouvant se lier a I'atome central : on retrouve donc des ligands monodentes (un seul atome

liant) ou polydentes (plusieurs atomes liants).

Dans le cadre de I'élaboration d’un radiopharmaceutique, on peut soit radiomarquer
directement le vecteur biologique avec l'isotope, soit indirectement par le biais d’un ligand.
Ce dernier sera alors qualifié de « bifonctionnel » car possédant deux roles : le premier de
former un complexe stable avec l'isotope métallique et le second de se lier au vecteur
biologique par une liaison covalente®. Le but du ligand sera de permettre un radiomarquage
stable du vecteur, surtout en milieu biologique, sans en altérer les propriétés de fixation a sa

cible.

4.2. Caractéristiques recherchées d’un ligand du cuivre

La sélection d’un ligand pour I’élaboration d’un radiopharmaceutique a base de ®*Cu
repose sur I’évaluation d’un certain nombre de caractéristiques, qui influencent notamment
la stabilité du complexe final. Celle-ci doit étre la plus élevée possible, afin de limiter la

dissociation in vivo du complexe et le relargage de ®*Cu libre dans I'organisme.
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a. Stabilité thermodynamique

La formation d’'un complexe ML, entre un cation M et un nombre n de ligand(s) L peut

se résumer selon la formule suivante :
M+nlL & ML,

Cette équation est caractérisée par une constante d’équilibre, appelée constante de
stabilité Bn (souvent exprimée sous la forme log Bn) :

[MLy,]

o= T < 117

Bnest dite thermodynamique, car ne dépendant que de la température et caractérisant
I’équilibre du systeme. En effet, elle est liée a I'enthalpie libre (deuxieme principe de la
thermodynamique) qui s'exprime ainsi (avec R : constante des gaz parfaits et T : température

en Kelvin) :
MGl = RXT X1n (By,)

L'inverse de Bn peut également étre utilisé : il est appelé constante globale de
dissociation du complexe (K4). En résumé, plus Bn est grande et plus Kq est petite, plus la
réaction de formation du complexe est quantitative et plus sa dissociation compléte est
difficile. La stabilité thermodynamique correspond ainsi a la différence d’énergie libre entre
les réactifs et le complexe. Cependant, cette constante a elle seule ne suffit pas pour définir
la stabilité thermodynamique d’un complexe®® : une méme valeur de K4 peut correspondre a
des vitesses d’échange différentes entre le complexe et les formes libres. Plusieurs facteurs
peuvent intervenir dans les variations de Kq. Parmi eux |'effet chélate, d’origine entropique,
qui est l'augmentation de la stabilité des complexes comportant un ligand polydente
coordonné par rapport aux ligands monodentes. En ce qui concerne les ligands
macrocycliques (composés d’au moins 7 atomes), il existe un « effet macrocycle » d’origine
enthalpique signifiant que les complexes formés par les macrocycles sont plus stables que
ceux formés par des molécules a chaine ouverte. La taille et notamment le rapport entre les
diametres du cation et de la cavité du macrocycle influe également sur la stabilité du

complexe formé.
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b. Inertie cinétique

L'inertie cinétique est un des parametres clés de la stabilité d’'un complexe. Plus elle
sera élevée pour un complexe donné, plus il faudra apporter d’énergie au systeme pour
provoquer sa dissociation. Elle détermine donc la facilité avec laquelle le cation métallique se

retrouvera sous forme libre.

Les vitesses d’association et de dissociation d’'un complexe peuvent étre mesurées par
le suivi de la réaction en spectrométrie UV-visible. On peut ainsi déterminer la demi-vie du

complexe dans un solvant donné.

c. Sélectivité du ligand pour le cuivre

De ce parameétre va dépendre le rendement du radiomarquage : en effet, les cations
présents en solution peuvent étre complexés a la place du cuivre. Comme vu précédemment,
le processus de production est susceptible de générer des contaminants métalliques comme
le Zn?*, le Ni%*, le Fe3* ou le Co?'. Le ligand doit étre suffisamment sélectif pour chélater
préférentiellement le Cu?* : le complexe ligand-cuivre doit présenter une stabilité
thermodynamique bien supérieure a celle de ce méme ligand complexé avec un métal
contaminant. La présence d’ions ou de ligands compétiteurs influence également la
cinétique de la réaction de complexation d’intérét. Il est possible d’évaluer ces variations par
des expériences de compétition ou on introduit volontairement des ions et/ou des ligands

compétiteurs en plus ou moins large exceés.

d. Cinétique de complexation

La cinétique de complexation est la vitesse nécessaire pour que la réaction entre le
ligand et le métal atteigne I'état d’équilibre. Elle doit étre rapide afin d’obtenir une activité
spécifique optimale du radiopharmaceutique®’. Cette cinétique peut étre augmentée en
jouant sur deux paramétres. Premierement, un pH plus élevé permet une cinétique plus
rapide. En effet, en milieu acide les atomes de coordination du ligand se protonent, créant des
charges positives repoussant celles du cation et rendant défavorable la réaction de
complexation. Deuxiemement, il est possible d’accélérer la complexation en chauffant le

milieu réactionnel.
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Dans les deux cas, le pH et la température doivent prendre en compte la nature du
vecteur, qui peut étre sensible a des conditions réactionnelles trop séveéres. Il faut également
noter que certains cations peuvent former des hydroxydes peu ou pas solubles si le pH est
trop élevé : c’est le cas du Ga3*, qui s’hydrolyse dés que le pH > 3. Il est donc nécessaire de
trouver le pH et la température optimaux permettant une stabilité de I'ion, I'intégrité du

vecteur et une cinétique acceptable de complexation.

e. Résistance a la transchélation, a la réduction et a la transmétallation
Ces trois phénomenes vont influer sur la stabilité in vivo des complexes de cuivre.

La transchélation correspond a un déplacement du cuivre de son complexe d’origine
vers un ligand compétiteur, par exemple une molécule biologique. Dans le cas du ®4Cu, il s’agit
d’une des problématiques majeures de la stabilité des radiomarquages. En effet, le cuivre est
un oligoélément indispensable a la vie et il existe de nombreuses protéines capables de
prendre en charge le cuivre, appelées cuproprotéines®. Les plus répandues sont les protéines
de transport sanguin (céruléoplasmine®®) ainsi que les enzymes impliquées dans le
métabolisme du cuivre au niveau cellulaire (métalloprotéines type superoxyde dismutase).
Etant spécifiques du cuivre, elles sont particulierement compétitrices et ce d’autant plus
gu’elles sont fortement présentes dans I'organisme, notamment au niveau du foie. La
résistance a la transchélation est déterminée par l'inertie cinétique du complexe et dans une

moindre mesure par la stabilité thermodynamique.

Le ®4Cu(ll) peut également étre réduit en 84Cu(l), conduisant a un relargage du cuivre,
les ligands utilisés n’étant généralement pas adaptés a la complexation du cuivre sous forme
Cu(1)®0. Le potentiel d’oxydoréduction E° du couple Cu?*/Cu* est de 0,159 V/ESH. Il existe
beaucoup de couples enzymatiques capables d'effectuer cette réduction, car possédant un
potentiel E° inférieur & celui du couple Cu?*/Cu*. Cette propriété fait que le cuivre est
physiologiqguement impliqué dans de nombreux processus d’oxydoréduction dans
I'organisme. Le complexe doit donc posséder un faible potentiel d’oxydoréduction afin de

résister a I'action de ces enzymes.

La transmétallation est le remplacement au sein du ligand du métal chélaté par un
autre. In vivo, la substitution du cuivre s’opére majoritairement par le Zn%, le zinc étant un

oligoélément largement présent dans I'organisme. Cette dissociation est définitive, car une
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fois remplacé le cuivre libre est pris en charge immédiatement par les cuproprotéines. Pour
résister a la transmétallation, le complexe doit avoir une haute spécificité pour le cuivre ainsi

gu’une grande inertie cinétique.

4.3. Fonctions de coordination
a. Généralités sur la fonctionnalisation des ligands

Outre son role de complexation du 4Cu, le ligand « bifonctionnel » doit disposer d’'une
fonction chimique lui permettant de se lier de facon covalente au vecteur choisi®!. Cette
fonction doit posséder une bonne réactivité, c’est-a-dire étre spécifique pour le groupement
d’intérét, et étre stable en conditions physiologiques. Cette fonctionnalisation peut
s’effectuer sur un atome coordonnant ou non coordonnant. L'introduction d’une
fonctionnalisation peut diminuer la stabilité globale des complexes de cuivre, surtout si elle
se fait sur un atome coordonnant. En conséquence, on préférera si possible une
fonctionnalisation via un atome non coordonnant, ce qui impactera le moins les qualités de
complexation du ligand. Cette derniére est cependant plus difficile a mettre au point lors de

la synthese organique du ligand.

b. Approches conventionnelles

Les principales fonctions discutées ici sont présentées dans la Figure 7.
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Figure 7 : Représentation schématique de quelques fonctions de couplage conventionnelles ;
R représentant le ligand portant la fonction.
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Actuellement, la voie la plus largement utilisée consiste a faire réagir la fonction de
couplage au niveau des amines primaires (-NH3), majoritairement situées sur les lysines. Dans
le cas d’'un AcM, elles sont particulierement intéressantes car abondantes, faciles d’acces du
fait de leur position a la surface de I'’AcM et réparties sur 'ensemble de la structure. De
nombreuses fonctions peuvent réagir sur les amines primaires, les plus utilisées étant les
esters de N-hydroxysuccinimide®? (NHS, Figure 8) et les isothiocyanates®® (NCS). Leur principal
inconvénient est qu’il est impossible de contréler sur quelle amine la fonction va réagir : une
certaine proportion est susceptible de se coupler au niveau du site de reconnaissance de
I'antigéne. Cela limite le nombre de ligands que I'on peut fixer sur un AcM, au risque d’obtenir

une perte trop importante de la réactivité immunologique.

0
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NHS Ester Primary Amine Stable Conjugate NHS
Reagent on Protein (amide bond)

Figure 8 : Schéma de la réaction de conjugaison entre un ester NHS et une amine primaire ;

R représente le ligand et P la protéine (type AcM) portant la fonction réactive.

Une autre approche concerne les sulfhydriles (-SH) ou thiols®* (Figure 9). Présents au
niveau des cystéines, ils se retrouvent souvent sous la forme de ponts disulfures (-S-S-), qui
relient deux chaines peptidiques et jouent un réle prépondérant dans la structure tertiaire de
la protéine. Il est possible soit de réduire les ponts disulfures pour générer des thiols capables
de réagir avec des fonctions de couplage, soit d’introduire des thiols a I'aide d’un réactif
capable de se lier aux amines primaires, comme le 2-iminothiolane ou le N-succinimide S-
acétylthioacétate (SATA). Parmi les groupements susceptibles de réagir avec les thiols, on
retrouve notamment les maléimides et les haloacétyles (iodoacétyle...). Ces fonctions de
coordination vont réagir au niveau des thiols par alkylation ou par formation d’une liaison ou
pont disulfure. Le couplage par les thiols a I'avantage de permettre de mieux controler le
nombre de ligands fixés par vecteur, et ainsi de limiter le risque d’altérer les fonctions de

reconnaissance de la cible. Néanmoins, la plus faible proportion de thiols nécessite
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d’augmenter la quantité de ligands ou de réactifs intermédiaires utilisée afin d’obtenir un

nombre suffisant de ligands couplés par vecteur.

N SH  pH65-75 N

Maleimide Sulfhydryl Stable Conjugate
Reagent on Protein (thioether bond)

Figure 9 : Schéma de la réaction de conjugaison entre une fonction maléimide et un

sulfhydryle. R représente le ligand et P la protéine (AcM) portant la fonction réactive.

c. Approche « chimie click »

Plus récemment, une approche de fonctionnalisation basée sur la « chimie click » a
émergé : ces réactions dites biocompatibles sont par définition rapides, stéréospécifiques et
conduisent au produit attendu avec un excellent rendement en conditions réactionnelles
douces®. Les réactions de chimie click mettent en jeu des fonctions chimiques que I'on ne
retrouve pas en milieu biologique, ce qui permet un meilleur contréle de la réaction de
couplage, notamment quand elle se situe in vivo. Elles nécessitent une étape préalable de

modification du vecteur pour introduire la fonction click permettant la réaction avec le ligand.

Dans le cadre des ligands du ®Cu, on rencontre principalement deux voies de
fonctionnalisation par chimie click (Figure 10). La premiere, appelée SPAAC (pour strain-
promoted azide-alkyne cycloaddition, soit la cycloaddition des azotures avec les alcynes
facilitée par la contrainte cyclique), repose sur la réaction entre une alcyne tendue type
cyclooctyne ou dibenzocyclooctyne (DBCO) et un azoture®. Le DBCO a l'avantage d’étre
largement disponible sous forme commerciale, permettant de s’affranchir de sa synthése
complexe. Il est cependant relativement lipophile, ce qui peut étre limitant pour certaines

applications.

La deuxieme voie possible est la cycloaddition retro-Diels-Alder, mettant en jeu une
réaction entre une tétrazine et un alcéne tendu®’. Sa cinétique trés rapide est surtout mise a

profit pour les techniques dites de pré-ciblage, c’est-a-dire une premiére injection du vecteur
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modifié avec I'alcene tendu permettant 'accumulation au niveau de la cible, puis dans un

deuxieme temps l'injection du ligand radiomarqué.

(a)
+ HaC /\N3 —
(b)
CH,
N—=N =y
R R + —_— !
<\ _ /> — e NH
CH,
tétrazine cycloocténe

Figure 10 : Représentation schématique de la réaction SPAAC avec I'exemple du

DBCO (a) et de la cycloaddition retro-Diels-Alder (b).

4.4, Ligands du cuivre
a. Ligands acycliques

Les premiers ligands a avoir été utilisés pour le cuivre sont des ligands acycliques
polyaminocarboxylates®®®® (Figure 11) comme I'acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA)
ou I'acide diéthyléne triamine pentaacétique (DTPA). Ces deux ligands forment des complexes
disposant d’une bonne stabilité thermodynamique, mais démontrant une faible stabilité dans
le sérum humain, probablement due a la réduction du Cu(ll) en Cu(l) ou a des phénoménes de
transchélation®%79, D’autres ligands acycliques ont été développés pour essayer d’améliorer
la stabilité des complexes de cuivre, comme les ligands a base de Schiff’! (par exemple le
ligand SALEN) et les ligands diphosphine’?, sans toutefois parvenir a des résultats acceptables

pour une application en imagerie.
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Figure 11 : Représentation schématique des ligands acycliques EDTA, DTPA, SALEN,
diphosphine, ATSM et PTSM.

Les thiosemicarbazones sont une classe de ligands acycliques comprenant I’ATSM”? et
le PTSM74, utilisés respectivement comme marqueurs de I’hypoxie cellulaire et du flux
sanguin. En oncologie, les tumeurs hypoxiques sont associées a une résistance a la
chimiothérapie, et une détection précoce par des techniques non-invasives pourrait faciliter
le pronostic et la prise en charge des patients’>’®, L’ATSM complexe le cuivre sous sa forme
Cu?* : la molécule obtenue est lipophile et traverse facilement les membranes cellulaires. Une
fois internalisée, se produit une réduction du Cu?* en Cu* conduisant & un complexe Cu(l)-
ATSM instable. Dans une cellule normoxique, le Cu(l)-ATSM est a nouveau oxydé en Cu(ll)-
ATSM qui diffuse hors de la cellule. En revanche, en I'absence d’oxygene, le cuivre reste sous
forme réduite et se dissocie du ligand ATSM, pour s’accumuler de facon irréversible a

I'intérieur de la cellule””.
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b. Ligands a base cyclame et cycléne

Les cyclames et les cyclénes sont des tétraazamacrocycles, soit des macrocycles
comportant quatre atomes d’azote et une ou plusieurs fonctions chimiques qui participent a
stabiliser le complexe de cuivre (Figure 12). Le triazacyclononane quant a lui est un
azamacrocycle ne comportant que trois azotes. Ces trois familles de macrocycles sont de loin
les plus utilisées pour générer des ligands du cuivre a I’"heure actuelle. Leurs complexes ont
démontré une stabilité thermodynamique et une inertie cinétique supérieures a celles des

ligands acycliques®®.

Trois ligands sont les « chefs de file » de cette classe : le DOTA, le TETA et le NOTA.
Sous ses versions bifonctionnalisées, le DOTA a été largement utilisé pour le développement
d’anticorps radiomarqués au ®*Cu en imagerie’®%0 et est pour le moment le seul ligand du #*Cu
ayant été testé en clinigue humaine®84, Pour cette raison, il constitue un ligand de référence
pour évaluer la stabilité in vivo de nouveaux ligands du cuivre. Néanmoins, il présente
plusieurs limites, dont une faible sélectivité pour le cuivre par rapport aux autres cations
divalents. Le TETA et ses dérivés ont montré une stabilité améliorée par rapport au DOTA,
mais conservent une faible résistance a la transchélation in vivo, notamment vers les protéines
hépatiques®. Enfin, le NOTA s’est avéré, lors d’études in vivo, plus stable cinétiquement que

ses deux homologues®>26,

COOH
(\ VR &N/ \ /" cooH
rNH HN ‘/NH NH r j
™~ :| ~. ] \N N
Pt N NH  NH HOOC -/
L / D
HOOC
cyclame cycléene DOTA
A0 w HOOC /\NK\rL/\COOH
/\N""'> |/ j
HOOC 3 N N
NOTA TETA

Figure 12 : Représentation schématique des bases cyclame et cyclenes, ainsi que des ligands

DOTA, NOTA et TETA.
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c. Ligands dérivés du triaminocyclohexane

Les ligands dérivés du triaminocyclohexane sont des ligands dits tripodaux (Figure 13) :
ils comportent trois bras macrocycles pouvant étre entre autres des fonctions anilines (dans
le cas du ligand tachpyr)®’. Leur cinétique de complexation est rapide et leur stabilité in vitro
dans le sérum humain a été démontrée. lls n’existent pas encore sous forme fonctionnalisée,
du fait des difficultés d’introduire une fonction de coordination sans nuire a la symétrie de la
molécule et donc a ses capacités de complexation. De plus, leur stabilité in vivo est encore a
étudier. En conséquence, leur possibilité d’application dans 'immuno-TEP pour le ®4Cu reste

pour l'instant limitée®s.

d. Ligands type sarcophagine

Les sarcophagines sont des ligands macrocycliques type hexaamine dérivés du TETA,
ayant une structure en forme de «cage» qui leur octroie une plus grande stabilité
thermodynamique que les ligands tétraamine. lls possédent une bonne sélectivité pour le
cuivre et leur cinétique de complexation est rapide a température ambiante®’. Cependant,
peu d’études sur ces ligands ont été réalisées, principalement du fait de la difficulté de leur

synthése organique®.
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Figure 13 : Représentation schématique des ligands tachpyr et sarcophagine.
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e. Ligands pontés du cyclame et du cyclene

Appelés macrobicycliques, les ligands dits cross-bridge (CB) présentent une fonction
éthyle qui relie les amines N et N4 (Figure 14). Les deux principaux ligands de ce groupe sont
le CB-DO2A (version pontée du DOTA) et le CB-TE2A (version pontée du TETA). Si leur stabilité
thermodynamique mesurée in vitro est équivalente a celle de leurs versions non pontées (log
Kg = 27,1 pour le Cu-CB-DO2A contre 27,2 pour le Cu-DOTA), leur inertie cinétique est
excellente, notamment en milieu aqueux®®°%92, La résistance a la réduction Cu(ll)/Cu(l) du Cu-

CB-TE2A a également été démontrée®.

/T cooH Kﬁ //"=COCH
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HOOC \/ \ /

CB-DO2A

HOOC ‘H/ |\/‘

CB-TE2A

| rwi;fmz
L) j

W N N O
B |\)
HO
OH
HO OH
CB-TE1A1P CB-TE1K1P

Figure 14 : Représentation schématique de ligands cross-bridge.

Les biodistributions réalisées avec ces ligands montrent une variabilité en fonction du
ligand utilisé ; le CB-TE2A semble étre le plus stable, avec la clairance globale la plus rapide®!
De facon générale, les ligands CB s’averent étre plus stables in vivo que leurs versions non
pontées et résistent mieux a la transchélation®®. En revanche, du fait de leur rigidité, leur
cinétique de marquage est considérablement diminuée et nécessite des conditions drastiques
(1 h a 90°C pour le CB-TE2A) pour obtenir un rendement satisfaisant. Malgré ses indéniables
qualités, I'utilisation in vivo du CB-TE2A est de ce fait restreinte car difficile a appliquer aux

anticorps et autres protéines thermolabiles®’. Pour contourner ce probléme, le CB-TE1A1P a
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été synthétisé : il s’agit d’'une version modifiée du CB-TE2A pouvant étre radiomarqué a
température ambiante®. La conversion du carboxylate pour la fonction de coordination
entraine néanmoins une diminution de la stabilité des complexes de cuivre, notamment de

leur résistance a la réduction.

Parmi les derniéres avancées afin de conserver a la fois les qualités de stabilité du
complexe CB-TE2A et la possibilité de radiomarquage rapide a température ambiante du CB-
TE1A1P, on peut noter la synthése du CB-TE1K1P®®, Ce ligand a été fonctionnalisé par le DBCO
puis couplé au cétuximab (un antagoniste du récepteur du facteur de croissance épidermique)

et a démontré un meilleur ratio tumeur-sur-organe que son homologue CB-TE1A1P.

5. Exemples d’applications en pré-clinique et en clinique

A I’heure actuelle, aucun radiopharmaceutique a base de ®Cu n’a obtenu d’AMM. Le
64CuCly (Cuprymina) bénéficie d’une autorisation d’utilisation de I'European Medicines
Agency, mais seulement comme précurseur. Néanmoins, le développement de ces
médicaments en études cliniques et pré-cliniques reste en plein essor, notamment étant

donné I'intérét du ®*Cu dans le développement de la théranostique.

5.1. Anticorps monoclonaux et peptides

Trois AcM principaux de type 1gG1 marqués au %*Cu sont en cours de développement

pour des applications en oncologie.

Le trastuzumab est dirigé contre le HER2 et utilisé en thérapie ciblée pour les cancers
mammaires exprimant ce récepteur (cf. 1.4.1.). Plusieurs études cliniques ont démontré la
possibilité d’utiliser le #*Cu-DOTA-trastuzumab pour détecter les tumeurs HER2 positives, avec
une bonne accumulation du radiopharmaceutique dans la tumeur dés 1 h post-injection et
une sensibilité de 89 % deux jours post-injection®”%°. De plus, une étude clinique a montré
que le ®#*Cu-DOTA-trastuzumab s’accumulait également au niveau des métastases cérébrales
du cancer HER2 positif3!, suggérant un passage du radiopharmaceutique a travers la barriére
hémato-encéphalique (BHE). Les AcM étant généralement trop hydrophiles ou trop
volumineux pour traverser la BHE', il est possible que ce passage soit permis par une

altération de cette barriére due a I'implantation et au développement tumoral. Des peptides
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de type affibodies ciblant le HER2 peuvent étre aussi utilisés!?!, comme par exemple le %4Cu-
DOTA-ZHER2:S1. Les affibodies ont I'avantage de permettre de différencier les tumeurs
métastatiques possédant différents niveaux d’expression du HER2, facilitant ainsi le

traitement par thérapie ciblée.

Le cétuximab est dirigé contre le récepteur du facteur de croissance épidermique
(EGFR). L’EGFR fait partie de la famille des récepteurs a la tyrosine kinase'%? et sa dérégulation
est impliquée dans plusieurs mécanismes d’oncogenese, comme la croissance cellulaire
tumorale, I'angiogenése et le développement de métastasesi®. Il est surexprimé dans de
nombreuses tumeurs chez ’lhomme!%%105 et e cétuximab est ainsi utilisé comme thérapie
ciblée pour les cancers colorectaux métastatiques ainsi que dans les cancers épidermoides de
la téte et du cou. En conséquence, le développement d’une version radiomarquée du
cétuximab pour I'imagerie afin de sélectionner les patients éligibles a la thérapie est d’un
intérét certain. Des études pré-cliniques ont montré une excellente sensibilité du ®*Cu-DOTA-
cétuximab pour les tumeurs EGFR positives'®3-1%>, Tout comme I’'HER2, 'EGFR peut également
étre ciblé avec des fragments d’AcM® ou des peptides radiomarqués au ®*Cu. Moins
immunogenes que les AcM, leur plus petite taille leur octroie une clairance sanguine plus
rapide, avec comme principal inconvénient une tendance a s’accumuler au niveau du rein via
des mécanismes de filtration/réabsorption. Plusieurs peptides ont été étudiés, dont le GE11%7
(prouvé non adapté car formant des agrégats) ainsi que le rEgA, un repebody (un peptide

comportant des domaines répétés riches en leucine), qui s’est montré plus prometteur?®,

Tout comme le cétuximab et le trastuzumab, le daratumumab?%®-1!! posséde une AMM
en temps gu’immunothérapie, dans le cadre du traitement du myélome multiple. Le
daratumumab est un anti-CD38, un marqueur exprimé a la surface des cellules
myélomateuses!'?113 et qui est une cible de choix pour 'imagerie de cette pathologie. Le ®*Cu-
DOTA-daratumumab a été comparé dans un modeéle murin au 8F-FDG, qui est le
radiopharmaceutique de référence pour la détection du myélome multiple, et a démontré

une plus grande spécificité pour la cible ainsi qu’une meilleure qualité de I'image®?.

5.2. Analogues des récepteurs a la somatostatine

La somatostatine!'# est une hormone peptidique impliquée dans I'inhibition et la
régulation de nombreuses autres hormones, notamment I'hormone de croissance. Les

récepteurs a la somatostatine sont physiologiquement présents a la surface de nombreux
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organes (systéme nerveux central, tractus gastro-intestinal...). Certaines tumeurs endocrines

surexpriment les récepteurs a la somatostatine!!®

, ce qui font de ces derniers une cible
intéressante pour I'imagerie ainsi que pour la thérapie : en effet, la somatostatine et ses
analogues suppriment le signal de transcription et inhibent la croissance cellulaire!!®. En
conséquence, plusieurs analogues de syntheése de la somatostatine ont été étudiés,
notamment I'octréotide ainsi que ses dérivés. L’octréotide marqué a I'indium-111 par le biais
du DTPA a obtenu I’AMM pour I'imagerie de ces tumeurs endocrines par TEMP (Octreoscan).
Ce peptide posséde une plus longue demi-vie biologique que la somatostatine et inhibe le
développement tumoral de facon plus prononcé!’. L’Octreoscan est de moins en moins utilisé
aI’heure actuelle, remplacé par la TEP au ®8Ga-DOTA-TOC, qui permet une meilleure détection
des tumeurs!*®, Cependant, la faible demi-vie du gallium-68 (68 min) oblige a une acquisition

rapide de l'image aprés injection. Dans ce contexte, des analogues de la somatostatine

radiomarqués au ®*Cu permettraient de s’affranchir de cet inconvénient.

Une premiére étude sur un modeéle de rats a démontré que le ®*Cu-TETA-D-Phe!-
octréotide avait une plus grande affinité pour la tumeur que le In-DTPA-Phel-
octréotide!>1%°, Le 84Cu-TETA-D-Phel-octréotide présente également une meilleure qualité
d’image, partiellement due a la plus grande sensibilité de la TEP par rapport a la TEMP.
Néanmoins, il a aussi montré une faible clairance sanguine ainsi qu’une dissociation rapide de
la tumeur. Par conséquence, des modifications ont été apportées a I'octréotide afin de pallier
ces inconvénients ; on retrouve ainsi notamment le Tyr3-octréotide (Y3-OC) et le Tyr3-
octréotate (Y3-TATE). Ce dernier couplé au TETA et au CB-TE2A a démontré un excellent

ciblage de la tumeur dans des modéles pré-cliniques??%*21,

Au niveau clinique, le ®*Cu-DOTA-TATE a démontré sa supériorité par rapport a
I’Octreoscan pour la détection des tumeurs neuroendocrines'??, Une étude menée sur 59
patients atteints de tumeurs endocrines a également montré que le ®*Cu-DOTA-TATE

permettait de détecter un plus grand nombre de |ésions par rapport au ®3Ga-DOTA-TOC®3,

5.3. Peptides ciblant les intégrines

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires régulant les interactions entre
les cellules ainsi qu’avec la matrice extracellulaire. Elles jouent un réle important dans
I’angiogenése et le développement métastatique tumoral'?3. L’isoforme o,B3 est surexprimée

par les cellules impliquées activement dans l'angiogenése par rapport aux cellules
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endothéliales quiescentes, ce qui en fait un marqueur intéressant pour I'imagerie tumorale
via 'angiogenése spécifique’®#12>. Ainsi, on retrouve une surexpression de ayBs dans les
cellules tumorales de certains cancers comme le glioblastome, le cancer du sein, le cancer de
la prostate ou le mélanome?6-12°, ’intégrine avBsse lie a ses cibles extracellulaires par le biais
d’une poche protéique reconnaissant la séquence arginine-glycine-acide aspartique®3° (RGD).

Des dérivés de cette séquence ont donc été développés pour le radiomarquage au

64Cu78,131,132

5.4. PSMA

Le PSMA (prostate specific membran antigen) est surexprimé de fagon spécifique dans
les cellules du cancer de la prostate, particulierement dans les formes avancées et
métastatiques'33. Pour permettre I'imagerie de ce type de cancer, plusieurs peptides de
synthése ont été développés ; tous comportent une séquence permettant leur reconnaissance
par I'enzyme folate hydroxylase du PSMA. lls possédent une haute affinité pour le récepteur
du PSMA ainsi qu’une rapide clairance sanguine. Si le plus utilisé a I’heure actuelle est le %8Ga-
PSMA-11134135 j| souffre des mémes inconvénients inhérents 3 la faible demi-vie du gallium-
68. En conséquence, d’autres analogues radiomarqués au ®*Cu ont été étudiés. Parmi eux, le
PSMA-617, qui a été radiomarqué au %*Cu mais également au %8Ga et a I''*1In136-138 Un essai
clinique du ®*Cu-PSMA-617 a montré une excellente détection des tumeurs prostatiques'3?,
avec une spécificité proche de 100 %. Outre cette application, le ®*Cu-PSMA-617 peut étre
utilisé dans I'imagerie d’autres tumeurs solides, comme le cancer de |I'estomac et le cancer du

cHlon140,

5.5. Chlorure de cuivre-64

Le ®*Cu libre, sous forme ®4CuCly, s’est également révélé étre un marqueur prometteur
pour certaines tumeurs, telles celles du mélanome, du glioblastome et du cancer de la
prostate#1-143 En effet, ces tumeurs présentent une surexpression de la protéine de transport
du cuivre 1 (CRP1), sur laquelle va se fixer le 4Cu?**, Il a montré une meilleure détection des
tumeurs du cancer de la prostate sur une étude clinique comparative entre le #*CuCl; et le *8F-

FDG*. Une autre application intéressante concerne |'imagerie des tumeurs du systéme
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nerveux central, ou le #*CuCl, a montré des résultats comparables a ceux obtenus par une IRM

cérébralel*2.
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I1l. UN MODELE POUR L'ETUDE DU MYELOME MULTIPLE : L’ANTICORPS 9E7.4

1. Le myélome multiple
1.1. Physiopathologie et épidémiologie

Le myélome multiple (MM) est un cancer hématologique caractérisé par une
prolifération monoclonale d’une lignée de plasmocytes au niveau de la moelle osseuse!#.
Tous les clones vont ainsi produire le méme type de chaines lourdes et/ou légeres
d’immunoglobulines (Ig). De plus, les cellules cancéreuses sécretent un facteur d’activation
des ostéoclastes (OAF) responsable d’une ostéolyse, d’une hypercalcémie et d’une fragilité
osseuse. Comme elles engendrent des douleurs et des fractures spontanées, ces
manifestations osseuses sont souvent a |'origine de la découverte de la pathologie chez un
patient. L'hypersécrétion d’lg monoclonales entraine également des anomalies
hématologiques. On retrouve ainsi une hyperprotidémie responsable d’'une anémie et d’'une
augmentation de la vitesse de sédimentation, ainsi qu’une protéinurie conduisant

irremédiablement a une insuffisance rénale.

Environ 5 000 nouveaux cas de MM sont diagnostiqués par an, avec une légéere
prédominance chez I'"homme. Il représente 1 % des cancers totaux et 10 a 12 % des
hémopathies malignes. Il touche principalement les personnes agées : I'dge médian au
diagnostic est de 70 ans et son incidence augmente avec I'dge. Le MM est une maladie

actuellement incurable et de mauvais pronostic, avec un taux de survie a 5 ans d’environ 40 %.

1.2. Classification et manifestations cliniques

Le MM se présente sous différentes formes cliniques en fonction du type de cellule

touchée par la prolifération maligne :
- Le myélome a IgG (le plus fréquent) ou a IgA

- Le myélome a chaine légere, de mauvais pronostic du fait d’une évolution rapide vers

une insuffisance rénale chronique sévere.
- Le myélome non secrétant.

- Le plasmocytome solitaire, résultant d’une prolifération plasmocytaire isolée sans
envahissement médullaire et évoluant toujours vers le MM, généralement dans un délai de 3

a5ans.
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- La leucémie a plasmocytes est une forme agressive a trés mauvais pronostic,

correspondant a I'acutisation qui est I’évolution finale du MM.
- D’autres formes moins fréquentes comme le myélome biclonal.

Le MM est précédé d’un état « prémyélomateux indolent » appelé gammapathie
monoclonale de signification indéterminée (MGUS), ayant 1 % de chance par an d’évoluer en
MM47 Le MGUS correspond a un pic monoclonal sanguin isolé sans signes cliniques ou
infiltration osseuse. Le caractére symptomatique du MM est défini par la présence d’un ou

plusieurs signes cliniques ou atteinte d’organe, appelés critéres CRAB48

: hyperCalcémie
: insuffisance Rénale

: Anémie

™ > = O

: atteinte osseuse (Bones en anglais)

1.3. Diagnostic

Le diagnostic du MM repose sur un certain nombre d’anomalies présentes au bilan
biologique ainsi que sur un bilan d’imagerie'*®. Au niveau sanguin, on réalise un dosage total
des protéines (mettant en évidence une hyperprotidémie) ainsi qu’une électrophorése des
protéines plasmatiques (EPP) olu la présence d'un pic évoque une immunoglobine
monoclonale. Le cas échéant, une immunofixation des protéines sériques permet de typer la
protéine monoclonale. Au niveau urinaire, seules les chaines lourdes type IgG ou IgA peuvent
étre détectées par bandelettes. Il faut procéder a une électrophorése et une immunofixation
sur les protéines urinaires pour détecter les chaines légéres sécrétées par certains MM,
appelées protéinurie de Bence-Jones. On pratique également un myélogramme sur biopsie

médullaire afin de quantifier I'infiltration plasmocytaire.

L'examen de référence en imagerie est la radiographie standard*®, qui permet
d’évaluer I'étendue des lésions osseuses. Elles se présentent le plus souvent sous forme
lacunaire (Figure 15), correspondant a une accumulation de plasmocytes dans une zone de
lyse osseuse. La TDM offre une meilleure sensibilité et une plus grande résolution, elle est
donc utile en complément du bilan radiographique pour les Iésions de petite taille ou difficiles

a explorer (sacrum, base du crane...).
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Figure 15 : Radiographie standard du crane montrant de multiples lésions de type lacunaire

a '« emporte-piéces »>0,

L'IRM conventionnelle est utilisée pour évaluer I'infiltration médullaire tumorale®!. La
présence de lésions focales est un critere important de diagnostic, mais n’est en revanche pas

une indication systématique a la chimiothérapie a I'inverse des lésions lytiques.

Il est intéressant de noter que la scintigraphie au *°™Tc est d’intérét limité, car
contrairement a la majorité des lésions osseuses, celles du MM ne fixent pas directement le
pyrophosphate de technétium. Il est possible de visualiser I'environnement tumoral car il
existe un remaniement osseux autour des lésions*>? : cependant, le manque de sensibilité et
de spécificité par rapport a la TDM et I'IRM font que cette technique n’est pas recommandée

pour le diagnostic et le suivi du MM.

L’International Myeloma Working Group définit deux critéres diagnostiques du MM :
une infiltration plasmocytaire supérieure ou égale a 10 % associée a un ou plusieurs signes
CRAB ou a un ou plusieurs marqueurs de malignité'#®. Ces derniers regroupent une
plasmocytose médullaire monoclonale supérieure ou égale a 60 %, un rapport entre chaines
légeres libres impliquées sur chaines légeres libres non impliquées de plus de 100 % ainsi qu’au

moins une lésion focale visible a I'IRM.
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1.4. Prise en charge thérapeutique

Le MM est a I’'heure actuelle une maladie incurable. Les traitements visent a ralentir la
progression de la maladie, a préserver les organes sensibles comme les reins et les os ainsi

gu’a améliorer la qualité de vie du patient.

La chimiothérapie doit débuter des le stade du MM symptomatique, c’est-a-dire
lorsque I'on retrouve la présence d’'un ou plusieurs critéeres CRAB (cf. 111.1.2.). Plusieurs
protocoles peuvent étre utilisés, en fonction du contexte, des symptomes et de I'age du
patient ; les molécules les plus couramment retrouvées sont le melphalan, Ia
cyclophosphamide, la dexaméthasone, la prednisone, la thalidomide, le Iénalidomide et le
bortezomib!>3. A noter que la réalisation d’une autogreffe de cellules souches permet

d’augmenter les doses de cytotoxiques administrées!>*,

D’autres approches classiques peuvent étre utilisées. La radiothérapie externe permet
de cibler les tumeurs osseuses, notamment en cas de risque de complication (compression
médullaire) ou de douleurs importantes. Enfin, la chirurgie d’exérése peut étre possible en

fonction de la localisation des tumeurs.

1.5. Place de I'immuno-TEP dans la prise en charge du myélome multiple

La radiographie/TDM ainsi que I'IRM conventionnelle occupent toujours une place
centrale dans I'établissement du diagnostic et du pronostic du MM, en permettant d’établir
une imagerie morphologique avec une « carte » des différentes lésions en présence.
Néanmoins, elles sont peu pertinentes pour le suivi de la maladie : les Iésions lytiques vues
aux rayons X persistent malgré la chimiothérapie et les lésions focales IRM s’atténuent de

facon beaucoup plus tardive que la réponse biologique, entrainant un risque de faux positif>°.

L'imagerie fonctionnelle obtenue grace a la TEP offre ainsi une approche intéressante.
Le '8F-FDG permet d’évaluer I'activité métabolique des lésions en se fixant au niveau des
plasmocytes’> : en conséquence, seuls les MM actifs seront détectés par cette méthode. La
TEP/CT au 8F-FDG est beaucoup plus sensible que la radiographie et offre des performances
comparables a celles de [I'IRM, voire meilleures pour dépister les Iésions
extramédullaires'>®157.158  Elle permet une évaluation plus précoce de la réponse au
traitement et est particulierement utile pour établir le pronostic de la maladie. Elle souffre

néanmoins des problémes inhérents a la technique, notamment son manque de spécificité et

50



la difficulté de visualiser les lésions au niveau cranien a cause de |’hyperfixation cérébrale du
BE-FDG ainsi que les lésions quiescentes!®>1%0, De plus, son utilisation relativement récente
entraine un manque de standardisation de I'interprétation des images. Dans le cadre du MM,
I’'hétérogénéité tumorale caractéristique de la maladie rend les tumeurs difficiles a
visualiser'®?, Ainsi, une étude a reporté que sur 227 patients présentant un MM
symptomatique, I'examen TEP-CT était négatif pour 11 % d’entre eux. Ces patients
présentaient une mutation conduisant a une faible expression de I’hexokinase 2 catalysant la
glycolyse, entrainant une hypofixation du 8F-FDG dans les cellules myélomateuses'®?. Pour
toutes ces raisons, I'immuno-TEP s’inscrit parfaitement dans I'arsenal diagnostic du MM en

complément des techniques actuellement utilisées.

Une des voies prometteuses pour I'immuno-TEP est celle ciblant le CXCR4 (C-X-C
chemokine receptor 4), impliqué dans les processus de migration cellulaire ainsi que dans la
prolifération cellulaire et 'angiogenése des cellules hématopoiétiques au niveau de la moelle
osseuse'®3. Dans le cadre du MM, I'expression de CXCR4 est associée a la progression tumorale
et donc a un mauvais pronostic. Ce récepteur est surexprimé a la surface des cellules
myélomateuses pour les 2/3 des patients et constitue une cible de choix pour I'imagerie du
MM. Dans le cadre d’une approche théranostique, il permettrait également le traitement des
patients présentant des MM CXCR4 positifs. Le pentixafor, ciblant le CXCR4, a été évalué pour
la TEP aprés radiomarquage au ®8Ga. Malgré des résultats préliminaires encourageants,
I'inconvénient majeur de cette technique est la variabilité de I'expression du CXCR4,
dépendante notamment de I'administration passée ou concomitante de chimiothérapie

impactant le ciblage a la tumeur!®4,

D’autres marqueurs ont été étudiés dans le cadre d’essais cliniques et pré-cliniques :
le CD3881111 et le CD138. Dans les deux cas, ils sont ciblés a I'aide d’un anticorps monoclonal.
L'immuno-TEP peut donc bénéficier de ces AcM comme vecteurs et s’inscrire également dans

une approche théranostique, notamment avec le couple *Cu/®’Cu.

2. L’anticorps monoclonal 9E7.4
2.1. Cible de I'anticorps

Le CD138, aussi appelé syndecan-1, est une protéine transmembranaire de type

protéoglycane. Elle est principalement impliquée dans les mécanismes d’interactions entre
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cellules ou entre la cellule et la matrice extracellulaire. Il s’agit d’'un marqueur des plasmocytes
sains ainsi que des cellules tumorales du MM, Ces derniéres présentent une surexpression
quasi-constante du CD138, qui semble impliqué dans divers mécanismes de |'oncogeneése
telles la prolifération cellulaire et I'angiogenése’®®. En conséquent, des essais cliniques sont
en cours pour des médicaments ciblant le CD138 afin de provoquer I'apoptose des cellules
exprimant ce marqueur. L'indatuximab ravstansine (AcM anti-CD138 associé a une molécule
anticancéreuse de la classe des poisons du fuseau) a ainsi montré son efficacité, notamment

sur les MM récidivants ou réfractaires®’.168,

Le CD138 présente un intérét comme cible de la TEP, car il permet d'imager toutes les
cellules myélomateuses, y compris celles présentant une faible division cellulaire et qui
échappent donc a la TEP par ‘8F-FDG. Des essais sur des modéles pré-cliniques ont montré son
potentiel d’utilisation pour le diagnostic du MM3316%170 C’est donc un AcM anti-CD138 qui a
été choisi pour le radiomarquage au ®Cu dans les travaux expérimentaux qui sont

présentés ici.

2.2. Production et propriétés

Le 9E7.4 est un anticorps monoclonal de type 1gG2ax produit au sein de I'équipe 13 du
CRCINA'®, || a été obtenu par immunisation de rats avec un peptide de 40 acides aminés
dérivé du CD138 murin. Appelé peptide-2, il est synthétisé « a facon » et correspond aux
acides aminés 90 a 130 du CD138 murin. Les rats injectés avec le peptide-2 vont produire des
anticorps ciblés contre ce peptide, soit le 9E7.4. L'AcM ainsi obtenu a été caractérisé a I'aide

d’un kit d’isotypage de rat.

Afin de s’assurer de la capacité du 9E7.4 a reconnaitre sa cible, son affinité a été
évaluée par cytométrie en flux sur deux lignées cellulaires exprimant le CD138 murin. Le 9E7.4
a montré une affinité pour sa cible équivalente a celle d’un AcM anti-CD138 commercial, testé
dans les mémes conditions. Une technique simple a été aussi mise au point afin d’évaluer
I'immunoréactivité du 9E7.4. Le peptide-2 peut étre greffé sur un support solide, par exemple
des billes magnétiques coatées par des fonctions NHS. L’AcM est radiomarqué puis mis en
contact avec les billes. Il est ainsi possible de mesurer la fraction d’AcM capable de reconnaitre

le peptide-2 et ainsi de se fixer sur le support solide.
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3. Radiomarquage de I'anticorps 9E7.4
3.1. Principes généraux

Comme vu en 11.4.1,, le ®*Cu nécessite un ligand bifonctionnel pour se lier de facon
stable a I’AcM. Il s’agit d’un radiomarquage dit indirect, a la différence d’'un radiomarquage
direct ou l'isotope se fixe directement sur la molécule vectrice. La préparation d’un
radioimmunoconjugué se fait donc en deux étapes. Le couplage consiste en la modification de
I’AcM par le ligand bifonctionnel, permettant d’obtenir un immunoconjugué. Le marquage
consiste en |'association entre la molécule d’intérét et le radionucléide : ici, il s’agit de la

réaction de complexation du ®4Cu par le macrocycle du ligand.

Deux approches sont alors possibles. La premiére est le marquage « pré-couplage »,
qui consiste d’abord dans le marquage du ligand, puis du couplage entre le ligand et I’AcM.
Cette approche a I'avantage de permettre des conditions réactionnelles plus dures pour le
radiomarquage (haute température...) sans risque d’abimer le vecteur biologique.
Néanmoins, si elle est viable en recherche, elle n’est pas transposable pour une utilisation
clinique en routine, car trop longue et complexe. Dans ce cas, il est préférable d’utiliser la
deuxieme approche, ou le radiomarquage intervient sur I’AcM aprés son couplage au ligand.
L'immunoconjugué ainsi obtenu peut étre produit et contrélé en amont et étre conservé
jusqu’au radiomarquage. C'est le principe des « trousses froides » couramment utilisées en
médecine nucléaire. Dans le cas de I'anticorps 9E7.4, c’est cette deuxieme approche qui a été

choisie.

Au cours de ce mémoire, différents ligands ont été couplés au 9E7.4 a but comparatif.
L'AcM 9E7.4 est un modele aux propriétés connues, aisément disponible au sein du
laboratoire et possédant un potentiel d’application en clinique. De plus, un modéle murin de

MM est disponible, facilitant le passage de I'in vitro a I'in vivo.

Des radiomarquages tests ont permis d’évaluer différentes propriétés des

radioimmunoconjugués ainsi obtenus :

- Le nombre de ligands couplés par anticorps, nécessaire pour obtenir une activité

spécifique suffisante.

- Le rendement de radiomarquage.
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- L'immunoréactivité, soit la fraction de I'anticorps capable de reconnaitre sa cible

apres couplage et radiomarquage.

- L'activité spécifique.

3.2. Ligands utilisés
a. Ligands commerciaux

Plusieurs ligands commerciaux de type azamacrocycle ont été utilisés dans ce mémoire
(Figure 16) : le DOTA, qui possede un cycle de type cyclene (4 atomes d’azote), le NOTA et le
NODA-GA qui sont a base TACN (triazacyclononane, 3 atomes d’azote). Dans ces cycles, les
atomes d’azote sont reliés par 2 atomes de carbone. Deux fonctions de couplage sont
disponibles avec ces ligands : les esters de NHS (NHS-DOTA, NHS-NODA-GA) et les dérivés NCS
(NCS-NOTA, NCS-DOTA).

b. Leligand TE1PA, un ligand original de type cyclame

Les ligands commerciaux précédemment cités ont été évalués par comparaison avec
un ligand a base cyclame (4 azotes reliés par 2 ou 3 carbones, en alternance), le TE1PA. C'est
un ligand spécifique du cuivre développé par I'équipe CNRS 6521 de Brest!’172, Ce travail
intervient dans le cadre d’une collaboration avec cette équipe, afin d’évaluer les propriétés
du TE1PA et de le comparer aux autres ligands disponibles dans le commerce. Le TE1PA est

présent sous deux formes : une non-fonctionnalisée et une C-fonctionnalisée, le NCS-TE1PA.
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Figure 16 : Représentation schématique des ligands utilisés dans cette étude.
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IV. PARTIE EXPERIMENTALE

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel

L'acétate de sodium, le phosphate de sodium (qualité TraceSelect), le citrate de
sodium et 'acide chlorhydrique ont été obtenus chez VWR. La BSA (bovine serum albumine),
I'EDC (N-(3-diméthylaminopropyl)-N’-éthylcarbodiimide hydrochloride), le SNHS (N-
hydroxysulfosuccinimide), le MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) ainsi que 'EDTA ont
été achetés aupres de Sigma. L'eau utilisée a été produite a I'aide d’un systeme de filtration
Gradient Milli-Q de chez Millipore, avec une résistivité de 18,2 MQ.cm (correspondant a un

taux résiduel de métaux de 3 ppb).

L’anticorps 9E7.4 a été produit au sein du laboratoire!’® (cf. lll. 2.). Les ligands
bifonctionnels NHS-DOTA, NCS-DOTA et NCS-NOTA ont été achetés aupres de Macrocyclics.
Le NHS-NODA-GA a été obtenu chez CheMatech. Les ligands TE1IPA et NCS-TE1PA ont été

synthétisés et gracieusement fournis par I’équipe CNRS 6521172,

Le systeme UPLC Acquity utilisé pour les contréles comportait une colonne Protein BEH
SEC (Waters). L’élution isocratique a été réalisée avec un tampon phosphate 0,1 M (pH 7,2) a
un débit de 0,4 mL/min, pendant 10 min avec une détection UV a 280 nm. L’analyse a été

effectuée a I'aide du systéme Empowers Pro 1154,

Le ®4Cu a été obtenu sous forme de chlorure de ®*Cu en solution dans du HCI 0,1 M. Il
a été produit par le cyclotron ARRONAX localisé a Saint-Herblain®2. La pureté radionucléidique
a été déterminée par spectrométrie gamma a I'aide d’un détecteur HPGe DSPEC-JR-2.0 type
98-24B de chez Ametek et la pureté radiochimique par ICP-OES avec un détecteur iCAP 6500

Duo (Thermo Fischer Scientific).

1.2. Couplage
a. Préparation de 'AcM

L’AcM 9E7.4 est conservé a 4°C dans du PBS (phosphate buffer saline) 0,01 M a une
concentration de 2,2 mg/mL. Afin de complexer les métaux résiduels présents dans la solution
d’AcM et non sous forme de phosphates, on ajoute 10 % (vol/vol) d’EDTA (10 mM ; pH 4,5) de
facon a obtenir une concentration finale en EDTA de 1 mM. Aprés une incubation de 2 h a
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25°C, les complexes métalliques d’EDTA sont éliminés par ultrafiltration sur une membrane
Amicon Ultra-15 30 K (Millipore) par 3 cycles de centrifugation a 2000 g (centrifuge 2-16KP,
Sigma) en utilisant un tampon carbonate 0,3 M (pH 8,6). La concentration de la solution est
ensuite ajustée entre 2 et 4 mg/mL. Le volume exact est déterminé par pesée et la
concentration par spectrométrie d’absorption UV-visible en utilisant un NanoDrop 1000
(Thermo Fischer Scientific). La pureté de I’AcM est vérifiée a I'aide du systeme UPLC décrit

précédemment et montre un seul pic au temps de rétention tr = 2,94 min (Figure 17).

b. NHS-DOTA, NCS-DOTA, NCS-NOTA, NHS-NODA-GA et NCS-TE1PA

La méthode de couplage est la méme pour tous les ligands fonctionnalisés. lls sont
dissous dans du HCI 0,1 M puis ajoutés a la solution d’AcM de fagon a obtenir un ratio de
20 équivalents molaire de ligands pour 1 équivalent molaire d’AcM. La solution est ensuite

incubée pendant 12 h a 25°C sous agitation.

c. TE1PA non fonctionnalisé

Le TE1PA nécessite une étape préalable d’activation au niveau du groupement
carboxylate de la fonction picolinate!’3. Le TE1PA, I'EDC et le SNHS sont dissous dans un
tampon MES 50 mM (pH 5). L'EDC et le SNHS sont ajoutés a la solution de TE1PA de fagon a
obtenir un ratio molaire de 1:1:1. La solution est incubée sous agitation a 4°C pendant 30 min.
Le TE1PA activé est ensuite ajouté a la solution d’AcM en suivant un ratio de 500 équivalents
molaires de ligands pour 1 équivalent molaire d’AcM. La solution est incubée pendant 12 h

a4°C.

1.3. Purification

L’étape de purification permet d’enlever les ligands en exces qui n’ont pas été couplés
a I’AcM. Pour ce faire, on utilise une méthode de perméation sur gel Sepharose a I'aide d’une
colonne PD-10 (GE Healthcare). La colonne PD-10 est préalablement saturée avec une solution
de PBS/BSA 0,5 % afin de bloquer les sites potentiels de fixation de I’AcM, puis conditionnée
dans le tampon d’élution (phosphate de sodium 0,1 M, pH 7). Aprées dépot de la solution a

purifier, la colonne est éluée avec 10 fractions de 500 pL de tampon phosphate de sodium
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0,1 M. Dans ces conditions, I’AcM est élué dans un volume de rétention d’entre 2,5 et 4 mL,
alors que les ligands, d’un poids moléculaire inférieur a 10 kDa, sont élués dans un volume de

rétention d’entre 5 et 7 mL.

Les fractions d’élution contenant 'AcM sont ensuite réunies puis concentrées par
ultrafiltration de fagon a obtenir une concentration d’environ 2 a 4 mg/mL. Le volume exact
de la solution finale a été déterminé par pesée et la concentration par spectrométrie
d’absorption UV-visible. Les AcM modifiés ont été contrdlés par UPLC, afin de s’assurer de leur

pureté et de I'absence d’agrégats.

1.4. Caractérisation des immunoconjugués
a. Détermination du nombre de ligands couplés par AcM et pureté radiochimique

Le ®4CuCl; est en solution dans de I’'HCI 0,1 M. Afin d’obtenir le pH nécessaire pour
permettre la réaction de radiomarquage, la solution est tamponnée a pH 5,5 par un tampon
acétate de sodium 2,5 M. Le ®*CuCl; est ajouté a différents ratio (1, 3 et 5 équivalents molaires)
afin de réaliser une gamme : elle servira ensuite a évaluer le nombre de ligands par AcM. Les
solutions sont mises a incuber a 40°C pendant 30 min. On ajoute ensuite une quantité d’EDTA
1 mM (pH 6) de fagon a obtenir un ratio molaire 10:1 par rapport a I'anticorps, avant d’incuber

5 min a 25°C sous agitation. Cela permet de complexer le 84CuCl; libre restant.

Le radiomarquage est controlé par CCM sur un support en silice de type iTLC-SG
(Agilent Technologies) avec comme phase mobile un tampon citrate de sodium 0,1 M (pH 4,5).
Aprés migration, les CCM sont mises 5 min a exposer sur des plagues au phosphore
photostimulables, qui sont ensuite révélées par un imageur radiométrique type Cyclone Plus
(Perkin  Elmer). Le logiciel d’analyse Optiquant permet alors d’obtenir des
radiochromatogrammes. Dans ces conditions, I’AcM radiomarqué reste au niveau du point de
dépdt (Rf. 0) alors que les complexes ®*Cu-EDTA migrent au niveau du front de solvant (Rf. 1).
La pureté radiochimique, correspondant au rendement de radiomarquage, peut ainsi étre

déterminée selon la formule suivante :

Radioactivité en Rf. 1
Radioactivité totale (Rf.0 et Rf.1)

Rendement de marquage =
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b. Purification des radioimmunoconjugués

La purification permet d’éliminer le ®*Cu libre en excés présent dans la solution de
radiomarquage. On utilise la méme technique de filtration sur gel avec colonne PD-10 que lors
de la purification des immunoconjugués (cf. IV.1.3.). La solution de marquage est déposée sur
la colonne puis celle-ci est éluée 10 fois avec 500 pL de tampon phosphate de sodium 0,1 M
(pH 7). Dans ces conditions, I'anticorps radiomarqué est élué dans un volume de rétention de
2,53 4 mL, alors que le ®*Cu libre reste a I'intérieur de la colonne. Les fractions contenant le
radioimmunoconjugué sont ensuite réunies et le rendement de radiomarquage apres

purification est controlé par CCM.

¢. Evaluation de I'immunoréactivité

L'immunoréactivité permet d’évaluer si la capacité de I’AcM a reconnaitre sa cible a
été ou non altérée par le couplage et le marquage. On utilise des billes magnétiques coatées
avec une fonction NHS (Thermo Fisher Scientific) et préalablement couplées au peptide-2
(reconnu par 'AcM 9E7.4) suivant le protocole fourni par Thermo Fisher Scientific. La

concentration finale des billes couplées en suspension était de 10 mg/mL dans du PBS.

10 pL de la suspension de billes (soit 0,2 mg) ont été ajoutés a 1 pmol de la solution
purifiée de radioimmunoconjugués. La solution a été complétée a 150 pL avec du PBS/BSA
0,5 % puis incubée pendant 1 h a 35°C. Le surnageant (contenant I’AcM n’ayant pas réagi) a
été séparé des billes (sur lesquelles est fixée I’AcM ayant conservé ses propriétés) en utilisant
un portoir magnétique MagRack (GE Healthcare). La radioactivité présente dans les deux
fractions (surnageant et billes) a ensuite été mesurée a I'aide d’'un compteur gamma Wallac
1480-Wizard (Perkin Elmer). L'immunoréactivité a été obtenue par calcul du pourcentage de

I'activité de la fraction billes par rapport a I'activité totale (billes et surnageant).

2. Résultats
2.1. Controle du pourcentage d’agrégats d’AcM aprés couplage

Le pourcentage d’agrégats d’AcM aprés couplage avec le ligand a été évalué par UPLC.
Les chromatogrammes UV obtenus pour chague immunoconjugué sont regroupés dans la

Figure 17, avec comme référence I'’AcM non modifié dans les mémes conditions
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chromatographiques. lls ont ensuite permis d’obtenir les pourcentages d’agrégats, visibles

dans le Tableau 2.
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Figure 17a : Chromatogrammes UV obtenus pour I’AcM 9E7.4 non modifié, le 9E7.4-TE1PA

et le 9E7.4-NCS-TE1PA.
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TEIPA NCS-TEIPA NHS-DOTA NCS-DOTA  NCS-NOTA  NHS-NODA-GA

Agrégats (%) 14,4 0,7 2,2 2,4 1,9 1,4

Tableau 2 : Pourcentage d’agrégats mesurés par UPLC pour les immunoconjugués 9E7.4-
TE1PA, 9E7.4-NCS-TE1PA, 9E7.4-NHS-DOTA, 9E7.4-NCS-DOTA, 9E7.4-NCS-NOTA et 9E7.4-
NHS-NODA-GA.

Le pourcentage d’agrégats a également été vérifié pour le TE1PA apres avoir fait varier le

nombre d’équivalents de ligands ajoutés dans le couplage. On obtient ainsi :

-500eq.:14,4%
-700eq.:23,6%
-1000eq.:57,1%

2.2. Mise au point du couplage du NCS-TE1PA sur les AcM 9E7.4 et hLL2

Le couplage du NCS-TE1PA a été mis au point sur deux AcM, un de rat et un humanisé.
Chacun des deux AcM a été couplé avec un ratio de 10 eq., 20 eq. et 30 eq. molaires de ligands.
Le nombre de ligands par AcM a été évalué par des radiomarquages tests et les résultats sont

présentés dans le Tableau 3.

hLL2-NCS-TE1PA 9E7.4-NCS-TE1PA
10 eq. 2,5 2
20 eq. 4,2 5
50 eq. >5 >5

Tableau 3 : Nombre de ligands couplés par AcM pour le hLL2-NCS-TE1PA et le 9E7.4-NCS-

TE1PA, lors de couplages réalisés avec 10, 20 et 50 eq. molaires de ligands.
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2.3. Nombre de ligands par anticorps et rendement de radiomarquage

Le rendement de radiomarquage ainsi que le nombre de ligands couplés par AcM sont

présentés dans le Tableau 4.

X-NHS- X-NCS- X-NCS- X-NHS-
X =%Cu-9€7.4 X-TEIPA X-NCS-TE1PA
DOTA DOTA NOTA NODA-GA
Nombre de ligands
,8+0,2 51 4+1 2,4+0,5 1,2+0,2 0,5+0,2

/ AcM

Rendement de
77 £2,9 97,2+2 97,7+2,9 929+3,7 95,7+ 3,6 57,2+2,8

radiomarquage (%)

Tableau 4 : Nombre de ligands couplés par AcM 9E7.4 et rendement de radiomarquage au
64Cu pour les immunoconjugués a base de TE1PA, NCS-TE1PA, NHS-DOTA, NCS-DOTA, NCS-
NOTA et NHS-NODA-GA (n = 3).

Le rendement de radiomarquage a été évalué sur un marquage de ratio molaire 1:1 en
équivalents de métaux totaux par rapport a I'’AcM. La Figure 18 présente les

radiochromatogrammes obtenus pour chacun des radioimmunoconjugués.
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L4 LS

L6

L7

L1 L2 L3
- L4
1
2 @9 é
Lane #1 Lane #5
ID Gross DLU % Sum D
1 - Prof 1,189,719.1 100.0 1- Prof
2 - Prof
Lane #2
ID Gross DLU % Sum
1- Prof 1,310,573.0 554 ESNE0
2 - Prof 1,054,598.2 44.6 I
1 - Prof
Lane #3 2 - Prof
ID Gross DLU % Sum
Lane #7
1 - Prof 34,135.7 3.8 D
2 - Prof 859,832.6 96.2 1 - Prof
2 - Prof
Lane #4
ID Gross DLU % Sum
1 - Prof 24,595.6 8.0
2 - Prof 281,103.1 92.0

Gross DLU % Sum
34,135.7 3.8
859,832.6 96.2

Gross DLU 9% Sum
18,304.1 5.1
342,057.5 94.9

Gross DLU 9% Sum
220,862.8 448
271,606.4 55.2

Figure 18 : Radiochromatogrammes obtenus pour les radioimmunoconjugués dérivés du

TE1PA (lane #2), du NCS-TE1PA (lane #3), du NHS-DOTA (lane #4), du NCS-DOTA (lane #5), du

NCS-NOTA (lane #6) et du NHS-NODA-GA (lane #7). La lane #1 représente le témoin ®*CuCl,

2.4. Immunoréactivité

libre (non radiomarqué).

L'immunoréactivité a été déterminée pour les immunoconjugués ayant au minimum

un ligand couplé par AcM (c’est-a-dire ne nécessitant pas de purification), soit ceux contenant
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le NCS-TE1PA, le NHS-DOTA, le NCS-DOTA et le NCS-NOTA. Les résultats sont présentés dans

le Tableau 5. L'immunoréactivité de I’AcM 9E7.4 non modifié est de 85 %.

X =%Cu-9E7.4 X-NCS-TEIPA  X-NHS-DOTA X-NCS-DOTA X-NCS-NOTA

Immunoréactivité

(%)

84+0,8 75,3+1,8 51,9+5,1 58,3+4,5

Tableau 5 : Immunoréactivité déterminée aprés marquage au ®Cu pour le 9E7.4-p-NCS-Bn-

TE1PA, le 9E7.4-NHS-DOTA, le 9E7.4-p-NCS-Bn-DOTA et le 9E7.4-p-NCS-Bn-NOTA (n = 3).

2.5. Activité spécifique molaire

L’activité molaire des immunoconjugués contenant les ligands NCS-TE1PA, NCS-NOTA
et NHS-DOTA a été évaluée sur des couplages provenant de la méme source de ®*Cu, afin de
s’affranchir de la variabilité inter-sources due aux contaminants métalliques. Elle a été réalisée
sur un marquage avec exces de %4Cu suivi d’une purification par filtration sur gel. Les résultats

obtenus sont :
-64Cu-9E7.4-p-NCS-Bn-TE1PA : 40 MBg/nmol
-64Cu-9E7.4-p-NCS-Bn-NOTA : 13 MBg/nmol

-64Cu-9E7.4-NHS-DOTA : 34 MBg/nmol
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V. DISCUSSION

Le ligand bifonctionnel joue un réle crucial au sein d’un radiopharmaceutique a base
de ®Cu. L’intérét croissant des isotopes du cuivre pour I'imagerie et la thérapie a conduit a un
développement concomitant des ligands disposants des qualités nécessaires a cette
utilisation. Parmi les différents candidats potentiels, la classe des tétraazamacrocycles a
démontré sa capacité a former des complexes thermodynamiquement et cinétiquement
stables®. Cependant, cette stabilité reste insuffisante en milieu biologique, ou la présence de
protéines affines pour le cuivre et d’ions entraine une dissociation des complexes et un

relargage du ®*Cu dans 'organisme.

Afin de développer un ligand plus performant pour le cuivre, une collaboration est
née entre notre équipe et 'unité CNRS 6521 de Brest. Elle permet de réaliser des preuves de
concept et d’évaluer I'intérét des différents ligands sur des modeéles in vitro et in vivol’>173, Le
travail présenté dans ce mémoire concerne I’étude d’un de ces ligands et a pour but d’évaluer
ses différentes propriétés dans un méme modele, tout en le comparant a d’autres chélates
équivalents disponibles sur le marché. Il vient également compléter I'étude de I'AcM 9E7.4

produit au sein du laboratoire.

L’équipe de Brest a réalisé la synthese organique de plusieurs chélates azamacrocycles
comportant une fonction picolinate. Parmi eux, le plus prometteur est le TE1PA. Il s’agit d’un
ligand a base cyclame comportant une fonction dérivée de I'acide picolinique au niveau d’un
des azotes du cycle. En conséquence, aprés la mise au point de la synthése, I'étape suivante a
été d’évaluer les propriétés de chélation de ce ligand par des tests in vitro. Le TE1PA a
démontré une cinétique de complexation trés rapide, y compris a pH acide. La stabilité
thermodynamique des complexes est également élevée (p = 18,64), notamment par rapport
a celle des complexes Zn-TE1PA, montrant ainsi une importante sélectivité du ligand pour le
Cu?*. Egalement, les complexes Cu-TE1PA possédent une plus grande inertie cinétique en
milieu acide que les autres ligands macrocycliques utilisés dans la littérature pour complexer
le cuivre. La structure en trois dimensions des complexes a été étudiée par cristallographie et
a démontré que le TE1IPA complexait le cuivre en utilisant tous les atomes donneurs
d’électrons disponibles sur le cycle, formant ainsi une géométrie tres stable de type pyramide

a base carrée.
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Apres avoir démontré le potentiel du TELPA comme chélate du cuivre, I'étape suivante
prise en charge par notre équipe a été de déterminer si le ligand conservait ses propriétés en
milieu biologique. Ces études ont ainsi montré une stabilité in vitro des complexes ®*Cu-TE1PA
a 37°C dans du sérum humain. Le TE1PA radiomarqué a ensuite été injecté dans un modele
murin afin d’observer sa cinétique de distribution in vivo et de réaliser une étude de
métabolisme hépatique. Les résultats obtenus ont validé la stabilité des complexes Cu-TE1PA

et sa résistance a la transchélation”2.

Ces tests préliminaires reposaient uniquement sur le ligand seul : cependant, pour
envisager une application en radiopharmacie, il doit étre couplé a un vecteur. Le TE1PA a donc
été greffé sur plusieurs anticorps monoclonaux pour vérifier s’il conservait ses propriétés. Ce
ligand ne disposant pas d’une fonctionnalisation de type NHS ou NCS comme la majorité de
ses équivalents commerciauy, il a donc été nécessaire de modifier I'acide carboxylique du bras
picolinate afin d’introduire une fonction SNHS capable de réagir avec les amines primaires de
I'anticorps. Une premiere étude a été menée apres couplage a I'’AcM F6, dirigé contre
I’antigéne carcino-embryonnairel’? (ACE). Si elle a démontré la faisabilité de I'utilisation du
TE1PA, la mobilisation de I'acide carboxylique pour la fonctionnalisation du ligand entrainait
une diminution de ses capacités de chélation du cuivre. Ainsi, la cinétique de complexation a
25°C atteint son maximum en 45 min, contre moins de 5 min pour la version non conjuguée.
De méme, la stabilité in vivo des complexes ®*Cu-F6-TE1PA ne semble pas supplanter celle du

64Cu-F6-DOTA.

Afin de conserver les propriétés du TE1PA, il a été envisagé d’intégrer une fonction de
couplage a un vecteur sur un carbone du macrocycle (C-fonctionnalisation). L’équipe de Brest
a donc procédé a la synthese organique d’une version C-fonctionnalisée du TE1PA, avec un
cycle benzénique portant en para une fonction NCS capable de réagir avec les amines
primaires du vecteur!’®, Le NCS-TE1PA obtenu a été intégré a I'étude présentée ici, en
comparaison avec sa version non fonctionnalisée ainsi qu’avec plusieurs ligands

azamacrocycles non pontés parmi les plus utilisés dans la littérature.

L'introduction d’une fonction de couplage sur le TE1PA présente plusieurs avantages.
En effet, elle simplifie la réaction de couplage, qui se réalise en une seule étape puisqu’il n’est

plus nécessaire de procéder a l'activation de I'acide carboxylique du bras picolinate. Le
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couplage du TE1PA par la voie SNHS entraine un changement de charge de +1 d(i a I’évolution
de I'acide en amide. Le NCS-TE1PA C-fonctionnalisé permet une diminution de la charge
globale du complexe, restaurant les capacités de chélation. Egalement, on diminue
drastiquement la quantité de ligands utilisés : le TE1IPA nécessitait I'addition d’un large exces

par rapport a I’AcM, entrainant un pourcentage important d’agrégats.

Lors de la mise au point du couplage du NCS-TE1PA, plusieurs équivalents molaires de
ligands ont été testées : 10 eq., 20 eq. et 30 eq. La médiane de 20 eq. a été choisie car c’est la
plus utilisée dans la littérature avec les ligands azamacrocycles portant ce type de
fonctionnalisation®217>176  C’est également la proportion qui a été retenue pour les ligands
commerciaux utilisés dans cette étude. Les tests de couplage du NCS-TE1PA ont été réalisés
sur deux AcM : le 9E7.4 et un anticorps anti-CD22 humanisé, le hLL2, utilisé pour confirmer la
méthode. Le nombre de ligands obtenu a été équivalent entre les deux AcM et a validé la
procédure de couplage du NCS-TE1PA a un AcM. A la suite de ces résultats, le protocole

utilisant 20 eq. de ligands a été choisi pour la poursuite de I’étude sur le 9E7.4.

Le nombre de ligands couplés par AcM est un parameétre clé a maitriser lors de
I’élaboration du radiopharmaceutique, car il conditionne ensuite I’activité spécifique molaire
du radioimmunoconjugué et permet de limiter la quantité de vecteur injectée. Des ligands
étudiés, le NCS-TE1PA s’est montré le plus performant sur le 9E7.4, permettant de greffer
environ 5 ligands par AcM. Ce résultat n’a pas pu étre atteint pour ses équivalents NCS-NOTA
et NCS-DOTA, pour lesquels ont été obtenus respectivement 1,2 et 2,4 ligands par AcM. Le
NHS-NOGA-GA n’a pas permis un couplage de tous les AcM dans ces conditions, et ce méme
lors d’essais de couplage en utilisant 50 eq. molaires de ligands. Dans le modeéle de I'’AcM
9E7.4, le NCS-TE1PA ainsi que le NHS-DOTA ont plus de facilités a se lier aux amines primaires
sans endommager les fonctions impliquées dans l'interaction antigene/anticorps. En effet, le
9E7.4-NCS-NOTA et le 9E7.4-NCS-DOTA montrent un déclin de I'immunoréactivité apres
couplage. Cette diminution est d’autant plus importante que I'on augmente le nombre de

ligands greffés par AcM.

L’activité spécifique molaire étudiée pour le ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA, le ®4Cu-9E7.4-NCS-
NOTA et le ®4Cu-9E7.4-NHS-DOTA découle directement de ces données. Les meilleurs résultats

obtenus pour le 4Cu-9E7.4-NCS-TE1PA sont également le reflet de sa plus grande affinité pour

68



le Cu?* : la réaction de complexation n’était que peu affectée par la présence de contaminants

métalliques, contrairement au DOTA ou au NOTA.

La C-fonctionnalisation du TE1PA a également grandement amélioré son couplage a un
vecteur de type AcM. Le TE1PA non fonctionnalisé a permis de coupler seulement 0,5 ligands
par AcM ; un essai a 700 eq. n'a montré qu’'une modeste amélioration, avec 0,8 ligands par
AcM. Au-dela de 700 eq., le pourcentage d’agrégats générés par le processus de couplage
entraine une perte conséquente de I’AcM. En comparaison, le NCS-TE1PA permet de greffer
environ 10 fois plus de ligands que le TE1PA, avec peu d’agrégats générés (moins de 5 %,

résultat partagé par tous les ligands commerciaux).

L'immunoréactivité a été évaluée pour les radioimmunoconjugués ayant au moins un
ligand greffé par AcM. Le 9E7.4-NCS-TE1PA a montré une immunoréactivité de 84 + 0,8 %, soit
non significativement différente de celle de I’AcM non modifié, évaluée a 85 %. Chez tous les
ligands commerciaux étudiés, on observe une perte plus au moins importante de
I'immunoréactivité. Elle est probablement imputable a une interaction plus importante de ces

ligands avec la zone de reconnaissance de I'antigene.

Cette étude a donc permis de valider le couplage et le radiomarquage du NCS-TE1PA
et de prouver sa supériorité par rapport a sa version non fonctionnalisée, particulierement en
ce qui concerne la liaison a un vecteur biologique. Dans le modéle du 9E7.4, le NCS-TE1PA
s’est également montré plus performant que les équivalents commerciaux sur tous les
paramétres in vitro étudiés. Cela confirme le passage a une étude in vivo. Le 9E7.4 avait
notamment été choisi car disposant d’'un modéle animal syngénique de myélome multiple!”’.
L’étape suivante sera donc d’étudier si le NCS-TE1PA conserve ses excellentes propriétés de
chélation du Cu?* en milieu biologique. Le F6-TE1PA ayant été comparé au DOTA, le 9E7.4-
NCS-TE1PA sera étudié versus le 9E7.4-NHS-DOTA, la version N-fonctionnalisée avec le NHS

ayant donné de meilleurs résultats in vitro que son homologue C-fonctionnalisé avec le NCS.
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CONCLUSION

L'imagerie phénotypique est un outil diagnostic en plein essor dans plusieurs domaines
cruciaux de la santé publique, dont I'oncologie. Parmi les applications possibles de I'immuno-
TEP, on retrouve le myélome multiple, dont les tumeurs hétérogénes ou quiescentes sont
difficiles a visualiser avec les méthodes actuelles de TEP au '8F-FDG. Associée aux techniques
de radiothérapie ciblée, elle permet une approche dite « théranostique » s’inscrivant dans la

démarche d’une médecine personnalisée adaptée a chaque patient.

Lors du développement d’un radiopharmaceutique pour une application en imagerie
phénotypique, le choix du vecteur va dépendre majoritairement de la cible souhaitée ainsi
qgue de la pharmacocinétique du produit final. Le radionucléide, ayant le réle de traceur, sera
choisi en fonction de son type de rayonnement, son énergie ainsi que sa demi-vie radioactive.
Etant donné ses propriétés, le ®4Cu fait partie des isotopes d’intérét pour le développement
de ces techniques d’imagerie. Cependant, il nécessite l'introduction d’un ligand dit
bifonctionnel, soit capable de se fixer au vecteur et de chélater I'ion radioactif, pour pouvoir
radiomarquer un vecteur biologique avec une liaison suffisamment stable. Dans cette optique,
une collaboration est née entre notre équipe et 'UMR 6521 de Brest afin d’élaborer un ligand

spécifique du cuivre pouvant étre utilisé dans un radiopharmaceutique : le TE1PA.

Ce travail intervient au sein de cette collaboration, en étudiant deux versions de ce
ligand sur un modele in vitro d’un anticorps monoclonal potentiellement utilisable dans le
cadre du myélome multiple. Ce ligand a été comparé a une sélection de ligands équivalents
disponibles commercialement. Différents parameétres ont été évalués en lien avec la faisabilité
d’une application clinique. Le TE1PA a montré sa supériorité dans ce modéle, avec un nombre
supérieur de ligands par AcM sans perte d'immunoréactivité, une meilleure sélectivité pour le
Cu?*, une cinétique de complexation rapide et une stabilité du radiomarquage. En
conséquence, ce ligand sera par la suite évalué dans un modeéle pré-clinique afin de compléter

I’étude de ses propriétés.
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