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diphosphine, ATSM et PTSM.

12



Figure 14 : Représentation schématique des bases cyclam et cyclen, ainsi que des ligands

DOTA, NOTA et TETA.

Figure 15 : Représentation schématique des ligands tachpyr et sarcophagine.
Figure 16 : Représentation schématique de ligands cross-bridge.

Figure 17 : Représentation simplifiée des ligands DO1PA et TE1PA.

Figure 18 : Schéma de la structure tridimensionnelle du complexe [Cu-TE1PA]*.
Figure 19 : Les ligands utilisés lors de I'étude in vitro.

Figure 20 : Chromatogramme UPLC de I’AcM 9E7.4 non modifié.

Figure 21 : Chromatogrammes obtenus par UPLC pour I'épratuzumab-TE1PA couplé avec 500,

700 et 1000 éq.
Figure 22 : Chromatogramme obtenu par UPLC pour le 9E7.4-NCS-TE1PA.

Figure 23 : Radiochromatogrammes obtenus pour les radiomarquages du 9E7.4-NCS-TE1PA
avec 1 éq. de ®*Cu (lane #2), 2 éq. de ®*Cu (lane #3), 5 éq. de ®*Cu (lane #4), 10 éq. de ®*Cu (lane

#5) et 20 éq. de %*Cu (lane #6). La lane #1 représente le témoin 84CuCl; libre (non radiomarqué).
Figure 24 : Chromatogrammes UPLC obtenus pour le 9E7.4-NCS-DOTA.

Figure 25 : Chromatogramme UPLC obtenu pour le 9E7.4-NCS-NOTA.

Figure 26 : Chrommatogramme UPLC obtenu pour le 9E7.4-NHS-DOTA.

Figure 27 : Chrommatogramme UPLC obtenu pour le 9E7.4-NHS-NODA-GA.

Figure 28a : Biodistribution du ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA et du %*Cu-9E7.4-NHS-DOTA exprimée

en %DI/g d’organe a 2 h post-injection.

Figure 28b : Biodistribution du ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA et du %*Cu-9E7.4-NHS-DOTA exprimée

en %DI/g d’organe a 24 h post-injection.

Figure 28c : Biodistribution du ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA, du %4Cu-9E7.4-NHS-DOTA et du %4Cu-
9E7.4-NCS-NOTA exprimée en %DI/g d’organe a 48 h post-injection.
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Figure 29 : Chromatogramme des extraits hépatiques des souris sacrifiéesa 2 h, 24 het 48 h
aprés injection pour le ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA et le 64Cu-9E7.4-NHS-DOTA. Les résultats sont

exprimés en pourcentage de la radioactivité totale.

Figure 30 : Images TEP-scan des souris greffées en sous-cutané avec les cellules 5T33,a 2 h,
24 h et 48 h aprés injection du ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA (rang du haut), du 64Cu-9E7.4-NHS-DOTA
(rang du milieu) et du %Cu-9E7.4-NCS-NOTA (rang du bas). Les fleches jaunes pointent les

tumeurs.
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INTRODUCTION

Depuis son introduction en 1976, la tomographie par émission de positons (TEP) est
rapidement devenue un outil indispensable dans le domaine de I'imagerie médicale. Les
radiopharmaceutiques utilisés actuellement en TEP permettent de visualiser les organes et les
tissus en fonction de leur métabolisme ou de leur phénotype. Cette technique d’imagerie
apporte ainsi des informations diagnostiques et pronostiques de premiére importance qui ont
révolutionnées I'approche de certaines maladies. Aujourd’hui, elle occupe une place de choix
dans le dépistage et le suivi de pathologies séveéres dans des domaines telles que la

cancérologie, la neurologie ou la cardiologie.

Depuis le début des années 2000 et encore aujourd’hui, le radiopharmaceutique le
plus utilisé pour la TEP est un analogue du glucose marqué au fluor-18. Cependant, I'essor de
la TEP métabolique a permis le développement d’autres approches utilisant la détection par
caméra TEP. L'imagerie phénotypique cible ainsi les cellules en fonction des marqueurs
gu’elles expriment, selon le concept de reconnaissance ligand-récepteur. Pour cela, il est
nécessaire de développer des molécules capables de se fixer spécifiquement sur les cellules
cibles, puis d’y associer un traceur qui, dans le cadre de la médecine nucléaire, est un isotope
radioactif. Parmi les radionucléides disponibles pour I’élaboration de radiopharmaceutiques,
le cuivre-64 possede des propriétés intéressantes et a donc été choisi pour les études décrites

dans ce manuscrit.

Pour pouvoir utiliser le cuivre-64 dans I'imagerie vectorisée, il est nécessaire d’utiliser
un ligand bifonctionnel, qui pourra a la fois chélater le cuivre de fagon stable et se fixer au
vecteur par une liaison covalente. Plusieurs familles chimiques de ligands sont actuellement
disponibles, la plus utilisée étant celle des dérivés azamacrocycles. Néanmoins, ces ligands
présentent plusieurs inconvénients, notamment un manque de stabilité des complexes in
vivo. Ce travail de thése s’inscrit au sein d’un projet de développement de nouveaux ligands
azamacrocycliqgues destinés a la complexation du cuivre-64 dans le cadre de l'imagerie
phénotypique. L'objectif a été d’évaluer le plus prometteur d’entre eux, le TE1IPA, dans un
modele in vitro et in vivo en le comparant a d’autres ligands azamacrocycliques commerciaux

utilisés en études précliniques et/ou cliniques avec le cuivre-64.
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La premiére partie de ce mémoire rappellera le principe de I'imagerie phénotypique
TEP ainsi que la place du cuivre-64 au sein de cette technique, tout en détaillant les qualités
attendues d’un ligand du cuivre pour |'élaboration d’un radiopharmaceutique. La deuxieme
partie sera consacrée a I'étude in vitro de deux versions du TE1PA (une non fonctionnalisée et
une C-fonctionnalisée) et de quatre ligands commerciaux potentiellement utilisables pour
I'imagerie phénotypique-TEP au cuivre-64. Les résultats obtenus ont permis de sélectionner
les ligands les plus appropriés pour mener une étude comparative in vivo dans un modele
murin de greffe syngénique de myélome multiple, qui sera décrite dans la troisieme partie.
Cette étude mettra notamment en lumiere la meilleure stabilité in vivo du TE1PA par rapport

a ses homologues commerciaux.
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I. LA TOMOGRAPHIE PAR EMISSION DE POSITON ET L'IMAGERIE PHENOTYPIQUE
1. Définitions

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 non invasive et 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).

2. Principe de fonctionnement

2.1. Stratégies de ciblage

Actuellement, la détection des radiopharmaceutiques utilisés en clinique pour
I’exploration TEP repose 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 trés consommatrices de
glucose : principalement les cellules cancéreuses, cardiaques et du systéme 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 18F-
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FDG est métabolisé en fluorodésoxyglucose-6-phosphate, qui représente une impasse

métabolique pour la cellule et de ce fait reste piégé localement ou il s’Taccumule.

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 réle 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*. Pour rappel, les rayonnements B* sont émis par des
noyaux instables car trop riches en protons, au sein desquels un proton est converti en
neutron avec émission d’une particule B* (aussi appelée positon) et d’un neutrino. Aprés un
tres 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
opposés. 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 pres du positon. Le volume de I'objet est
calculé selon une technique appelée tomographie, qui permet de reconstituer en trois
dimensions la répartition de I'isotope au sein du patient a partir d’images planes obtenues

suivant plusieurs incidences®.
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Figure 1 : Représentation schématique du principe de détection du rayonnement dans le
cadre de I'imagerie TEP.

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 apres traversée va étre traduite en images et leur analyse selon différentes incidences
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 modéles murins ou de rat*’.

Les détecteurs TEP doivent étre adaptés a la détection des photons d’énergie 511 keV.
lIs sont constitués de cristaux scintillateurs couplés a des photomultiplicateurs. Ces cristaux
sont composés d’une matiére qui, sous l'effet d’'un rayonnement incident, va émettre
secondairement un signal lumineux d’énergie parfaitement définie, permettant la création
d’électrons au niveau d’une photocathode placée a l'arriere des détecteurs. 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
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doté de propriétés de scintillation : iodure de sodium, germanate de bismuth ou encore

orthosilicate de gadolinium?'?,

3. Applications et limitations de la TEP métabolique
3.1. Intéréts
a. En oncologie

Depuis '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 présentent un hypermétabolisme, entrainant une surexpression de GLUT-
1 et par conséquent une accumulation du FDG radiomarqué en leur sein. La TEP posséde une
bonne sensibilité et spécificité dans le cadre de I'oncologie, respectivement de 84 % et 88 %
en moyenne!®. Elle permet en effet la visualisation 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 l'intensité de fixation du 8F-FDG est corrélée a I’hypermétabolisme des
tumeurs, et donc a leur agressivité. |l est également possible d’évaluer la réponse au
traitement ainsi que le suivi aprés rémission pour surveiller 'apparition d’une éventuelle

rechute.

Outre le '8F-FDG, d’autres marqueurs métaboliques peuvent étre utilisés. Les
croissances tumorales rapides sont associées a des synthéses protéiques exagérées : il est
possible d’utiliser des acides aminés radiomarqués, qui seront tout comme le glucose
préférentiellement pris en charge par les cellules a fort renouvellement. Parmi eux, la L-
[methyl-1*C]méthionine (MET) qui, contrairement au 8F-FDG, ne s’accumule pas dans les
neurones : elle est donc indiquée pour I'imagerie des tumeurs cérébrales!®. La choline
marquée au '1C ou au *8F est également utilisée pour le diagnostic des cancers de la prostate?”’.

Autre marqueur, le 18F-Na permet la visualisation de métastases osseuses’®.
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b. Autres applications

La TEP métabolisme a également d’autres applications en dehors de la cancérologie.
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 utiliser le 18F-
FDG pour 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. D’autres marqueurs plus spécifiques, comme le 8F-
florbétapir qui se fixe au niveau des plaques séniles B-amyloides, sont également

disponibles?°,

Autre marqueur, la 3,4-dihydroxyphénylalanine (DOPA) marquée au 8F permet
I’exploration métabolique des systemes dopaminergiques, ce qui a un intérét pour le
diagnostic différentiel des troubles du mouvement d’origine neurologique, comme la maladie
de Parkinson?!. Elle est également indiquée pour l'imagerie de certaines tumeurs

endocrines??.

Le 8F-FDG est aussi largement utilisé en cardiologie pour évaluer la viabilité
myocardique pour les patients présentant une maladie des artéres coronaires?®. Son
accumulation non spécifique au niveau des foyers inflammatoires et infectieux est également
mise a profit pour I'imagerie de certaines maladies ; parmi elles, des maladies chroniques

inflammatoires comme les vacularites?* ou les infections sur prothéses?>.

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

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
guiescentes 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?.
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.
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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 progrés 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 en oncologie

4.1. Intéréts de I'immuno-TEP
a. Intérét dans le cadre de la médecine de précision

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, a I'époque majoritairement composé des chimiothérapies dites cytotoxiques. Ces
médicaments se fixent sur des cibles moléculaires spécifique d’un phénotype tumoral, plutot
que d’inhiber et détruire de facon non spécifique les cellules a renouvellement rapide?. Les
thérapies ciblées sont particulierement intéressantes dans le cadre d’une approche innovante
appelée « médecine de précision » : le traitement sera ainsi adapté a chaque patient, en

fonction des marqueurs phénotypiques présents sur ses tumeurs.

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 '’AMM
en France en 2000 dans le cas du cancer du sein métastatique présentant une surexpression
de ce géne. 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, ces thérapies présentent plusieurs inconvénients : outre leur prix élevé, elles
peuvent étre a l'origine d’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 posséde plusieurs inconvénients. |l s’agit déja d’'un geste invasif, puisque
nécessitant de prélever des échantillons tissulaires. De plus, ces échantillons peuvent étre non
représentatifs de la pathologie du patient car prélevés au mauvais endroit, ou encore au sein
d’une tumeur a I'expression phénotypique hétérogéne. Egalement, certaines métastases
peuvent étre localisées dans des endroits difficiles d’acces 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 maladie3!. Ceci explique
en partie 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.

Dans ce contexte, I'immuno-TEP intervient comme méthode non-invasive de choix
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, lI'immuno-TEP permet d’optimiser la posologie et d’évaluer la réponse
thérapeutique3?. Des radiopharmaceutiques ciblant HER2 sont en développement dans ce
sens3334, D’autres vecteurs sont explorés pour les cancers présentant des problématiques
similaires, comme le myélome multiple3>, le carcinome rénal3® ou les lymphomes®’. L'immuno-
TEP s’inscrit ainsi dans une approche innovante appelée théranostique, qui utilise la
combinaison des techniques diagnostiques et de la thérapie pour une meilleure prise en

charge des patients.
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b. Intérét dans le cadre de la radioimmunothérapie

La radioimmunothérapie est un type de radiothérapie interne vectorisée utilisant des
vecteurs immunologiques tout comme I'immuno-TEP. Elle se différencie de la radiothérapie
externe, ol l'irradiation provient d’une source extérieure au patient. La RIT permet d’amener
I'isotope radioactif au plus pres de la cellule cancéreuse afin de maximiser I’effet cytotoxique
des rayonnements et de limiter les dommages aux tissus sains. Elle peut utiliser des isotopes
émetteurs B, dont I'énergie maximale émise constitue un des critéres de choix du
radionucléide en fonction de la taille des tumeurs a irradier. Parmi les plus utilisés, on retrouve
I'yttrium-90 (T1/2 = 2,7 j; Emax majoritaire = 2,284 MeV), le lutécium-177 (T12 = 6,7 j; Epmax
majoritaire = 0,497 MeV) ou I'iode-131 (T1/2 = 8 j ; Egmax majoritaire = 0,606 MeV). 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 que le seul
médicament de RIT a recu son AMM en France, un AcM anti-CD20 marqué a 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 B). La
RIT a a été étudiée en clinique notamment dans le traitement du glioblastome avec I'astate-
211 (T2 = 7,2 h), dans la leucémie myéloide aiglie avec I'actinium-225 (T12 = 10 j) ou

également dans le lymphome B non hodgkinien avec le bismuth-213 (T1/2 = 46 min)®.

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/%31|, 86Y/%0Y et

152/155T /161Th | sont particuli@rement intéressants pour ce type d’approche.

4.2. Importance de la cible

Un antigene doit répondre a un certain nombre de critéres pour pouvoir étre considéré
comme une cible acceptable pour 'immuno-TEP*., Il est préférable qu’il se trouve a la surface
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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
I'irradiation non spécifique des tissus sains. Son devenir dans les cellules est aussi a prendre
en compte : dansl'idéal, I'antigene ne devrait étre internalisé que lorsque cette internalisation
est a 'origine d’une accumulation de la radioactivité dans la cellule, sans phénomene d’efflux
associé. Dans le cas contraire, il semble préférable d’utiliser des antigénes membranaires

comme cible théranostique.

4.3. Importance du vecteur
a. Généralités

Le vecteur idéal doit se fixer de facon spécifique et rapide sur sa cible. Pour cela,
plusieurs facteurs doivent étre considérés ; son affinité doit notamment étre importante et la
fraction non fixée doit s’éliminer rapidement, afin de permettre une clairance sanguine du
radiopharmaceutique et une accumulation spécifique au niveau de la tumeur. Ces deux
facteurs clés que sont la fixation spécifique et la clairance du produit depuis les organes sains

vont influer sur la qualité de I'image qui dépend directement du ratio tumeur-sur-tissus sains.

En fonction du type de molécule choisie comme vecteur, la biodistribution du
radiopharmaceutique ainsi que sa demi-vie biologique seront variables. La pharmacocinétique
propre au vecteur joue un role important dans son choix. Elle varie en fonction de nombreux
parameétres chimiques, comme sa taille, sa charge, son hydrophilie, les structures chimiques
présentes et sa nature. Dans ce contexte, la dosimétrie recue par les différents organes
capables de fixer le vecteur et qui, en premiere approche, est proportionnelle a I'activité
cumulée dans un gramme d’organe multiplié par un facteur propre au radionucléide utilisé,

sera fortement influencée par le choix du vecteur et sa biodistribution dans I'organisme.

Comme annoncé précédemment, ce travail est centré sur l'utilisation des vecteurs
immunologiques ; les autres vecteurs potentiellement utilisables pour cibler les tumeurs ne

seront donc pas abordés ici.
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b. Anticorps entiers

Les anticorps sont des glycoprotéines appartenant a la famille des
immunoglobulines (Ig). Les 1gG sont constituées de quatre chaines polypeptidiques : deux
chaines lourdes (environ 50 kDa chacune) et deux chaines légéres (environ 25 kDa chacune),
reliées entre elles par des ponts disulfures formant un « Y » caractéristique (Figure 2). Ces
chaines sont composées de domaines immunoglobulines de 110 acides aminés chacun,
pouvant étre de deux types. Les domaines constants varient peu d’un anticorps a I'autre, alors
gue les domaines variables, situés aux extrémités N-terminales de la protéine, sont spécifiques
d’un clone donné. L'association entre une chaine légére variable (VL) et une chaine lourde

variable (VH) constitue le paratope qui permet la reconnaissance de la cible par I'anticorps.

—— Fab

)|

Figure 2 : Représentation schématique d’une IgG ; les chaines légéres sont notées « L »
(pour ligth), les chaines lourdes « H » (pour heavy), les fragments variables « V » et les

fragments constants « C ».

Les IgG sont des molécules de grande taille (environ 150 kDa), avec une longue demi-
vie sanguine, en moyenne 1 a 3 semaines*?>*3. En conséquence, le ratio optimal tumeur-sur-
organe est atteint vers 2 a 4 jours aprés l'injection**. Cela un inconvénient pour I'imagerie,

nécessitant parfois un délai entre I'administration du radiopharmaceutique et I'acquisition de
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I'image, entrainant des contraintes techniques ainsi que l'irradiation du patient et de son

entourage.

D’autres approches sont ainsi étudiées pour optimiser ['utilisation d’anticorps
monoclonaux (AcM) entiers en imagerie, et parmi elle le pré-ciblage® . Cette technique repose
sur des AcM préalablement modifiés, de facon a introduire une fonction capable de lier
spécifiguement un deuxieme élément, en plus de ses capacités de reconnaissance de la cible.
Deux injections sont donc réalisées : une premiere avec I’AcM modifié, puis aprés un délai une
molécule radiomarquée allant se fixer sur I’AcM. Le temps de latence entre les deux injections

permet la clairance sanguine de I’AcM.

La grande taille des AcM entiers limite leur excrétion sous forme inchangée au niveau
rénal : ils sont en majorité éliminés aprés avoir subi un métabolisme au niveau hépatique®.
Leurs caractéristiques d’élimination sont a prendre en compte dans le cas de I'imagerie des
organes concernés, qui pourront recevoir des doses conséquentes susceptibles de limiter les
posologies de radiopharmaceutiques a administrer (dans le cas de la thérapie) ou de diminuer

les contrastes d’imagerie pour les tumeurs a proximité.

c. Fragments et dérivés d’anticorps

Les fragments d’anticorps sont spécifiqguement produits de facon a conserver les
propriétés de fixation sur la cible, mais avec des propriétés pharmacocinétiques différentes
dues a leur plus petite taille (Figure 3)%®*’. Ils sont produits par digestion enzymatique de
I’AcM (en utilisant par exemple la papaine ou la pepsine) ou par génie génétique via des
vecteurs d’expression type bactériophage. D’une taille généralement comprise entre 7 et
100 kDa en fonction du type de fragment considéré, ils sont rapidement éliminés au niveau
rénal par filtration glomérulaire, menant a des demi-vies sanguines de |'ordre de quelques
heures. lls ne s’accumulent donc pas au niveau du foie puisqu’ils ne sont pas métabolisés.
Néanmoins, malgré une pénétration plus importante dans les tissus étant donné leur petite
taille, les fragments d’AcM sont moins affins et surtout moins avides que les AcM entiers, avec
des constantes de dissociation beaucoup plus élevées. On observe donc généralement une
diminution du ciblage tumoral. Les formes les plus petites peuvent également s’accumuler au

niveau du rein suite a des mécanismes de filtration/réabsorption.
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Figure 3 : Représentation schématique de divers fragments et dérivés d’anticorps.

d. Vecteurs non dérivés d’anticorps

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 petite taille
(environ 7 kDa), constitués de 58 acides aminés repliés en trois hélices alpha. Ils possédent
une haute affinité pour leur cible, proche de celles des AcM. Certains, comme les affitines,
sont caractérisés par une haute résistance aux conditions extrémes, pouvant supporter des

températures jusqu’a 100°C et de grandes variations de pH.
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4.4. Emetteurs pB*
a. Caractéristiques recherchées

Afin de pouvoir permettre une acquisition par imagerie TEP, la concentration en
radiopharmaceutique dans une zone de I'espace donnée doit étre suffisamment forte pour
que les flux de rayonnements puissent étre détectés avec une bonne sensibilité>l. En
revanche, des rayonnements de forte énergie peuvent diminuer la qualité de I'image et sa
résolution du fait de leur parcours long dans la matiére. La période physique de I'isotope doit
aussi étre compatible avec la période biologique du vecteur afin d’optimiser la période
effective du radiopharmaceutique. Par exemple, le fluor-18 (ti2 = 110 min) n’est
généralement pas adapté a I'utilisation d’AcM entiers comme vecteurs (ti/2 = 1 a 3 semaines)3?
mais peut servir pour radiomarquer des dérivés d’AcM. 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 entourage*!. Cependant, il est
intéressant de préciser que cette émission pourrait étre utilisée avec un nouveau systéme
d’imagerie dit a 3-photons. En cours d’évaluation expérimentale, cette technique permettrait
d’utiliser la coincidence B+y de facon a améliorer la résolution spatiale par rapport a la TEP
classique®?. Dans le cas d’une approche théranostique, les radioéléments possédant des
isotopes émetteurs B~ sont particulierement intéressants. Un autre facteur important a
considérer est la disponibilité du radionucléide : ils nécessitent souvent la proximité d’un
cyclotron capable de produire le radionucléide et de le préparer sous une forme appropriée a
son utilisation en radiopharmacie. Cette mise en forme fait généralement appel a des
techniques de séparation-purification qui se caractérisent par leur robustesse et leur facilité

de mise en ceuvre. Elles peuvent également, si possible, étre automatisables.

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 radiohalogenes (fluor-18, iode-124) et
les radiométaux (zirconium-89, gallium-68 et cuivre-64). Dans la vaste majorité des cas, ces
isotopes ne peuvent pas étre fixés directement sur les vecteurs biologiques de grande taille

utilisés en immuno-TEP>3, Ils nécessitent I'introduction d’une molécule intermédiaire appelée
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ligand, qui permet ou améliore la stabilité du radiomarquage. La nature chimique de I'isotope

va influencer la nature de la molécule ligand utilisées. Les différents avantages et

inconvénients de ces isotopes sont récapitulés dans le Tableau 1.

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 |'eau
Production en d’hydroxydes insolubles a
Gallum-68 1,13 h 1899 88  générateur pH>4 " .
Cotlit modéré Faible Pet"lode comparee a
la demi-vie sanguine des
AcM
Faible disponibilité
Rendement de Rayonnement B de haute
radiomarquage élevé énergie
1532 11 , L
lode-124 100,3 h avec les macromolécules Rayonnement y associé de
2135 11 . . , .
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 colt 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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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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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 (+I, +Il et +lll), avec une prédominance naturelle des degrés | et Il. 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 +ll 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 4).

H(/Hf O gy

N
Hie—Noe 4 N Ne=0
o 1~~~

Figure 4 : Exemple de complexation du Cu(ll) avec 'EDTA : représentation schématique (a

gauche) et photo du produit sous forme de poudre.
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Enfin, le cuivre au degré d’oxydation +lll (configuration électronique [Ar] 3d®) est
relativement rare car sa stabilisation sous forme de complexes nécessite des ligands m-

donneurs forts.

Le potentiel E° d’oxydoréduction du couple Cu(ll)/Cu(l) est relativement bas
(0,153 V/ESH), une propriété mise a contribution au sein des organismes; la facilité de
passage du Cu* au Cu?* (et inversement) est exploitée dans de nombreux processus

d’oxydoréduction pour réaliser des transferts d’électrons®>.

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 35 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 5). Mais il se désintegre également en zinc-64 par émission
B~ (38,48 %) et en nickel-64 par capture électronique (44 %). Cette derniére peut se faire par
voie directe (43,53 % de I'’émission totale) ou indirecte (0,4744 %, engendrant |’émission d’un

rayonnement y de forte énergie).

64 C
29 U (1., = 12,7004 h)

1,675 -
£ :
0,329 MeV B
0,47 %
1,346 0 £ 1,022 MeV 38,48 %
1,675 MeV )
43,53 %
’ 64
1346 kez 30 £ (stable)
0,47 % B+
0,653 MeV
17,52 %
0 .

64 o,
28 NI (stable)

Figure 5 : Représentation schématique de la décroissance du cuivre-64.
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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

potentiellement théranostiques.

2. Méthodes de production du cuivre-64 pour les applications en recherche et en clinique

La production du cuivre-64 se fait en bombardant une cible solide 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 réacteur soit en accélérateur

(cyclotron).

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, ou 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 ol 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 [I'origine 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 'uranium. Ces
neutrons sont ralentis de facon a atteindre une énergie cinétique inférieure a 0,025 eV. La

cible est alors constituée du méme élément que le radionucléide produit. On peut ainsi
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produire le %Cu par irradiation de ®3Cu avec des neutrons thermiques suivant la réaction
63Cu(n,y)®*Cu. Cependant, cette technique n’est pas applicable pour la production de
radiopharmaceutiques car il est difficile de séparer le ®*Cu du ®3Cu de la cible, menant ainsi a

un radionucléide de faible activité spécifique (cf. 11l.3.).

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 84Zn selon la réaction ®¥Zn(n,p)®*Cu. Cette méthode a permis pour la
premiére fois de fournir du ®*Cu compatible avec une utilisation médicale par le MURR
(Missouri University Research Reactor) en 1994°7. 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 trés minoritaire.

2.3. Production en cyclotron
a. Méthode utilisant des 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 6).

Initialement, le ®*Cu a été isolé comme sous-produit du gallium-67 via la réaction
8Zn(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
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 déposé par électrolyse sur un support
inerte (le plus souvent en or) qui est facilement refroidi durant l'irradiation et qui ne se
transmute pas lui-méme en radionucléides a période longue sous I'effet du faisceau. Cette

méthode a été mise au point sur cyclotron médical par Szelecsenyi et al. en 1993% et a été
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ensuite améliorée : elle permet a présent de produire de larges quantités de ®*Cu, pouvant
aller jusqu’a 37 GBqg®L. Elle nécessite I'accélération des protons a une énergie d’environ

20 MeV, ce qui est compatible avec les cyclotrons médicaux de moyenne énergie®?.

Courant électrigque
alternatif

Champ magnétique

Point d’origine
de la particule

Cible

Figure 6 : Représentation simplifiée du trajet d’'une particule au sein d’un cyclotron.

b. Méthode utilisant des deutons

Le ®Cu utilisé pour cette étude a été produit par le cyclotron ARRONAY, localisé a
Saint-Herblain®3. 1l 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. Plutdt que de dévier le faisceau avant que les protons n’aient
atteint leur énergie maximale, 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 7). Elle permet I'obtention d’un rendement similaire a celui de la méthode
utilisant des protons (206 MBqg/uA/h) et a I'avantage de nécessiter une épaisseur de ®*Ni 25 %
moindre®*. Outre I'aspect économique, diminuer la quantité de nickel utilisée pour la cible

réduit également le risque de contamination du produit final par le nickel.
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Figure 7 : Comparaison entre les sections efficaces de production du ®*Cu par la réaction

4Ni(p,n)®*Cu (a gauche) et par la réaction ®*Ni(d,2n)%*Cu (a droite)®2.

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 8). 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 placée en quarantaine pour étre « refroidie », c’est-a-
dire jusqu’a ce que les radionucléides a période tres courte générés par l'irradiation aient
décrus. La cible est ensuite dissoute dans une solution de HCIl 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 des solutions de HCl de moins en moins
concentrées. 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, on utilise une technique par échanges d’anions. La dissolution de la cible dans du
HCl 9 N permet la formation de complexes chlores anioniques des ions présents en solution,
a I'exception du Ni?* qui est éliminé en premier lors de la purification par la résine. Un 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 ®4CuCl,.
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Figure 8 : Photographie d’une cible de ®*Ni sur son support en or utilisée pour la production

de ®Cu.

3. Problématiques inhérentes a la production de cuivre-64

Afin de pouvoir prétendre a une application en imagerie, un parametre crucial dans la
production d’un radionucléide est I'activité spécifique ou activité molaire®. Elle mesure la
radioactivité d’une substance par unité de masse et s’exprime en Bg/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.
Les principaux contaminants retrouvés lors d’analyse par ICP (spectrométrie a plasma a
couplage inductif) sont des cations divalents comme le Zn?*, le Ni** (produits par la
désintégration du 4Cu) et le Co?* (produit lors de I'irradiation de la cible) ainsi que le fer sous
forme Fe3* (métal ubiquitaire de I'environnement). Ces ions possédent 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 spécifigue 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, l'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 l'apport de
contaminants dans la solution finale pouvant entrainer une baisse de I'activité spécifique.

Parmi les parametres a controler pour limiter la contamination métallique, on retrouve : la

41



nature de la cible utilisée, les produits de la désintégration radioactive du ®4Cu, 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 %4Cu. La maitrise
de la contamination est particuliéerement délicate dans le cas du ®*Cu, compte-tenu de
I'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 chlorhydrique. 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 métalligue 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 controler est la pureté radionucléidique. Elle est
définie comme le rapport de la radioactivité de |'isotope considéré sur la radioactivité totale
du produit final. Ces isotopes contaminants sont produits par des réactions concomitantes au
moment de I'irradiation de la cible. Dans le cas de la production de 84Cu 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. Métabolisme du cuivre chez ’homme

4.1. Rble physiologique

Le cuivre fait partie des oligo-éléments essentiels a la vie et est parmi les plus
abondants chez I’homme, avec le fer et le zinc. Un adulte de 70 kg contient en moyenne 110
mg de cuivre®®, répartis principalement dans le foie (10 mg, organe majoritaire en termes de
concentration), le cerveau (8,8 mg), le sang (6 mg), le squelette et la moelle osseuse (46 mg)
ainsi que les muscles squelettiques (26 mg). Le cuivre est majoritairement présent sous forme
fonctionnelle, c’est-a-dire sous forme complexée dans des métalloprotéines, ou il sert de

cofacteur a de nombreuses enzymes en permettant la catalyse de réactions d’oxydoréduction.
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Ces enzymes dépendantes du cuivre sont appelées cuproprotéines et exploitent le potentiel
de réduction du Cu(ll) en Cu(l) pour permettre le transport d’électrons>>®’. Les cuproprotéines
sont présentes partout dans I'organisme et sont impliquées dans de nombreuses fonctions

essentielles (Tableau 2).

Les dérégulations de ’lhoméostasie du cuivre peuvent avoir de graves conséquences,
son exceés comme sa carence entrainant des lésions cellulaires dans divers organes et en
particulier dans le foie et le cerveau. Par exemple, la maladie de Menkés est une carence en
cuivre héréditaire due a un déficit en ATP7A, une protéine de transport du cuivre, entrainant
une malabsorption digestive. En I'absence de traitement, I’évolution est fatale dans les
premieres années de vie. De méme, la maladie de Wilson est une surcharge héréditaire en

cuivre, ayant pour conséquences des atteintes hépatiques et neurologiques sévéres®,

Nom Fonctions biologiques Conséquences d’un déficit
Cu/Zn SOD Elimination des radicaux libres Dommages oxydatifs intracellulaires
Transport des électrons dans la Symptoémes liés a un défaut d’ATP :
Cytochrome c oxydase
mitochondrie myopathie, ataxie...
Association entre le collagéne et Atteintes des tissus conjonctifs : rupture
Lysyl oxydase
I’élastine vasculaire...

Troubles de I'hypothalamus :

Dopamine B-
Productions des catécholamines hypothermie, hypotension,
hydroxylase
déshydratation, somnolence
Tyrosinase Production de mélanine Dépigmentation cutanée
Peptidylglycine Troubles associés a un déficit en
Activation des hormones peptidiques
monooxygénase hormones peptidiques
Céruloplasmine Ferroxidase, transport du cuivre Anémie
Facteurs de la
Coagulation Risque d’hémorragies
coagulation V et VIII
Angiogénine Induction de I'angiogenese Défaut d’angiogenese
Métallothionéine Capture du cuivre Toxicité cellulaire liée au cuivre

Tableau 2 : Exemples de protéines dépendantes du cuivre, de leurs fonctions physiologiques

et des troubles associés a un déficit en ces protéines®’.
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4.2. Homéostasie du cuivre
a. Apports

Les apports journaliers en cuivre se situent entre 0,6 et 1,6 mg et sont fournis par le
biais de I'alimentation®’. Le cuivre est présent dans de nombreux aliments, notamment les
légumes, la viande de boeuf et les fruits de mer : les carences alimentaires en cuivre sont donc

rares dans les pays développés, du fait des nombreuses sources possibles d’apport.

b. Absorption et distribution sanguine

L’absorption digestive du cuivre se fait principalement au niveau du duodénum (0,6 mg
par jour). Le cuivre apporté par I'alimentation est sous forme Cu(ll) et doit étre réduit en Cu(l)
par des réductases membranaires afin de pouvoir étre pris en charge par les protéines de
transports Ctrl (copper transporter 1) vers le milieu intracellulaire®. L’expression de Ctrl au
niveau de la membrane cellulaire est régulée par les taux de cuivre intracellulaire : elle permet
ainsi de contréler les apports en cuivre’®. Le cuivre est ensuite pris en charge par la protéine
chaperonne Atox1l et amené a une ATPase chargée du transport du cuivre, 'ATP7A, qui
exporte le cuivre au niveau sanguin’!. Le transport du cuivre y est assuré par "albumine ou

des az-macroglobuline comme la transcupréine ou la céruléoplasmine’?.

c. Métabolisme hépatique

A partir de la circulation sanguine portale, le cuivre est acheminé dans I’hépatocyte via
un transporteur appelé Ctrlp. Le foie est I'organe majoritaire de stockage et de métabolisme

du cuivre et ses cellules contiennent diverses protéines chaperonnes capables de lier ce métal.
- Atoxl

La protéine Atox1 lie le Cu* présent a I’état libre dans la cellule et permet son transport
vers "appareil de Golgi ou il est pris en charge par les ATPases et notamment ’ATP7B’3. Elle
favorise ainsi I’excrétion biliaire du cuivre en excés’®. Il est également possible que son affinité
pour le cuivre permette de protéger les cellules contre le stress oxydatif, notamment au

niveau des neurones, ou elle est présente en fortes concentrations”.
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- CCS

La CCS (Copper Chaperon for Superoxyde dismutase) permet I'apport du cuivre a la

SOD et est essentielle & son bon fonctionnement’®. La SOD favorise I’élimination des ions
superoxydes (02") en les transformant en peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et en O, limitant ainsi

le stress oxydatif. La synthése de CCS s’adapte en fonction des besoins : sa concentration

intracellulaire est étroitement corrélée a la concentration en cuivre.
- Cox17

La Cox17 apporte le cuivre a la protéine CCO (cytochrome c oxydase) et est nécessaire
a son fonctionnement’’. La CCO permet le transport d’électrons dans la chaine mitochondriale

et est donc nécessaire a la synthese de I’ATP.
- ATPases

Deux ATPases de la famille P sont impliquées dans le transport du cuivre : I’ATP7A et
I’ATP7B’L. Elles sont exprimées dans de nombreux tissus (hotamment le cerveau, I'intestin et
le rein) et sont essentielles dans des fonctions physiologiques cruciales comme le
développement du systeme nerveux et la fonction hépatique. Elles sont également présentes
au niveau de la membrane de |'appareil de Golgi et facilitent I'excrétion du cuivre et son
élimination par la bile. L’expression des deux types d’ATP7 varient en fonction des tissus : par
exemple, les hépatocytes présentent uniquement I’ATP7B, alors que les glandes surrénales
n’expriment que I’ATP7A. Certains tissus, comme I'épithélium intestinal, expriment les deux

ATPases®®.

d. Devenir post-hépatique : la céruléoplasmine

La céruléoplasmine est une a;-glycoprotéine responsable de plus de 95 % du transport
sanguin du cuivre’®. Elle est capable d’incorporer jusqu’a six atomes de cuivre, formant ainsi
I’holocéruléoplasmine, et quitte ensuite I’hépatocyte pour la circulation sanguine.
L’holocéruléoplasmine remplit moins un réle de transport véritable du cuivre (cette fonction
pouvant étre assurée entre autres par I'albumine) mais comme cofacteur essentiel de la

transferrine. En effet, elle présente une activité ferroxidasique, en mobilisant et transférant

45



le fer stocké dans les tissus vers la transferrine. Ainsi, un déficit en céruléoplasmine n’a que

peu d’impact sur le métabolisme du cuivre, mais entraine en revanche une surcharge en fer’®.

5. Complexation du cuivre-64

Comme évoqué précédemment, le cuivre n’existe que tres rarement a |'état libre dans
les organismes vivants, ou il est quasiment toujours associé a des molécules sous la forme de
complexes. Sous sa forme libre, le cuivre est extrémement toxique et est donc rapidement
pris en charge par les métalloprotéines pour éviter des dommages cellulaires dus au stress
oxydatif. Pour concevoir un radiopharmaceutique a base de cuivre, il est donc nécessaire de
modifier le vecteur avec un agent de complexation ou un ligand du cuivre suffisamment fort
pour inhiber cette fixation aux métalloprotéines et ainsi garder le cuivre associé au vecteur

d’intérét.

5.1. Définition d’un ligand

En chimie, un ligand se définit de maniéere 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 cas d’une liaison entre un ligand et un
atome ou ion de type métal, le complexe formé est appelé chélate ; le ligand (ou chélateur)

est alors toujours au moins bidente.

Pour I'élaboration d’un radiopharmaceutique, plusieurs voies sont possibles. Le
radiomarquage peut s’effectuer par le biais d’un isotope radioactif d’'un des atomes de Ila
molécule (comme le *1C). Cela nécessite de synthétiser le vecteur dés le départ avec le traceur
radioactif intégré, avec un processus entierement sous les contraintes de radioprotection. On
peut également radiomarquer la biomolécule finale par un isotope, soit directement si elle
dispose d’'un site permettant une liaison suffisamment stable entre le vecteur et le

radionucléide, soit indirectement par le biais d’un ligand. Ce dernier sera alors qualifié de
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« bifonctionnel » car possédant deux roles : le premier de former un complexe stable avec
I'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.

5.2. 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 l'organisme.

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 2 ML,

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

[ML,]

P = DT> (L7

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

en Kelvin) :
A.GEy =R XT x1n (By)

L'inverse de Bn peut également étre utilisé : il est appelé constante globale de
dissociation du complexe (Kg). En résumé, plus Bn est grande et plus Kq est petite, plus la
réaction de formation du complexe est quantitative et plus sa dissociation complete est

difficile. La stabilité thermodynamique correspond ainsi a la différence d’énergie libre entre
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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.

La constante thermodynamique globale est souvent représentée par le calcul du
« pM », qui correspond au logarithme négatif de la concentration résiduelle en cation

métallique8! :

pM = _log[Mn+]non complexé

pM est calculé dans des conditions définies : avec un exces de 100 % de ligands, une
concentration en cation métallique [M™] de 10® mol.L! et un pH de 7,4. |l prend en compte
la basicité du ligand ainsi que toutes ses constantes thermodynamiques intermédiaires. C'est
I'unique valeur permettant de comparer entre eux I'affinité de différents ligands pour un

méme métal, étant dépendante de la basicité du ligand.

Plusieurs facteurs peuvent intervenir dans les variations de Kq. Parmi eux ['effet
chélate, d’origine entropique, qui est I'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 & chalne ouverte®3. 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.

Plusieurs techniques permettent de déterminer les constantes thermodynamiques
partielles d’un ligand, afin d’obtenir par calcul la constante thermodynamique globale

(log Bn) : titration pH-métrique, spectroscopie (RMN, UV-visible), potentiométrie.

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 résistance du passage du cation métallique

de sa forme liée a sa forme libre.
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Les vitesses d’association et de dissociation d’un complexe peuvent é&tre mesurées par
le suivi de la réaction en spectrométrie UV-visible. On peut ainsi déterminer la demi-vie du
complexe dans un solvant donné. En fonction de la nature du métal, la RMN peut également

étre utilisée.

c. Sélectivité du ligand pour le cuivre

De ce parametre 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 &tre 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 exces.

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 parametres. 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.

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 séveres. Il faut également

noter que certains cations peuvent former des hydroxydes peu ou pas solubles si le pH est
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trop élevé : c’est le cas du Ga®*, 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.

5.3. Parametres influengant la stabilité in vivo des complexes

Le cuivre jouant un r6le essentiel dans I'organisme (cf. 11.4.), les cuproprotéines
capables de le prendre en charge vont influencer la stabilité in vivo des complexes de cuivre-

64. Plusieurs mécanismes peuvent alors intervenir.

a. Résistance a la transchélation

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. Les cuproprotéines
étant spécifiques du cuivre, elles sont particulierement compétitrices et ce d’autant plus
gu’elles sont généralement plus de 1000 fois plus abondantes que le radiopharmaceutique
dans l'organisme, notamment au niveau du foie. A ce niveau, les principales protéines
responsables de la transchélation sont la SOD, la céruloplasmine et les méthallothionines#’,
Une fois complexé par ces protéines, le cuivre-64 suit le cycle classique de ’lhoméostasie du
cuivre, ce qui entraine une accumulation de la radioactivité au niveau hépatique. Ce
phénomeéne est donc particulierement délétere pour une application en imagerie, car elle
conduit a une diminution de la qualité de I'image ainsi qu’a une irradiation non désirée des

tissus sains.

La résistance a la transchélation est déterminée par l'inertie cinétique du complexe et
dans une moindre mesure par la stabilité thermodynamique®8. La stabilité du complexe aprés
incubation dans du sérum humain a 38°C est un bon indicateur de ce paramétre®, les produits
de dégradation et de dissociation des complexes pouvant étre suivis par des techniques

chromatographiques.
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b. Résistance a la réduction

Le ®*Cu(ll) peut également étre réduit en ®Cu(l), conduisant a un relargage du cuivre,
les ligands utilisés n’étant généralement pas adaptés a la complexation du cuivre sous forme
Cu(1)?°. Il existe beaucoup de couples enzymatiques capables d'effectuer cette réduction, car
possédant un potentiel E® inférieur a celui du couple Cu?*/Cu* (0,159 V/ESH). Cette propriété
fait que le cuivre est physiologiguement impliqué dans de nombreux processus
d’oxydoréduction dans I'organisme (cf. 11.4.). Le complexe doit donc posséder un faible

potentiel d’oxydoréduction afin de résister a I’action de ces enzymes.

La résistance des complexes de cuivre a la réduction peut étre évaluée in vitro par
voltamétrie cyclique®®. Cette méthode consiste a faire varier le potentiel électrique jusqu’a
obtenir la réduction compléte du complexe, puis a inverser le balayage du systeme pour
revenir a la valeur de départ. Il est ainsi possible de déterminer le potentiel E® du complexe et

d’observer si la réduction est réversible ou non.

c. Résistance a la transmétallation

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?* et le Fe3*, qui sont
des oligoéléments les plus représentés dans I'organisme. Cette dissociation est définitive, car
une 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 qu’une grande inertie cinétique.

5.4. Fonctions de couplage a un vecteur
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 vis-a-vis le groupement d’intérét, étre si possible

spécifique de ce groupement et la liaison obtenue apres réaction doit étre stable en conditions
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physiologiques. 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 synthése organique du ligand.

b. Approches conventionnelles

Les principales fonctions discutées ici sont présentées dans la Figure 9.

0
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ester NHS isothiocyanate iodoacétyle
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SATA maléimide 2-iminothiclane

Figure 9 : Représentation schématique de quelques fonctions de couplage

conventionnelles ; R représentant le ligand portant la fonction.

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 10) et les isothiocyanates® (NCS). Leur
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principal inconvénient est qu’il est impossible de controler sur quelle amine la fonction va
réagir : une certaine proportion est susceptible de se coupler au niveau du site de
reconnaissance de |'antigene. 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

8]

Figure 10 : 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 11). 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 role 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 'avantage de permettre de mieux contréler 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
d’augmenter la quantité de ligands ou de réactifs intermédiaires utilisée afin d’obtenir un

nombre suffisant de ligands couplés par vecteur.
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Figure 11 : 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. Approches « 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 produit 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 12). La premiére, 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 synthese
complexe. Il est cependant relativement lipophile, ce qui peut étre limitant pour certaines

applications.

La deuxiéme voie possible fait partie des réactions de cycloaddition Diels-Alder et met
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 premiere
injection du vecteur modifié avec I'alcéne tendu permettant I'accumulation au niveau de la
cible, puis dans un deuxieme temps l'injection du ligand radiomarqué contenant une

tétrazine.
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Figure 12 : Représentation schématique de la réaction SPAAC avec I'exemple du

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

5.5. Exemples de ligands du cuivre-64
a. Ligands acycliques

Les premiers ligands a avoir été utilisés pour le cuivre sont des ligands acycliques
polyaminocarboxylates®>19 (Figure 13) comme I'acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA)
ou l'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
transchélation8%°3, D’autres ligands acycliques ont été développés pour essayer d’améliorer
la stabilité des complexes de cuivre, comme les ligands a base de Schiffl®! (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 13 : Représentation schématique des ligands acycliques EDTA, DTPA, SALEN,
diphosphine, ATSM et PTSM.

Les thiosemicarbazones sont une classe de ligands acycliques comprenant 'ATSM'% et
le PTSM4 utilisés respectivement comme marqueurs de I'hypoxie cellulaire et du flux
sanguin. 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!®>10, [’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 a 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 azamacrocycliques

Les cyclam et les cyclen sont des tétraazamacrocycles, soit des macrocycles
comportant quatre atomes d’azote. Le triazacyclononane (TACN) quant a lui est un
azamacrocycle ne comportant que trois azotes. Les cycles de base peuvent étre modifiés par
une ou plusieurs fonctions chimiques participant a la coordination du cuivre, comme par
exemple des fonctions acétates (Figure 14). 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, notamment grace a « 'effet macrocyclique »¥.

Les trois ligands présentés précédemment sont les « chefs de file » de cette classe : le
DOTA, le TETA et le NOTA (Tableau 3). Les fonctions acétates présentes sur les cycles ne
participent pas toutes a la coordination du cuivre, et présentent donc un intérét lors de la
syntheése de ligand bifonctionnel. L'introduction d’une fonction permettant la liaison au
vecteur sur une de ces fonctions ne nuit théoriquement pas a la stabilité des complexes. Le
DOTA a été largement utilisé pour le développement d’anticorps radiomarqués au ®*Cu en

108-110 ot est pour le moment le seul ligand du ®Cu ayant été testé en clinique

imagerie
humaine!!"114 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 ou trivalents. 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 cinétiqguement que ses deux

homologues'>116,
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Figure 14 : Représentation schématique des bases cyclam, cyclen et TACN, ainsi que des

ligands DOTA, NOTA et TETA.

Géométrie du Inertie cinétique en milieu Potentiel de réduction
Ligand Log Bn
complexe acide : Ty2 (réversibilité Cu(ll)/Cu(l))
<3 min -0,74V
DOTA Octaédrique 22,2
(HCI'5 M ; 90°C) (irréversible)
<3 min -0,98 V
TETA Octaédrique 21,9
(HCI'5 M ; 90°C) (irréversible)
<3 min -0,70 Vv
NOTA Prisme trigonal 21,6

(HCI5 M ; 30°C) (irréversible)

Tableau 3 : Quelques propriétés chimiques des complexes Cu-DOTA, Cu-TETA et Cu-NOTA’,
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¢. Ligands dérivés du triaminocyclohexane

Les ligands dérivés du triaminocyclohexane sont des ligands dits tripodaux (Figure 15) :
ils comportent trois amines qui elles-mémes sont fonctionnalisées avec des dérivés capables
d’engager des liaisons de coordinance avec le métal, comme fonctions anilines (dans le cas du
ligand tachpyr)'!2. 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 I'immuno-TEP pour le 84Cu reste

pour l'instant limitée!?®,

HM MH V4 Y

HN MH HN

N7 X

r - i
sarcopha 2inea

’_‘__,-‘
tachpyr

Figure 15 : Représentation schématique des ligands tachpyr et sarcophagine.

d. Ligands type sarcophagine

Les sarcophagines sont des ligands macrocycliques type hexaamine dérivés du TETA,
ayant une structure en forme de « cage pontée » qui leur octroie une plus grande stabilité
thermodynamique que les ligands tétraamine!?. Ils possédent une bonne sélectivité pour le

cuivre et mais leur cinétique de complexation est lente a température ambiante. Cependant,
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peu d’études sur ces ligands ont été réalisées, principalement du fait de la difficulté de leur

synthése organique®?,

e. Ligands pontés du cyclam et du cyclen

Appelés macrobicycliques, les ligands dits cross-bridged (CB) présentent une fonction
éthyle qui relie les amines N1 et N4 (Figure 16). Les deux principaux ligands de ce groupe sont
le CB-DO2A (version pontée du DOTA) et le CB-TE2A (version pontée du TETA). Leur stabilité
thermodynamique mesurée in vitro est supérieure a celle de leurs équivalents non pontés
(log Bn = 27,1 pour le Cu-CB-TE2A contre 21,9 pour le Cu-TETA) et leur inertie cinétique est
excellente, notamment en milieu aqueux®>12%123, |3 résistance a la réduction Cu(ll)/Cu(l) du

Cu-CB-TE2A a également été démontrée!?4,

N N/\\GC'DH m/\\CODH
ENINJ HOOC [N\l\Nj
ol

HOOC ] g v
CB-DO2A CB-TE2A
m NH,

/\\ N(\IN COOH
) 5 (L)
S

HO— |~ H(V‘T
OH K) 0

CB-TE1A1P CB-TE1K1F

Figure 16 : 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!?2.
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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 @ 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®.

Des études ont été menées pour contourner ce probleme, notamment en remplagant
une des fonctions acides carboxyliques du macrocyclique par un acide phosphorique (CB-
TE1A1P), permettant le radiomarquage a température ambiante!?®, Le CB-TE1K1P est une
version fonctionnalisée du CB-TE1A1P?’. Ce ligand a été couplé au cétuximab (un antagoniste

du récepteur du facteur de croissance épidermique).

6. Exemples d’applications en clinique et pré-clinique
A I'heure actuelle, aucun radiopharmaceutique a base de ®Cu n’a obtenu d’AMM. Le
64CuCl; (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 l'intérét du %Cu dans le développement de la théranostique.

6.1. Anticorps monoclonaux et peptides

Trois AcM principaux de type IgG1 marqués au ®*Cu sont en cours de développement

pour des applications en oncologie.

a. Trastuzumab

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 #4Cu-DOTA-trastuzumab pour détecter les tumeurs HER2 positives, avec

une bonne accumulation du radiopharmaceutique dans la tumeur dés 1 h post-injection et
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une sensibilité de 89 % deux jours post-injection??8130, De plus, une étude clinique a montré
que le %4Cu-DOTA-trastuzumab s’accumulait également au niveau des métastases cérébrales
du cancer HER2 positif33, suggérant un passage du radiopharmaceutique a travers la barriére
hémato-encéphaliqgue (BHE). Les AcM étant trop hydrophiles et trop volumineux pour
traverser la BHE®, il est admis que ce passage est permis par une altération de cette barriére

due a I'implantation et au développement tumoral.

Des peptides de type affibodies ciblant le HER2 peuvent é&tre aussi utilisés!3?

, comme
par exemple le ®*Cu-DOTA-ZHER2:S1. Avec leur petite taille couplée a une haute affinité pour
leur cible, les affibodies ont |'avantage de permettre de différencier les tumeurs
métastatiques possédant différents niveaux d’expression du HER2, facilitant ainsi le

traitement par thérapie ciblée.

b. Cétuximab

Le cétuximab est dirigé contre le récepteur du facteur de croissance épidermique
(EGFR). L'EGFR fait partie de la famille des récepteurs transmembranaires a tyrosine kinase et
sa dérégulation est impliquée dans plusieurs mécanismes d’oncogenése, comme la croissance
cellulaire tumorale, I'angiogenése et le développement de métastases!33134, |l est surexprimé
dans de nombreuses tumeurs chez ’lhomme!3>136 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!34136,

Tout comme "'HER2, 'EGFR peut également étre ciblé avec des fragments d’AcM*3” ou
des peptides radiomarqués au ®*Cu. Moins immunogénes 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 GE11'3® (prouvé non adapté car formant des
agrégats) ainsi que le rEgA, un repebody (un peptide comportant des domaines répétés riches

en leucine), qui a démontré un ciblage rapide et spécifique des tumeurs®3°.
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¢. Daratumumab

Le daratumumab?#%142 posséde une AMM en temps qu’immunothérapie, dans le cadre
du traitement du myélome multiple. Le daratumumab est un anti-CD38, un marqueur exprimé
a la surface des cellules myélomateuses#®14* et qui est une cible de choix pour I'imagerie de
cette pathologie. Le 8*Cu-DOTA-daratumumab a été comparé dans un modéle 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!!. Ces résultats découlent de I'hétérogénéité tumorale forte du myélome multiple

(cf. 11.1.5.).

6.2. Analogues des récepteurs a la somatostatine

La somatostatine est une hormone peptidique impliquée dans l'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
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 agonistes sont rapidement internalisés apres leur liaison au récepteur actif,
supprimant le signal de transcription et inhibant la croissance cellulaire!*¢'4’, En conséquence,
plusieurs analogues de synthése 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 ’AMM
pour I'imagerie de ces tumeurs endocrines par TEMP (Octreoscan). L'octéotide possede 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 & I'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 I'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 modéle de rats a démontré la faisabilité du ®*Cu-TETA-D-

Phel-octréotide!#®10, Le ®4Cu-TETA-D-Phel-octréotide y a présenté une meilleure qualité
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d’image que son homologue radiomarqué a I'indium-111, partiellement due a la plus grande
sensibilité de la TEP par rapport a la TEMP. D’autres analogues avec des profils de
reconnaissance différents de I'octréotide et/ou des pharmacocinétiques différentes ont
ensuite été développés pour pallier la faible clairance sanguine de ce dernier ainsi que sa
dissociation rapide de la tumeur. 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!>1>2,

Au niveau clinique, le ®*Cu-DOTA-TATE a été évalué par rapport a I'Octreoscan pour la
détection des tumeurs neuroendocrines'®3. 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 Iésions par rapport au ®8Ga-DOTA-TOC!13,

6.3. 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 r6le important dans
I’angiogenése et le développement métastatique tumoral*>*. Lisoforme o,B3 est surexprimée
par les cellules impliquées activement dans l'angiogenese par rapport aux cellules
endothéliales quiescentes, ce qui en fait un marqueur intéressant pour I'imagerie tumorale
via la néoangiogenése®®>1%. Ainsi, on retrouve une surexpression de a,f3 dans les cellules
tumorales de certains cancers comme le glioblastome, le cancer du sein, le cancer de la
prostate ou le mélanome®’1%0, |'intégrine a.Bs se lie a ses cibles extracellulaires par le biais
d’une poche protéique reconnaissant la séquence arginine-glycine-acide aspartique!® (RGD).

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

64CU 107,162,163

6.4. 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'®®. Pour permettre I'imagerie de ce type de cancer, plusieurs peptides de
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synthese ont été développés ; tous comportent une séquence permettant leur reconnaissance
par I’enzyme folate hydroxylase du PSMA. Si le plus utilisé a I’heure actuelle est le ®3Ga-PSMA-
11165166 j| souffre des mémes inconvénients inhérents a 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 3 I'**1In67-16% Un essai clinique

170

du ®*Cu-PSMA-617 a montré une excellente détection des tumeurs prostatiques'’®, 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 célon?’*.

6.5. Chlorure de cuivre-64

Le ®4Cu libre, sous forme ®*CuCl,, s’est également révélé étre un marqueur prometteur
pour certaines tumeurs, telles celles du mélanome, du glioblastome et du cancer de la
prostatel’?174 En effet, ces tumeurs présentent une surexpression de la protéine de transport
du cuivre 1 (Ctrl), sur laquelle va se fixer le ®Cul’>. Il s’agit ainsi non pas d’imagerie
phénotypique, mais d’imagerie métabolique. Il a été montré une meilleure détection des
tumeurs du cancer de la prostate sur une étude clinique comparative entre le #*CuCl; et le *F-
FDG’®, Une autre application intéressante concerne l'imagerie des tumeurs du systéme
nerveux central, ou le 4CuCl, a montré des résultats comparables a ceux obtenus par une IRM

cérébralel’3,
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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!”’.
Toutes les cellules du clone vont ainsi produire le méme type de chaines lourdes et/ou légéres
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

irréemédiablement a une insuffisance rénale.

Environ 5 000 nouveaux cas de MM sont diagnostiqués par an, avec une légére
prédominance chez I'homme. Il représente 1 % des cancers totaux et 10 a 12 % des
hémopathies malignes. Il touche principalement les personnes agées : I'age 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, qui est de plus mauvais pronostic du fait d’'une évolution

rapide vers une insuffisance rénale chronique sévere.

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

a5 ans.

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

correspondant a '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
MM’ Le MGUS correspond a un pic monoclonal sanguin isolé sans signes cliniques ou
infiltration osseuse. Le caractere symptomatique du MM est défini par la présence d’un ou

plusieurs signes cliniques ou atteinte d’organe, appelés critéres CRAB? :

: 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, le dosage total des
protéines met en évidence une hyperprotidémie. Une électrophorése des protéines
plasmatiques (EPP) est réalisée, ou 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 électrophorese et une immunofixation
sur les protéines urinaires pour détecter les chaines légéres sécrétées par certains MM,
appelées protéinurie de Bence-Jones. Un myélogramme sur biopsie médullaire est également

pratiqué afin de quantifier l'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
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lacunaire dite a « 'emporte-piece », 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 lésions de petite taille ou

difficiles a explorer (sacrum, base du crane...).

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.

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'®3. Ces derniers regroupent une
plasmocytose médullaire monoclonale supérieure ou égale a 60 %, un rapport entre chaines
légéres libres impliquées sur chaines légéres libres non impliquées de plus de 100 % ainsi qu’au

moins une lésion focale visible a I'lRM.

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 criteres CRAB (cf. 111.1.2.). Plusieurs
protocoles peuvent étre utilisés, en fonction du contexte, des symptomes et de I'dge du
patient ; les molécules les plus couramment retrouvées sont le melphalan, la
cyclophosphamide, la dexaméthasone, la prednisone, la thalidomide, le Iénalidomide et le
bortezomib!®. A noter que la réalisation d’une autogreffe de cellules souches permet

d’augmenter les doses de cytotoxiques administrées!®4,

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

possible en fonction de la localisation des tumeurs.
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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 lésions lytiques vues
aux rayons X persistent malgré la chimiothérapie et les |ésions focales IRM s’atténuent de

facon beaucoup plus tardive que la réponse biologique, entrainant un risque de faux positif'8l.

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 lésions extramédullaires!-
188 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
probléemes inhérents a la technique, notamment son manque de spécificité et la difficulté de
visualiser les lésions au niveau cranien a cause de I'hyperfixation cérébrale du 8F-FDG ainsi
que les lésions quiescentes®1 De plus, son utilisation relativement récente entraine un
manque de standardisation de linterprétation 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'®2. 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 I'angiogenése des cellules hématopoiétiques au niveau de la moelle
osseusel?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
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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 %Ga. 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®.

D’autres marqueurs ont été étudiés dans le cadre d’essais cliniques et pré-cliniques :
le CD38!11141 et e 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
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 I'oncogenese
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!®’:1%8,

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 ®F-FDG. Des essais sur des modéles pré-cliniques ont montré son

potentiel d’utilisation pour le diagnostic du MM3>199,200,
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2.2. Production et propriétés

Le 9E7.4 est un anticorps monoclonal de type IgG2ay produit au sein de I’équipe 13 du
CRCINA2%, || 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 fagon » 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 '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.

3. Radiomarquage de I’anticorps 9E7.4

Comme vu en I1.5., le ®*Cu nécessite un ligand bifonctionnel pour se lier de facon stable
a ’AcM. Il s’agit d’un radiomarquage dit « indirect », a la différence d’un radiomarquage dit
« 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 est
I'association entre la molécule d’intérét et le radionucléide : ici, il s’agit de la réaction de

complexation du ®*Cu 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 radiomarqué
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
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deuxieéme 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.
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IV. CONCLUSION

L'imagerie phénotypique-TEP est ainsi un outil prometteur pour le diagnostic et la prise
en charge des patients en oncologie. Son approche de ciblage de marqueurs exprimés par la
tumeur est trés utile pour I'imagerie de certains types de cancers, tel le myélome multiple,
pour lesquels les informations fournies par I'imagerie métabolique ou morphologique sont
limitées. L'immuno-TEP est aussi adaptée en tant qu’outil diagnostic pour les approches
innovantes dites « théranostiques ». Elle permet alors I'optimisation de la thérapie ciblée,
gu’elle soit par le biais d’AcM seuls ou bien radiomarqués par des émetteurs f7/a dans le cadre

de la radioimmunothérapie.

Bien que les AcM soient les vecteurs les plus utilisés a I’'heure actuelle, de nombreuses
autres molécules biologiques ont été développées dans l'optique d’une utilisation par
immuno-TEP. Ces vecteurs présentent une grande variété de tailles et de propriétés,
permettant de construire le radiopharmaceutique le plus adapté en fonction de la cellule
tumorale a cibler. De méme, il existe plusieurs radionucléides émetteurs de positons pouvant
étre utilisés en immuno-TEP, leurs propriétés physiques et chimiques variées leur permettant
de s’adapter au mieux au vecteur choisi. Parmi eux, le cuivre-64 se montre particulierement

intéressant, étant de plus facilement disponible de par sa production en cyclotron.

Le cuivre-64 nécessite un ligand bifonctionnel pour permettre son radiomarquage a un
vecteur biologique. Celui-ci doit remplir un certain nombre de conditions pour pouvoir
envisager son utilisation en routine clinique pour I'immuno-TEP. Les ligands du cuivre-64
disponibles a I’heure actuelle ne satisfont pas complétement ces exigences, et tout
particulierement en ce qui concerne la résistance a la transchélation, un des parametres clés
de la stabilité in vivo des complexes de cuivre. Il est donc d’un intérét certain de développer
des ligands du cuivre plus performant pour une application en immuno-TEP. C'est dans cet
optique que s’inscrit le travail expérimental suivant, par le biais d'un modele d’AcM d’intérét

en imagerie du myélome, le 9E7.4.
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DEUXIEME PARTIE :
EXPERIMENTATION IN VITRO




. INTRODUCTION
1. Présentation des ligands picolinates

L’acide picolinique, aussi appelé acide picolique ou acide pyridine-2-carboxylique, est
un dérivé aromatigue composé d’un noyau pyridine substitué par un groupement carboxyle
en position 2, dont la base conjuguée est le picolinate. |l possede au niveau physiologique un
role de chélateur bidente de certains ions divalents, comme le chrome, le zinc, le manganese,
le cuivre, le fer ou encore le molybdéne?®!, Des azamacrocyles fonctionnalisés par I'acide
picolinique avaient initialement été synthétisés pour chélater les lanthanides sous forme +lI,
mais également des cations divalents comme le cadmium, le zinc et le plomb?°22%3, |"acide
picolinique étant capable de chélater les cations, sa présence au niveau du cycle aide a la
formation des complexes et permet d’améliorer leur stabilité ainsi que la cinétique de
complexation, particulierement a pH acide?®*. De plus, ces complexes sont presque tous
solubles dans I'eau, ce qui est un prérequis essentiel pour envisager ensuite une application

comme élément d’un radiopharmaceutique.

Connaissant ces propriétés, I'équipe COSM de I’Université de Brest (UMR CNRS 6521)
a synthétisé deux ligands azamacrocycliques avec un dérivé acide picolinique : le DO1PA
(dérivé cyclen) et le TE1PA (dérivé cyclam), afin d’en étudier les propriétés de chélation du

Cu?* (Figure 17)°L.

— HO 0
NH M | h
N = MH HM
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U o HO”™ S0 ”U S
DO1PA TE1PA

Figure 17 : Représentation simplifiée des ligands DO1PA et TE1PA.

Le TEIPA en particulier s’est avéré un excellent ligand pour le Cu?*, avec

d’intéressantes propriétés. Il possede tout d’abord une cinétique de complexation rapide et
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guantitative a pH > 2. La constante de stabilité thermodynamique (log Bn) pour les complexes
[Cu-TE1PA]* est de 25,5, contre 18,86 pour les complexes [Zn-TE1PA]* : cela démontre une
excellente sélectivité du TE1PA pour le Cu?* par rapport au Zn?*, qui est le cation le plus
susceptible de provoquer des transmétallations in vivo (cf. premiere partie 11.5.3.). La demi-
vie du complexe de [Cu-TE1PA]* dans I’'HClI 1 M a 25°C est de 32 min, impliquant une inertie
en milieu acide bien meilleure que les complexes analogues formées avec DOTA, le TETA ou
le NOTA (Tableau 3). Le processus de réduction du Cu(ll) complexé en Cu(l) est quasi-
réversible et il a aussi été démontré que les complexes du TE1PA avec le Cu* ne se dissociait
gue faiblement a pH physiologique (7,3). Enfin, les études cristallographiques ont montré que
le complexe [Cu-TE1PA]* possédait une géométrie pyramidale a base carrée distordue, avec
les 4 azotes du macrocycle définissant la base de la pyramide, et |'azote du groupement

picolinate la pointe (Figure 18).

Figure 18 : Schéma de la structure tridimensionnelle du complexe [Cu-TE1PA]*.

Tous ces résultats ont prouvé que le TE1PA possede un excellent potentiel comme

chélateur du cuivre-64. Afin de savoir s’il conservait ses propriétés en milieu biologique, une
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collaboration est née entre I'équipe COSM de 'UMR 6521 CRNS et le CRCINA de 'UMR Inserm
1232. L’étude a été menée en comparaison avec le DOTA comme ligand de référence ainsi que
I'acétate de cuivre. La stabilité sérique des complexes a été évaluée, puis une étude de
biodistribution et de métabolisme hépatique a été réalisée dans chez la souris?®. Les résultats
ont démontré la stabilité des complexes [®*Cu-TE1PA]* in vivo et particuliérement sa résistance

a la transchélation, en comparaison avec les complexes de DOTA.

Ces tests préliminaires reposaient uniquement sur le complexe 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 commerciau, 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 aprés couplage a I’AcM F6, dirigé contre
I’antigéne carcino-embryonnaire?% (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, alors que le ®*Cu-TE1PA seul s’était avéré plus stable que le ®*Cu-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 COSM a
donc procédé a la synthése 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??’ (Figure 19).
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2. Objectifs de I’étude in vitro

Ce travail intervient ainsi a la suite de I'étude des ligands picolinates et se concentre
sur la version C-fonctionnalisée du TE1PA, le NCS-TE1PA. Il s’articule autour de deux axes

principaux de recherche :

- Mettre au point le couplage du NCS-TEIPA a un AcM et caractériser
I'immunoconjugué obtenu par des radiomarquages tests, afin de valider le NCS-TE1PA comme
un ligand du cuivre-64 utilisable pour une application en imagerie. Deux principaux critéres
seront évalués, le nombre de ligands couplés par AcM (qui conditionne I'activité molaire
spécifique du radiopharmaceutique final) et 'immunoréactivité (soit la proportion de I’AcM
ayant conservé ses propriétés de reconnaissance de la cible aprés couplage et

radiomarquage).

- Etudier les ligands commerciaux disponibles afin d’élaborer un modele proche de
celui obtenu avec le 9E7.4-NCS-TE1PA, dans le but de conduire ensuite une étude comparative

in vivo.

L’AcM choisi pour cette étude est le 9E7.4 (cf. premiere partie 11l.3.); outre ses
applications potentielles en imagerie, les propriétés de cet anticorps sont bien connues et il
est facilement disponible au sein de I’équipe 13 du CRCINA oU ces études ont été réalisées?%°,
Il dispose en plus d’un modele murin de greffe syngénique de myélome multiple, utile pour
I’étape in vivo qui suivra. En outre, un second AcM a été utilisé pour la mise au point du
couplage du NCS-TE1PA, afin de valider la méthode sur deux types d’anticorps. Il s’agit de

I’'Epratuzumab, un anti-CD22 de type IgGi.

S’il n’existe pas de consensus sur le ligand azamacrocycle de référence du cuivre, le
DOTA a été choisi de par sa tres large utilisation pour la recherche préclinique en imagerie
phénotypique au ®*Cu, mais également car étant pour I'instant le seul a avoir été utilisé en
clinique humaine!®®114 Le deuxiéme ligand choisi, le NOTA, est également beaucoup utilisé et
censé présenter une stabilité in vivo supérieure a celle du DOTA>1%6 pour chaque ligand,
nous avons choisi un dérivé NHS et un dérivé NCS, les deux fonctions réagissant avec les
amines primaires de I’AcM. Un dérivé maléimide du DOTA, qui réagit avec les fonctions thiols,
a également été inclus. Les ligands utilisés lors de cette étude sont schématisés dans la

Figure 19.
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A noter que par soucis de simplification, les nomenclatures des immunoconjugués et

radioimmunoconjugués ne précisent pas la charge globale des complexes.

NCS
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Figure 19 : Les ligands utilisés lors de I'étude in vitro.
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Il. MATERIEL ET METHODES
1. Matériel

1.1. Produits chimiques

L’acétate de sodium, le phosphate de sodium (qualité TraceSelect), le citrate de sodium
et I'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 I'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).

1.2. Anticorps 9E7.4 et ligands

L’anticorps 9E7.4 a été produit au sein du laboratoire?® (cf. premiére partie 111.2.). Les
ligands bifonctionnels NHS-DOTA, NCS-DOTA et NCS-NOTA ont été achetés auprés de
Macrocyclics. Le NHS-NODA-GA a été obtenu chez CheMatech. Les ligands TE1PA et NCS-

TE1PA ont été synthétisés et gracieusement fournis par I’équipe CNRS 65212%7,

1.3. Systeme chromatographique

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 systeme Empowers Pro 1154.

1.4. Isotopes radioactifs

Le %*Cu a été obtenu sous forme de chlorure de ®*Cu en solution dans du HCl 0,1 M. Il
a été produit par le cyclotron ARRONAX localisé a Saint-Herblain®. La pureté radionucléidique

a été déterminée par spectrométrie gamma a I'aide d’un détecteur HPGe DSPEC-JR-2.0 type
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98-24B de chez Ametek et la pureté radiochimique par ICP-OES avec un détecteur iCAP 6500

Duo (Thermo Fischer Scientific).

L'iode-125 a été obtenu apres de Perkin Elmer dans une solution d’hydroxyde de

sodium a 10> M (Na[*?°1]) avec une activité volumique de 1,85 MBg/uL a la date de calibration.

2. Couplage

2.1. Préparation de I'’AcM

L'’AcM 9E7.4 est conservé a 4°C dans du PBS (phosphate buffer saline) 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
fagon a obtenir une concentration finale en EDTA de 1 mM. Apres une incubation de 2 h a
25°C, les complexes métalliques d’EDTA sont éliminés par ultrafiltration sur une membrane
Amicon Ultra-15 30 K (Millipore, seuil de filtration 30 kD) par 3 cycles de centrifugation a
2000 g (centrifuge 2-16KP, Sigma) d’une durée 6 minutes chacun. Entre chaque cycle, la cuve
est complétée a 5 mL avec un tampon carbonate 0,3 M (pH 8,6). La concentration de la
solution est ensuite ajustée entre 2 et 4 mg/mL par deux nouveaux cycles de centrifugation.
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. Cette
technique de mise en forme de 'anticorps ne provoque pas d’altération, puisque chaque fois
gue cette manipulation a été réalisée, les chromatogrammes UPLC ne montraient qu’un seul
pic au temps de rétention tr = 2,94 min, soit le méme pic obtenu sur I'AcM avant
conditionnement. Une alternative a cette technique a parfois été utilisée, avec un
conditionnement de I'anticorps basé sur une chromatographie d’exclusion-diffusion dans la
solution tamponnée désirée suivie d’une seule ultrafiltration dans les mémes conditions que
celles décrites précédemment. Les deux techniques ont donné les mémes résultats ; toutefois,

la seconde permet un gain de temps lorsque I'on utilise de grandes quantités d’AcM.
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2.2. 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 (sauf mention contraire

dans les résultats). La solution est ensuite incubée pendant 12 h a 25°C sous agitation.

Cette technique a été préférée a une dilution des ligands dans un solvant organique
soluble dans I'eau comme le DMF ou le DMSO. En effet, les ligands utilisés sont solubles dans
I'acide chlorhydrique dilué, un milieu ou les fonctions de couplage ne sont pas dégradées de
fagon significative durant le temps de leur préparation. Les solvants organiques peuvent

également provoquer la précipitation des protéines en fonction de volumes ajoutés.

2.3. TE1PA non fonctionnalisé

Le TE1PA nécessite une étape préalable d’activation au niveau du groupement
carboxylate de la fonction picolinate?%. Pour cela, le TE1PA, ’EDC et le SNHS sont dissous dans
un tampon MES 50 mM (pH 5). Cette solution est tamponnée en raison du pKa du MES (6,5)
et le pH a été ajusté a 5 afin de limiter la dégradation trop rapide de I'ester picolinique formé.
L'ester n’étant pas facilement isolable des produits de réaction, il a été choisi d’utiliser la
solution réactionnelle brute pour le couplage sur I'anticorps. L'EDC et le SNHS sont ajoutés a
la solution de TE1PA de facon 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
conditionné en tampon carbonate 0,1 M (pH 8,6) en suivant un ratio de 500 équivalents
molaires de ligands pour 1 équivalent molaire d’AcM (sauf mention contraire dans les

résultats). La solution est alors incubée pendant 12 h a 4°C.

3. Purification des immunoconjugués
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, seuil d’exclusion a 10 kD). La colonne PD-10 est préalablement

saturée avec une solution de PBS/BSA 0,5 % afin de bloquer les sites potentiels de fixation de
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I’AcM, puis conditionnée dans le tampon d’élution (phosphate de sodium 0,1 M, pH 7). Apres
dépot de la solution a purifier, la colonne est éluée avec 10 fractions de 500 pL de tampon
phosphate de sodium 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 I’AcM sont ensuite réunies puis concentrées par
ultrafiltration de facon 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 controlés par UPLC, afin de s’assurer de leur
pureté et de I'absence d’agrégats. En cas de présence d’agrégats a des taux supérieurs a 10 %,
une chromatographie préparative par HPLC sur colonne Superdex G200 a été réalisée afin de

les éliminer.

4. Radiomarquages

4.1. Radiomarquage au cuivre-64

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 une solution
d’acétate de sodium 2,5 M. Le ®*Cu-acétate ainsi formé 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 facon a obtenir un ratio molaire 10:1 par rapport
a l'anticorps, avant d’incuber 5 min a 25°C sous agitation. Cela permet de complexer le *CuCl,

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 plaques 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

dépét (Rf. 0) alors que les complexes ®4Cu-EDTA migrent au niveau du front de solvant (Rf. 1).
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La pureté radiochimique, correspondant au rendement de radiomarquage, peut ainsi étre

déterminée selon la formule suivante :

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

Rendement de marquage =

4.2. Radiomarquage a l'iode-125

Le protocole est le méme pour les AcM non modifiés et les immunoconjugués, le
radiomarquage s’effectuant directement sur le vecteur et non par le biais du ligand. Dans un
tube a hémolyse préalablement coaté avec de l'iodogéne (10 pg/100 mL), on introduit
3,7 MBq de la solution d’iode-125 et 0,5 nmol d’AcM. Le volume est ensuite ajusté a 400 uL
avec du PBS. La solution est mise a incuber 30 min a température ambiante sous agitation. A
la fin de I'incubation, la solution est transférée dans un tube a hémolyse non coaté afin de

stopper la réaction de marquage.

Le rendement de radiomarquage est évalué par CCM avec un support iTLC-SG avec
comme phase mobile de l'acide trichloroacétique 10 %. Dans ces conditions, I’AcM
radiomarqué reste au niveau du point de dépdt (Rf. 0), alors que I’>°| migre au niveau du
front de solvant (Rf. 1) Les radiochromatogrammes sont obtenus a I'aide de I'appareil Cyclone

comme décrit pour les marquages au %4Cu.

4.3. 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. II.3.). La solution de marquage est déposée sur la
colonne puis celle-ci est éluée 10 fois avec 500 uL de tampon phosphate de sodium 0,1 M
(pH 7). Dans ces conditions, I'anticorps radiomarqué est élué dans un volume de rétention de
2,5 3 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.
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4.4. 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. Pour cela, on utilise des billes magnétiques
coatées avec une fonction NHS (Thermo Fisher Scientific) et préalablement couplées au
peptide-2 (reconnu par I'’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 de
radioimmunoconjugués. Dans ces conditions, ’AcM est en large défaut par rapport a son
antigene spécifique greffé sur les billes magnétiques, sur lesquelles il va se fixer de facon
guantitative. 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
magnétiqgue MagRack (GE Healthcare). La radioactivité présente dans les deux fractions
(surnageant et billes) a ensuite été mesurée a l'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).
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IIl. RESULTATS
1. Mise au point du couplage et du marquage du NCS-TE1PA

1.1. Caractérisation de I’AcM 9E7.4 non modifié

Plusieurs tests ont été effectués sur I’AcM seul. Ces résultats servent de référence pour
les immunoconjugués obtenus par la suite, afin de savoir si ces paramétres sont modifiés par
I'introduction d’un ligand sur I’AcM. Tout d’abord, la solution d’AcM a été analysée avec le
systeme UPLC décrit précédemment. Le chromatographe est présenté dans la Figure 20 et

présente un unique pic au temps de rétention tr = 2,94 min.
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Figure 20 : Chromatogramme UPLC de I’AcM 9E7.4 non modifié.

Le 9E7.4 a été radiomarqué au cuivre-64 dans les conditions standards utilisées pour
les radioimmunoconjugués. Cette expérience a démontré I'absence de fixation non spécifique

du cuivre-64 sur I’AcM.

Enfin, 'immunoréactivité a été déterminée par radiomarquage du 9E7.4 a l'iode-125.
Trois radiomarquages différents ont permis d’évaluer 'immunoréactivité par cette technique

a86,1+1,0%.
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1.2. Résultats obtenus avec le TE1PA non fonctionnalisé

Le TE1IPA non fonctionnalisé a été couplé sur le 9E7.4 et I'Epratuzumab afin d’étre
comparé au NCS-TE1PA sur ces mémes AcM. Les résultats obtenus pour I'Epratuzumab-TE1PA
sont détaillés dans le Tableau 4. Le rendement de radiomarquage indiqué correspond au test

effectué avec 1 éq. de ®*Cu pour 1 ég. d'immunoconjugué.

Rendement de Nombre de Pourcentage d’agrégats
radiomarquage (%) ligands/AcM d’AcM apreés couplage
Epratuzumab-TE1PA
83,3+3,5 0,8+0,4 143+23
(500 éq.)
Epratuzumab-TE1PA
98,0+1,9 2,5+0,2 18,7+7
(700 éq)
Epratuzumab-TE1PA
92,8+2,1 4+0,1 49,3+12,6
(1000 éq.)

Tableau 4 : Résultats obtenus pour les radiomarquages de I'Epratuzumab-TE1PA pour les
couplages ayant utilisé 500 éq. (n = 4), 700 éq. (n = 2) et 1000 éq. (n = 2) de ligands pour
1 éqg. d’AcM.

L’ajout de 500 éqg. de TE1PA pour 1 éq. d’AcM n’ayant pas permis d’obtenir un
minimum de 1 ligand/AcM, d’autres tests ont été effectués en augmentant la quantité de
TE1PA. On obtient un nombre plus important de ligands greffés, et ce d’autant plus que la
quantité de TE1PA ajouté était importante. Cependant, cela entraine en parallele une
formation beaucoup plus importante d’agrégats d’AcM, qui a été contr6lé apres couplage
avec le systeme UPLC (Figure 21). A noter que I'immunoréactivité de I'Epratuzumab n’a pas

pu étre évaluée car contrairement au 9E7.4, aucune méthode fiable n’était disponible.
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Figure 21 : Chromatogrammes obtenus par UPLC pour I'épratuzumab-TE1PA couplé avec

500, 700 et 1000 éq.
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Le TE1PA non fonctionnalisé a également été couplé avec le 9E7.4. Le ratio choisi lors
du couplage a été de 500 éq. pour 1 éq. d’AcM. Deux couplages ont été effectués, permettant
d’obtenir 0,75 £ 0,1 ligand par AcM, un résultat comparable avec celui de I'épratuzumab-

TE1PA. Un test d'immunoréactivité effectué sur le 9E7.4-TE1PA a permis de |I'évaluer a 60 %.

1.3. Mise au point du couplage du NCS-TE1PA

Le NCS-TE1PA a été couplé a I'Epratuzumab et au 9E7.4 lors de I'étape initiale de mise
au point. Chacun des deux AcM a été couplé avec un ratio de 10 eq., 20 eq. et 50 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 5.

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

Tableau 5 : Nombre de ligands couplés par AcM pour I'épratuzumab-NCS-TE1PA et le 9E7.4-

NCS-TE1PA, lors de couplages réalisés avec 10, 20 et 50 eq. molaires de ligands.

Les résultats obtenus pour les deux AcM sont similaires, et supérieurs a ceux du TE1PA
non fonctionnalisés. La méthode de couplage utilisant 20 éq. a été sélectionnée, car étant
celle la plus utilisée dans la littérature®>20%-211 et permettant d’obtenir un excellent ratio
ligand/AcM. Une ULPLC a été réalisée sur la solution d’immunoconjugués afin de s’assurer de

I’'absence d’agrégats (Figure 22).
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Figure 22 : Chromatogramme obtenu par UPLC pour le 9E7.4-NCS-TE1PA.

En moyenne, le nombre de ligands greffés par AcM a été de 5 + 1. L'immunoréactivité

du %4Cu-9E7.4-NCS-TE1PA a été évaluée a 84,0 + 0,8 % ; ce résultat n’est pas significativement

différent de celui obtenu pour le 9E7.4 non modifié, indiquant que le couplage au NCS-TE1PA

n’a pas d’effet sur la capacité de I’AcM a reconnaitre sa cible.
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Figure 23 : Radiochromatogrammes obtenus pour les radiomarquages du 9E7.4-NCS-TE1PA

avec 1 éq. de ®*Cu (lane #2), 2 éq. de ®Cu (lane #3), 5 éq. de ®*Cu (lane #4), 10 éq. de ®*Cu

(lane #5) et 20 éq. de ®*Cu (lane #6). La lane #1 représente le témoin ®*CuCl; libre (non

radiomarqué).
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2. Sélection d’un ligand commercial pour I’étude comparative

2.1. Le NCS-DOTA

Les premiers résultats obtenus aprés un couplage et un radiomarquage dans les
mémes conditions que le NCS-TE1PA ont donné environ 2,5 ligands couplés par AcM et une
immunoréactivité de 46,0 %. Devant ces résultats décevants, plusieurs investigations ont été
menées afin de trouver la raison d’une telle diminution de I'immunoréactivité. Elles sont

résumées dans la Figure 24 et le Tableau 6.
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Figure 24 : Chromatogrammes UPLC obtenus pour le 9E7.4-NCS-DOTA.

- Un couplage a été réalisé avec 50 éq. de NCS-DOTA pour 1 éq. d’AcM. Le ratio

ligand/AcM obtenu a été de 2,5, avec une immunoréactivité de 39,3 %.

- Avant d’étre ajouté a la solution d’AcM, le NCS-DOTA était intialement. Deux
couplages ont ainsi été menés en paralléle : I'un avec la méthode classique (dissolution dans
du DMF), I'autre avec dissolution du NCS-DOTA dans du HCl 0,1 M. Les résultats obtenus ont

été sensiblement les mémes, avec 1 ligand / AcM couplé, et une immunoréactivité de
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respectivement 56,1 % et 56,3 %. Cependant, par mesure de précaution, le protocole de

couplage a été modifié, les ligands étant a présent dilués dans de I’'HCI 0,1 M (cf. Il. 2.2.).

- La méthode a été répétée avec un nouveau lot de NCS-DOTA, neuf. Le ratio

ligand / AcM a été de 2,5, avec une immunoréactivité de 53,2 %.

NCS-DOTA Nombre de ligands/AcM Immunoréactivité (%)
20éq.lot1 2,5 42,3
50 éq. lot 1 2,5 39,3
20 éq. lot 1
- DMF >1 56,1
- HClo,1Mm >1 56,3
20 éq. lot 2 2,5 53,2

Tableau 6 : Récapitulatif des résultats obtenus pour les différents couplages entre le NCS-

DOTA et I’AcM 9E7 4.

2.2. NCS-NOTA

Un autre ligand azamacrocyclique C-fonctionnalisé avec le NCS a alors été étudié, le

NCS-NOTA. Sur 4 couplages différents, on obtient en moyenne 1 ligand couplé par AcM et une

immunoréactivité de 55,7 £ 1,2 %. Le contr6le par UPLC de I'immunoconjugué est présenté

dans la Figure 25.

2.3. NHS-DOTA

Le ligand NHS-DOTA a ensuite été envisagé comme modele pour I'étude in vivo. Les

couplages effectués avec le 9E7.4 ont donné un nombre de ligands par AcM d’environ 4 et une

immunoréactivité de 75,3 + 1,8 (n = 3). Le contréle par UPLC de I'immunoconjugué est

présenté dans la Figure 26.
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Figure 25 : Chromatogramme UPLC obtenu pour le 9E7.4-NCS-NOTA.
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Figure 26 : Chrommatogramme UPLC obtenu pour le 9E7.4-NHS-DOTA.
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2.4. NHS-NODA-GA

Un dérivé TACN fonctionnalisé avec le NHS a été testé. Les essais ont été réalisés avec
20 éq. et 50 éq. de ligands lors du couplage pour 1 éq. d’AcM. Les résultats obtenus sont
similaires pour les deux proportions, avec en moyenne 0,5 ligand couplé par AcM. Le controle

par UPLC de I'immunoconjugué est présenté dans la Figure 27.
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Figure 27 : Chrommatogramme UPLC obtenu pour le 9E7.4-NHS-NODA-GA.

3. Récapitulatif des résultats obtenus pour les couplages des ligands azamacrocycliques
au 9E7.4

Le Tableau 7 regroupe tous les résultats détaillés ci-dessus pour tous les
radioimmunoconjugués étudiés. 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 charge
des complexes de ®4Cu ayant trés probablement un impact sur les couplages, elle a été

précisée également.
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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
0,8+0,2 5121 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+29 929+3,7 957+3,6 57,2+2,8
radiomarquage (%)
Immunoréactivité
%) 60 84,0+£0,8 753+18 52,0+6,6 55,7+1,2 /
%
Charge globale des
+1 +1 -1 -2 -1 -1

complexes

Tableau 7 : Nombre de ligands couplés par AcM 9E7.4, rendement de radiomarquage au

64Cu et immunoréactivité pour les immunoconjugués a base de TE1IPA, NCS-TE1PA, NHS-

DOTA, NCS-DOTA, NCS-NOTA et NHS-NODA-GA, ainsi que la charge globale des complexes

radiomarqués.

4. 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 ®*Cu suivi d’une purification par filtration sur gel. Les résultats

obtenus sont :

- pour le ®4Cu-9E7.4-p-NCS-Bn-TE1PA : 40 MBg/nmol

- pour le ®4Cu-9E7.4-p-NCS-Bn-NOTA : 13 MBg/nmol

- pour le ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA : 34 MBg/nmol
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IV. DISCUSSION

Les qualités du TEIPA comme chélateur du cuivre sont a présents indéniables®2%.
Pour pouvoir les exploiter dans I'optique d’'une application en imagerie phénotypique, un
nouveau défi est survenu : I'introduction d’une fonction permettant la liaison avec un vecteur
biologique. L'objectif est a la fois de faciliter la réaction de couplage et de conserver les
propriétés de chélation du TE1PA, partiellement perdues lors d’'une fonctionnalisation par le
biais de I’acide picolinique?°®. Le changement de I'acide carboxylique en fonction amine
entraine en effet des modifications de la structure des complexes et une diminution de leur
stabilité, un phénoméne déja observé pour d’autres ligands®3212213, Ce probléme peut étre
résolu par I'introduction d’'une fonction permettant la liaison au vecteur au niveau d’un des
carbones du cycle. Cette C-fonctionnalisation intervenant sur un atome non coordonnant, elle

n’a que peu d’impact sur les propriétés de chélation de la molécule?0®214,

La synthése et la caractérisation du NCS-TE1PA ont été préalablement réalisées au sein
de I'équipe COSM, a Brest?%’. Notre équipe a ensuite pris le relai afin de mettre au point une
méthode de couplage avec un AcM. Deux anticorps ont été utilisés : le 9E7.4 et 'Epratuzumab.
Les conditions choisies sont des conditions standards couramment retrouvées : la
concentration en AcM ne doit pas étre trop importante pour ne pas induire de précipitation
de la protéine, tout en étant suffisante pour faciliter la réaction avec le ligand. Le milieu est
tamponné a un pH légérement basique, afin de permettre la réactivité des amines primaires
de I’AcM sur lesquelles va interagir la fonction NCS du ligand. Ce dernier doit étre ajouté en
exces par rapport a I’AcM, car la réaction de couplage intervenant en milieu aqueux, elle entre
en compétition avec I’hydrolyse de la fonction NCS, ce qui la rend incapable de réagir avec les
amines primaires. Cet exces va conditionner le nombre de ligands couplés par AcM, qui lui-
méme influe I'activité molaire du radiopharmaceutique final. Mais l'introduction d’un trop
grand nombre de ligands peut altérer la capacité de I’AcM a reconnaitre sa cible : la méthode
choisie doit donc respecter cet équilibre. Pour les ligands azamacrocycliques fonctionnalisés
avec un NCS ou un NHS, on retrouve le plus souvent une valeur de 20 équivalents (éq.) de
ligands pour 1 éq. d'AcM?320%-211 | e couplage NCS-TE1PA aux deux AcM a donc été testé avec
20 éq., ainsi que 2 valeurs proches (10 éq. et 50 éq.). La méthode classique utilisant 20 éq. a
permis d’obtenir 4 ligands par AcM pour I'épratuzumab et 5 ligands par AcM pour le 9E7.4, et

a donc été retenue pour les tests suivants. De plus, 'immunoréactivité du 9E7.4-NCS-TE1PA a
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été évaluée, et ne montre pas de différence significative avec celle de ’AcM non modifié.
Malgré un ratio ligand / AcM important, le NCS-TE1PA n’a donc pas d’influence sur les

propriétés biologiques du 9E7.4.

Le NCS-TE1PA présente également un certain nombre d’avantages par rapport a son
prédécesseur non fonctionnalisé, a commencer par un couplage simplifié, en une étape au
lieu de deux. Pour pouvoir permettre le couplage du TE1PA, il était nécessaire d’ajouter un
treés large exces de ligands, conduisant a une forte consommation du produit. Méme ainsi,
dans le cas du 9E7.4, les conditions ne permettaient d’obtenir qu’en moyenne 0,8 ligands par
AcM. Il est possible d’augmenter le nombre d’équivalents de ligands ajoutés, mais cela
entraine alors une importante formation d’agrégats lors du couplage. Ces derniers sont
principalement dus a la présence en large exces de produits additionnels nécessaires a la
fonctionnalisation (EDC et SNHS) ; il s’agit en effet d’'une technique « one-pot » sans
purification entre I'activation et le couplage. Les agrégats d’AcM ne pouvant réagir avec la
cible, ils doivent étre éliminés par purification avant le marquage, ce qui impose I'ajout d’une
étape supplémentaire, ajoutée a une perte d’AcM, une molécule souvent onéreuse. De plus,
des résultats précédents avaient démontrés une immunoréactivité de 60 % pour le ®*Cu-9E7.4-
TE1PA2%, || est fort probable qu’une augmentation du ratio ligand/AcM entrainerait une

diminution concomitante de I'immunoréactivité.

Le NCS-TE1PA présente donc une amélioration nette sur tous ces points et son
couplage simple et dans des conditions standards le confirme comme un ligand potentiel pour
une application biomédicale. De méme, son radiomarquage se réalise dans les conditions
usuelles des autres azamacrocycles, a une température et un pH convenable pour un AcM, et

permet d’obtenir une cinétique rapide et quantitative.

Une fois le couplage et le radiomarquage du NCS-TE1IPA mis au point, il a fallu
sélectionner un ligand qui permettrait de servir de référence pour I'étude comparative in vivo
prévue par la suite. Comme mentionné précédemment, le DOTA est le ligand azamarocyclique
le plus utilisé dans la littérature et pour I'instant, le seul a avoir été utilisé chez I’homme dans

le cadre de I'imagerie phénotypique au ®4Cu'%114 De plus, les études menées précédemment
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sur le TE1PA avaient été réalisées en comparaison avec le DOTA2%>2%_ Nous avons donc choisi
une version C-fonctionnalisé du DOTA avec un NCS, tout comme le NCS-TE1PA. Le NCS-DOTA

a été testé sur le 9E7.4 dans les mémes conditions que le NCS-TE1PA.

De facon assez surprenante, les résultats obtenus sont inférieurs en termes de ligands
greffés par 9E7.4 par rapport aux résultats obtenus sur d’autres AcM?'>216, S’y ajoute une
diminution de I'immunoréactivité de I'’AcM modifié, passant de 86,1 % a 46 %. Plusieurs
investigations ont alors été menées pour essayer de comprendre 'origine de ces résultats.
Dans un premier temps, le couplage a été réalisé en augmentant la quantité de ligands ajoutée
(50 ég. au lieu de 20 éq.): cela a entrainé une baisse encore plus importante de
I'immunoréactivité. Il a alors été envisagé que le DMF, utilisé a |'origine pour dissoudre le NCS-
DOTA avant I'ajout a la solution d’AcM, pouvait étre responsable de cette diminution de
I'immunoréactivité. Bien que le volume de DMF utilisé soit toujours le plus faible possible
(moins de 5 % du volume de la solution de couplage finale), on a pu supposer que le DMF était
responsable d’une altération de I’AcM. Deux couplages ont alors été menés en parallele, 'un
utilisant le DMF, l'autre le remplagant par du HCI 0,1 M. Les résultats obtenus ont été
guasiment identiques dans les deux cas, et également similaires a ceux obtenus
précédemment. Enfin, un autre essai a été réalisé avec un nouveau lot de NCS-DOTA, dans
I’hypothese ou celui utilisé ait été altéré ; les résultats obtenus ont une nouvelle fois été les
mémes. A noter que le contréle par UPLC n’a pas relevé de présence significative d’agrégats
d’AcM, qui ne sont pas a I'origine de la diminution de I'immunoréactivité. Suite a ces résultats,

le NCS-DOTA n’a pas été retenu pour |'étude in vivo.

Notre choix s’est alors porté sur un autre ligand azamacrocyclique comportant une C-
fonctionnalisation avec le NCS: le NOTAM>6 |es résultats obtenus sont légérement
inférieurs a ceux du NCS-DOTA, avec une immunoréactivité d’environ 57,5 % et seulement 1

ligand couplé par AcM.

La C-fonctionnalisation par le NCS a alors été abandonnée au profit d’'un DOTA
fonctionnalisé par un NHS au niveau d’un de ses acides carboxyliques. Le NHS réagit tout
comme le NCS au niveau des amines primaires de I’AcM. De plus, tous les « bras » acides
carboxyliques du macrocycle du DOTA n’interviennent pas dans la coordination du cuivre, la

fonctionnalisation via I'un d’eux n’a théoriqguement pas d’incidence sur la complexation. Le
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NHS-DOTA a permis d’obtenir des résultats assez proches de ceux du NCS-TE1PA, bien que

légérement inférieurs.

L’hypothese la plus probable pour expliquer les résultats obtenus est qu’il existe une
interaction entre le site de reconnaissance de |'antigene (CDR, pour Complementary
Determining Region) et les fonctions acides carboxyliques présentes sur les cycles des ligands.
En effet, des lysines se trouvent a proximité des CDR, portant les amines primaires sur
lesquelles réagit la fonction de couplage du ligand. En se fixant sur ces lysines, les fonctions
des ligands proches des CDR entraineraient une perturbation de la liaison antigeéne-anticorps.
La charge globale ainsi que la conformation spatiale du NCS-TE1PA serait ainsi moins
susceptible d’altérer les fonctions de I’AcM, dans le cas du 9E7.4. Cela expliquerait pourquoi
il n’y a pas de différence significative entre 'immunoréactivité du ®4Cu-9E7.4-NCS-TE1PA et
celle de 'AcM non modifié. Le NHS-NODA-GA, sans doute également pour des raisons de
charge et de conformation, n’a pas permis d’obtenir de résultats satisfaisants lors du couplage
avec le 9E7.4. Des 4 ligands commerciaux, seul le NHS-DOTA a permis d’avoir des résultats

proches de ceux du NCS-TE1PA, bien que légerement inférieurs.

Le NCS-TE1PA s’est donc montré plus performant que les 4 ligands commerciaux. Il
permet d’obtenir le meilleur ratio ligand/AcM, sans altérer 'immunoréactivité. Additionné a
ses propriétés de chélation déja démontrées sur sa version non fonctionnalisée (notamment
une bonne sélectivité pour le cuivre par rapport aux autres cations divalents), il permet ainsi
d’obtenir la meilleure activité molaire spécifique du radiopharmaceutique final. Les résultats
de cette étude in vitro ainsi que la synthése du NCS-TE1PA réalisée a Brest ont fait I'objet d’'une
publication (cf. Annexe 1) et a permis de passer a la deuxieme étape de ce travail, I'étude in

vivo dans un modele murin.
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TROISIEME PARTIE :
EXPERIMENTATION IN VIVO




. INTRODUCTION
Le NCS-TE1PA a rempli les conditions attendues d’un ligand du cuivre pour le
radiomarquage in vitro, démontrant méme une supériorité par rapport aux ligands

commerciaux étudiés. L'étape suivante a donc été d’évaluer sa stabilité en milieu biologique.

Le 9E7.4, 'AcM sur lequel ont été effectués les évaluations in vitro, a pu étre validé
dans un modele murin de myélome multiple dont dispose notre équipe. Les cellules tumorales
greffées expriment le CD-138 murin reconnu par le 9E7.4. Les propriétés in vivo de cet AcM
sont de plus bien connues?®. Trois études menées en paralléle ont été élaborées sur ce

modele :

- Une étude de biodistribution du radiopharmaceutique a différents temps apres

injection.
- Une étude de métabolisme hépatique.

- Une étude d’imagerie.

L’étude précédente sur les ligands azamacrocycligues commerciaux a également
permis de choisir le ligand utilisé pour I'étude comparative avec le NCS-TE1PA. Pour des
raisons éthiques autant qu’économiques, il est impossible de réaliser une étude complete sur
tous les ligands ; une décision a donc été prise concernant le plus adapté pour cette étude.
Dans l'idéal, il aurait été convenu d’utiliser un azamacrocycle fonctionnalisé par une fonction
NCS, la méme que celle présente sur le TE1PA. Cependant, les résultats obtenus
précédemment sur le 9E7.4 pour le NCS-DOTA et le NCS-NOTA n’ont pas été satisfaisants, ce
qui a justifié leur abandon pour la suite de I’étude. En revanche, le **Cu-9E7.4-NHS-DOTA s’est
montré similaire au ®'Cu-9E7.4-NCS-TE1IPA en termes de ratio ligand/AcM et
d’'immunoréactivité. C’est donc le NHS-DOTA qui a été choisi pour I'étude complete. Le NCS-

NOTA a quant a lui été réservé pour I'étude d’imagerie, comme complément d’informations.
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Il. MATERIEL ET METHODE
1. Produits utilisés

Le chlorure de sodium 0,9 % pour préparation injectable a été obtenu aupres
d’Aguettan. L'éthanol absolu anhydre et I'acétate de sodium ont été achetés chez VMR. Le
mélange d’inhibiteur de protéases, le chlorure de sodium ainsi que I'HEPES sous forme base

et sous forme de sel de potassium ont été obtenus aupres de Merck.

Le systeme HPLC utilisé était composé d’un modele de controle Waters 600, d’'une
pompe quaternaire Waters 600, d’un collecteur de fractions Waters Ill, d’une colonne
Superose 12 10/300 GL et d’un détecteur UV Waters 487. Les chromatogrammes ont été

analysés a I'aide du logiciel Empower Pro 1154.

2. Radioimmunoconjugués

Les radioimmunoconjugués utilisés pour I'étude comparative in vivo, soit le 9E7.4-NCS-
TE1PA, le 9E7.4-NHS-DOTA et le 9E7.4-NCS-NOTA, ont été obtenus selon le protocole décrit
précédemment (cf. partie expérimentale in vitro). Les quantités molaires de cuivre ajoutées
lors des radiomarquages ont été calculées de facon a ce que le cuivre soit toujours en défaut
par rapport aux ligands utilisés. Ainsi, aucune étape de purification n’a été nécessaire apres
radiomarquage. Le nombre de ligands par AcM ainsi que l'immunoréactivité des

radioimmunoconjugués ont également été évalués comme décrit précédemment.

3. Modeéle animal

Les souris utilisées sont issues de la lignée C57BL/KalLwRij et ont été obtenues aupres
du fournisseur Envigo. Elles ont été hébergées au sein de I'Unité Thérapeutique Expérimentale
de I'IRS-UN (SFR Francgois Bonamy, Université de Nantes, numéro de licence : C44278). Les
expérimentations ont été approuvées par le comité d’éthique locale (référence pour
I'imagerie : 00143.01) et par le Département de la Recherche (référence pour les
biodistributions : 2016072014351657). Toutes les souris étaient de sexe femelle et dgées de
18 semaines (pour le 9E7.4-NHS-DOTA), de 11 semaines (pour le 9E7.4-NCS-NOTA) et d’entre
10 et 23 semaines (pour le 9E7.4-NCS-TE1PA).
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Dix jours avant |’expérimentation, les souris ont recu une greffe sous-cutanée d’1
million de cellules 5T33 dans chaque patte arriére. Ces cellules proviennent de la lignée
transplantable de myélome multiple murin qui exprime |’antigéne CD138 reconnu par
I’anticorps 9E7.4217. Ces greffes permettent le développement de tumeurs sous-cutanées (sur

une patte ou sur les deux), d’un diametre moyen de 5a 10 mm.

4. Etude de biodistribution
Les souris ont été injectées au niveau de la veine de la queue avec 130 pL de %4Cu-
9E7.4-NCS-TE1PA (12 animaux) ou 100 pL de ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA (11 animaux) ou 100 pL
de ©%Cu-9E7.4-NCS-NOTA (3 animaux). Cela correspond a une quantité de
radioimmunoconjugués de respectivement 86 + 3 ug, 104 + 2 pug et 100 pg. L'activité injectée
a chaque souris a été de 8,3 + 0,6 MBq pour le 4Cu-9E7.4-NCS-TE1PA, de 12,5 + 0,3 MBq pour
le 4Cu-9E7.4-NHS-DOTA et de 9,2 MBq pour le ®4Cu-9E7.4-NCS-NOTA.

Pour chaque groupe, 4 souris ont été sacrifiées a chacun des temps étudiés (2 h, 24 h
et 48 h post-injection). Le sang ainsi que les organes ont été collectés et pesés, puis la
radioactivité a été mesurée a I'aide du compteur gamma. Pour chaque tissu et organe,

I"activité a été ainsi exprimée en pourcentage de la dose injectée par gramme (%Dl/g).

5. Etude de métabolisme

A chaque temps de biodistribution (2 h, 24 h et 48 h), pour les groupes %4Cu-9E7.4-NCS-
TE1PA et ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA, deux lobes hépatiques ont été prélevés sur deux des souris
sacrifiées. Les lobes ont été traités de facon a isoler les radioimmunoconjugués et leurs
métabolites. La méthode utilisée est basée sur un protocole décrit par Bass et al.% et adapté
par Frindel et al.2% Les lobes hépatiques ont été lavés avec du NaCl 0,9 % a 4°C puis rassemblés
dans un tube Falcon de 15 mL contenant 2 mL d’'un mélange éthanol/acétate d’ammonium
0,1 M (dans les proportions 65:35) et 100 uL d’'un mélange d’inhibiteurs de protéases. Les

foies ont été homogénéisés sur glace en utilisant un broyeur de tissus adapté en PTFE (Kimble).

Le mélange a été centrifugé a 8 000 g pendant 30 minutes a 4°C avec une centrifugeuse

2-16PK (Sigma). Le surnageant a été séparé du culot protéique et filtré sur un filtre UptiDisc
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de 0,45 pum (Interchim). L'activité du surnageant ainsi que celle du culot a été mesurée a I'aide
du compteur gamma. 200 plL de surnageant ont ensuite été prélevés puis analysés par le
systeme HPLC décrit précédemment. Le solvant utilisé était un mélange d’"HEPES 0,2 M et de
NaCl 0,15 M, selon un mode isocratique, pendant un run de 60 min avec un débit de
0,5 mL/min. Le collecteur d’échantillons a permis le recueil d’une fraction par minute. La

radioactivité contenue dans ces fractions a été ensuite mesurée par le compteur gamma.

6. Etude d’imagerie

Les souris utilisées pour l'imagerie faisaient toutes partie des groupes de
biodistribution 48 h Pl pour les 3 radioimmunoconjugués. Chaque souris a été imagée a 2 h,
24 h et 48 h avant d’étre sacrifiée pour I’étude de biodistribution. Pour permettre I'acquisition
des images, les souris ont été placées sous anesthésie générale et sur un lit chauffé de facon
a maintenir leur température corporelle a 37°C. L'induction a été réalisée par un mélange
d’isofluorane (3 %) et d’oxygene, puis le taux d’isofluorane a été abaissé a 2 % pendant la
durée de I'acquisition. Cette derniére a été réalisée sur une micro-TEP scan (Inveon PET-CT,
Siemens Medical Solutions, Knoxville, USA) aprés un scanner corps entier, sur une durée de

20 min (souris imagées a 2 h et 24 h) ou de 30 min (souris imagées a 48 h).

Les images ont été reconstituées par un algorithme OSEM-MAP constitué de 16 sous-
ensembles, suivis par 6 OSEM (pour Ordered Subset Expectation Maximisation) et 6 MAP (pour
Maximum A Posteriori). Le traitement des images a été réalisé par le logiciel Inveon Research

Workplace software (Siemens Healthcare).

7. Analyse statistique

Afin de déterminer si les résultats présentaient des différences significatives, ils ont

été soumis a un test t de Student bilatéral non apparié, au risque de 5 %.
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IIl. RESULTATS
1. Caractérisation des radioimmunoconjugués

Les caractéristiques principales des 3 radioimmunoconjugués utilisés pour I'étude in

vivo sont résumées dans le Tableau 8.

Ligand
64Cu-9E7.4-ligand
NCS-TE1PA NHS-DOTA NCS-NOTA
Nombre de ligands / AcM 51 45+1 1,2+0,2
Immunoréactivité (%) 84,0 +£0,8 75,3+1,8 55,7+1,2
Rendement de radiomarquage (%) 99,3+0,4 99,7+0,6 95,7+ 3,6
Activité spécifique (MBg/mg) 168 + 84 159 + 60 92

Tableau 8 : Caractéristiques des radioimmunoconjugués aprés radiomarquage au ®*Cu (n = 4,

excepté pour I'activité spécifique).

A noter que l'activité spécifique est dépendante de la source de cuivre-64, qui varie
d’une production a I'autre en termes de contaminants présents tant en quantité qu’en qualité.
Les radiomarquages du 9E7.4-NCS-TE1PA et du 9E7.4-NHS-DOTA ont donc été réalisés de
facon a obtenir les activités spécifiques du produit final les plus proches possibles, bien
gu’utilisant deux productions de cuivre-64 différentes. Le 9E7.4-NCS-NOTA possédant 5 fois
moins de ligands couplés par AcM que les deux autres immunoconjugués, 'activité spécifique

obtenue est donc sensiblement inférieure.

2. Etude de biodistribution

Les résultats obtenus pour les études de biodistribition sont regroupés dans les

Tableaux 9 et 10 et dans la Figure 28.
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64Cu-9E7.4-NCS-TE1PA

2h 24 h 48 h
Tumeur 5,40+0,4 13,6+5,4 12,58+2,4
Sang 25,22+2,0 8,05+2,3 2,68+0,6
Foie 24,02+1,5 12,66 +0,9 12,00+1,0
Rein 8,00+£0,8 5,34+0,7 3,25+0,4
Intestin gréle 7,78+2,3 7,90+ 2,6 6,36 £ 0,6
Colon 2,23+0,3 4,04+0,8 3,87+0,8
Poumon 6,6+1,4 6,04+1,3 3,58+0,4
Muscle 0,45+0,2 0,66 +0,2 0,49+0,1
Rate 5,50+0,3 4,85+0,7 553+1,6
Peau 0,56+0,2 3,04+0,6 1,86 £ 0,5
Cerveau 0,93+0,3 0,30+0,1 0,28+0,3
Coeur 8,2+1,4 2,86+1,3 1,34+0,3
Os 2,56+0,6 1,62+0,5 1,15+0,2
Estomac 1,68+ 0,4 4,23+0,8 3,10+£0,2
Tableau 9 : %DI/g pour le *Cu-9E7.4-NCS-TE1PA a 2 h, 24 h et 48 h post-injection.
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64Cu-9E7.4-NHS-DOTA

64Cu-9E7.4-NCS-NOTA

2h 24 h 48 h 48 h
Tumeur 559+3,1 12,36 +£2,8 11,83+1,7 14,33+4,4
Sang 19,28 +1,5 931+14 577 +2,0 8,06 £0,7
Foie 10,50+ 2,0 10,77 +0,8 7,90+1,8 6,94+2,3
Rein 6,57+0,9 4,13+0,5 3,76+0,3 3,31+0,1
Intestin gréle 6,48 £3,9 14,01+1,4 9,76 £2,0 6,07+0,4
Colon 2,09+0,7 4,72+0,7 4,72 +0,3 3,23+04
Poumon 7,69+24 6,03+0,6 522+0,3 591+0,5
Muscle 0,71+0,3 0,91+0,3 0,58 £0,03 0,80+0,2
Rate 552+1,8 6,45+ 3,0 6,64 3,7 3,42+0,5
Peau 1,06 £0,5 3,36+1,2 4,62 +3,2 2,60£04
Cerveau 0,94+0,1 0,38+0,1 0,32+0,03 0,29+0,1
Coeur 9,84+1,8 4,08+0,9 2,85+0,6 2,63+0,1
Os 3,00+£0,8 1,62+0,3 0,98+0,2 1,78+0,5
Estomac 1,54+0,5 4,83+0,74 4,84+1,1 3,89+0,2

Tableau 10 : %ID/g pour le ®*Cu-9E7.4-NHS DOTA & 2 h, 24 h et 48 h post-injection et pour le

64Cu-9E7.4-NCS-DOTA a 48 h post-injection.
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Figure 28a : Biodistribution du 54Cu-9E7.4-NCS-TE1PA et du ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA exprimée

en %DI/g d’organe a 2 h post-injection.
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Figure 28b : Biodistribution du ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA et du ®4Cu-9E7.4-NHS-DOTA exprimée
en %DI/g d’organe a 24 h post-injection.
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Figure 28c : Biodistribution du ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA, du 54Cu-9E7.4-NHS-DOTA et du ®4Cu-
9E7.4-NCS-NOTA exprimée en %DI/g d’organe a 48 h post-injection.

Au temps précoce, soit 2 h aprées l'injection, la majorité de la radioactivité se retrouve
dans le sang (19,28 + 1,5 % DI/g pour le ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA et 25,22 * 3,6 % pour le 54Cu-
9E7.4-NCS-TE1PA) et dans les organes hautement vascularisés, comme le coeur, les poumons
et le foie. Le vecteur utilisé étant un AcM entier, sa distribution est relativement lente, ce qui
explique le faible ciblage a la tumeur. Une forte proportion du ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA se
retrouve dans le foie (24,02 + 1,5 % DI/g) et est significativement plus importante (valeur de
t= 11,1) que la quantité de ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA présente dans ce méme organe
(10,50 + 2,0 % DI/g). La proportion de ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA au niveau rénal est également
légérement supérieure (t = 2,57) a celle du ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA (respectivement 8,00 + 0,8
et 6,57 + 0,8 % DI/g).

La radioactivité reste significativement supérieure (t = 3,27) dans le foie pour le 54Cu-
9E7.4-NCS-TE1PA a 24 h apres injection (12,66 + 0,9 % DI/g, contre 10,77 + 0,8 % DI/g pour le
64Cu-9E7.4-NHS-DOTA). En revanche, les deux radioimmunconjugués présentent des
différences notables en termes de clairance hépatique. Entre les temps 2 h et 24 h, la

proportion de 84Cu-9E7.4-NHS-DOTA au niveau du foie est sensiblement la méme, alors que
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la proportion hépatique de ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA a décru d’un facteur 1,9 dans ce méme laps
de temps. Autre organe présentant des différences, la radioactivité retrouvée dans l'intestin
gréle est significativement supérieure (t = 4,56) pour le ©*Cu-9E7.4-NHS-DOTA
(14,01 + 1,4 % DI/g) que pour le ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA (7,90 + 2,6 % DI/g). La proportion de
64Cu-9E7.4-NHS-DOTA au niveau de cet organe augmente d’un facteur 2,2 entre 2 h et 24 h,

alors qu’elle reste stable pour le ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA.

A 48 h, la proportion de ®4Cu-9E7.4-NHS-DOTA était significativement plus élevée au
niveau du sang (t = 3) ainsi que dans les organes richement vascularisés, comme les poumons
(t=3,52) et le coeur (t = 4,36). Elle était également plus élevée (t = 2,81) au niveau de I'intestin
gréle (9,76 + 2,0 %DI/g pour le *Cu-9E7.4-NHS-DOTA contre 6,36 + 0,6 % DI/g pour le ®Cu-
9E7.4-NCS-TE1PA). Il n’y avait en revanche aucune différence significative (t = 1,82) entre la

proportion des deux radioimmunoconjugués au niveau du foie.

La biodistribution du ®*Cu-9E7.4-NCS-NOTA 48 h aprés injection vient apporter
guelgues informations complémentaires a I’étude comparative. On retrouve une distribution
sanguine importante (8,06 + 0,7 % DI/g) ainsi que dans le coeur (2,63 + 0,1 % DI/g) et les
poumons (5,91 + 0,5 % DI/g). La proportion retrouvée au niveau du foie était cependant

moindre que pour les deux autres radioimmunconjugués (6,94 + 2,3 % Dl/g).

3. Etude métabolique au niveau hépatique
Les chromatogrammes obtenus lors de I'étude métabolique sont présentés dans la
Figure 29. Deux références y ont été ajoutées, mesurées dans les mémes conditions
chromatographiques: la SOD radiomarquée au cuivre-64 (tr = 29 min) et le
radioimmunoconjugué non métabolisé (tr = 23 min pour le ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA et le ®*Cu-

9E7.4-NHS-DOTA).
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Figure 29 : Chromatogramme des extraits hépatiques des souris sacrifiéesa 2 h, 24 het 48 h

apreés injection pour le ®#Cu-9E7.4-NCS-TE1PA et le ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA. Les résultats sont

exprimés en pourcentage de la radioactivité totale.

Les profils obtenus pour le ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA sont relativement similaires aux 3

temps observés. On ne retrouve pas de pic correspondant a I’AcM non métabolisé ou a la SOD.
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Concernant le ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA, on observe un pic principal a 2 h au méme temps
de rétention que le radioimmunoconjugué non métabolisé (tr = 23 min). Un pic secondaire a
32 min reflete le début du métabolisme de I’AcM, ses produits de métabolisme étant de plus
petite taille que I’AcM entier et possédant donc un temps de rétention plus long. A 24 h, le pic
correspondant ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA non métabolisé a fortement diminué (de 17,2 % de la
radioactivité totale a 3 %). Aucune donnée n’est disponible pour le temps 48 h : la radioactivité
dans le surnageant était indétectable apres centrifugation, toute I'activité étant concentré

dans le précipité hépatique.

4. Etude d’imagerie
A chaque temps étudié, plusieurs souris ont été imagées (4 pour le ®*Cu-9E7.4-NCS-
TE1PA, 3 pour le ®4Cu-9E7.4-NHS-DOTA et le ®4Cu-9E7.4-NCS-NOTA). La Figure 30 montre les
images TEP-scan obtenue pour 3 souris (une par radioimmunoconjugué). La souris injectée
avec le ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA présentée ici n’a développé qu’une seule tumeur apreés la
greffe, dans la patte gauche. Les souris injectées avec le ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA et le ®*Cu-

9E7.4-NCS-NOTA ont présentées une tumeur visible sur chacune des pattes arriere.

A 2 h, on observe la distribution sanguine des radioimmunoconjugués, au niveau du
cceur et des arteres carotides notamment. Si le ciblage tumoral commence aux temps
précoces, les tumeurs deviennent clairement visibles a 24 h et 48 h. Dans le cas du ®*Cu-9E7.4-
NCS-TE1PA, la clairance hépatique du radioimmunoconjugué est observable a 24 h et 48 h
apres injection, conduisant a une augmentation du ratio tumeur-sur-foie au cours du temps.
Pour le ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA et le %4Cu-9E7.4-NCS-NOTA, on remarque une distribution
sanguine de la radioactivité a 48 h, confirmant ainsi les résultats obtenus lors de I'étude de

biodistribution.
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Figure 30 : Images TEP-scan des souris greffées en sous-cutané avec les cellules 5T33,a 2 h,
24 h et 48 h aprés injection du ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA (rang du haut), du 8*Cu-9E7.4-NHS-
DOTA (rang du milieu) et du ®*Cu-9E7.4-NCS-NOTA (rang du bas). Les fléches jaunes pointent

les tumeurs.
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IV. DISCUSSION

Cette étude comparative a été élaborée de fagcon a pouvoir comparer au mieux le ®*Cu-
9E7.4-NCS-TE1PA et le %4Cu-9E7.4-NHS-DOTA, en se concentrant tout particuliérement sur
leur stabilité en milieu biologique, notamment leur résistance a la transchélation. Ce
phénoméne ayant majoritairement lieu dans le foie®®®’, il a été décidé d’injecter aux souris
une quantité importante de vecteur, de fagcon a saturer le métabolisme hépatique et de
disposer d’une radioactivité suffisante pour mener |’étude chromatographique sur cet organe.
C'est la méme quantité que celle utilisée précédemment dans I'étude du TE1PA non
fonctionnalisé couplé a I’AcM F62°¢. Une différence notable entre le 9E7.4 et le F6 est que le
syndecan-1, l'antigene reconnu par le 9E7.4, est exprimé par les microvillosités des
membranes basales des hépatocytes, ce qui accroit son accumulation au niveau du foie?*,
Compte-tenu de la période du %Cu, I’AcM a été radiomarqué avec une activité suffisante pour
assurer les études in vivo aux temps tardifs (48 h, soit 4 demi-vies environ). La biodistribution
a 48 h est particulierement intéressante pour évaluer la stabilité des
radioimmunoconjugués : comparée aux temps plus précoces, elle permet de visualiser leur

clairance dans les organes d’intérét.

Les résultats de la biodistribution 2 h apres injection ont montré une proportion
importante de la radioactivité au niveau du foie pour les deux radioimmunoconjugués, mais
cependant significativement plus importante pour le 4Cu-9E7.4-NCS-TE1PA. Cette différence
est également clairement visible sur les images TEP-scan. Ce phénomeéne a déja été décrit pour

200 ot peut s’expliquer entre autre par le fait que le foie est un organe richement

cet anticorps
vascularisé ; il s’agit donc d’un reflet de la distribution sanguine du radioimmunoconjugué. La
différence d’accumulation hépatique entre le TE1PA et le DOTA avait déja été observée lors
des études précédentes avec les ligands seuls?®. A 2 h aprés injection chez la souris saine, la
quantité 54Cu-TE1PA était presque 5 fois plus importante que celle du 54Cu-DOTA au niveau
du foie ainsi qu’au niveau des reins. Cet écart pouvait s’expliquer par une plus grande
lipophilie des complexes de TE1PA ainsi que les différences de charge globale des complexes

(+1 pour le ®*Cu-TE1PA et -2 pour le ®*Cu-DOTA), entrainant une plus grande rétention au

niveau hépatique et rénal®. Les ligands pouvant influencer la biodistribution des vecteurs sur
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lesquels ils sont couplés?'3, il n’est pas surprenant de retrouver ces mémes propriétés pour

les immunoconjugués correspondants.

L’étude de métabolisme a 2 h confirme ces résultats. Le pic principal retrouvé pour le
64Cu-9E7.4-NHS-DOTA se trouve au méme temps de rétention que la référence non
métabolisée ; on ne retrouve en revanche pas ce pic pour le ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA. Cela
suggére que seule une petite proportion du *Cu-9E7.4-NHS-DOTA a été métabolisé 2 h aprés
injection, ce qui peut étre attribuable au plus faible % DI/g de foie comparé au ®*Cu-9E7.4-
NCS-TE1PA. La proportion non métabolisée du ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA (tr = 23 min) refléte sa
distribution extracellulaire, le second pic a 33 min traduisant le début de la métabolisation
intracellulaire du radioimmunoconjugué. Les propriétés chimiques du TE1PA, notamment les
différences au niveau de la charge globale des complexes, peuvent avoir conduit a une
internalisation plus rapide du ®4Cu-9E7.4-NCS-TE1PA au niveau des hépatocytes, et ainsi a une
augmentation précoce du métabolisme du radioimmunoconjugué. Ce phénomene avait été
constaté pour les affibodies?’®, ou I"'augmentation de la charge négative des complexes
avaient entrainé une diminution de la proportion retrouvée au niveau hépatique. Ces
différences de charges peuvent aussi expliquer la légére accumulation du %4Cu-9E7.4-NCS-
TE1PA (chargé positivement) au niveau rénal, comparé au Cu-9E7.4-NHS-DOTA (chargé

négativement).

L’accumulation hépatique du ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA retrouvée 24 h aprés injection est
significativement supérieure a celle du 84Cu-9E7.4-NHS-DOTA au méme temps. On constate
cependant une forte clairance hépatique du ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA, dont la proportion a
diminué d’un facteur 1,9 entre 2 h et 24 h. En revanche, la proportion de ®4Cu-9E7.4-NHS-
DOTA est restée sensiblement la méme. Ces résultats confirment une fois de plus ceux
observés précédemment avec les complexes non vectorisés?%®. L’étude de métabolisme
hépatique a 24 h montre une disparition du pic correspondant au 64Cu-9E7.4-NHS-DOTA non
métabolisé. Il est possible que la ®*Cu-SOD soit incluse dans le profil des métabolites, étant
donné que la plus faible résistance du ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA a la transchélation par rapport
au %*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA a déja été démontrée?°6297, Les profils chromatographiques du
64Cu-9E7.4-NCS-TE1PA ne montrent pas de pic correspondant au temps de rétention de la

SOD, et ce aux 3 temps étudiés. La présence d’une transchélation, et ainsi d’un relargage du
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®4Cu libre dans I'organisme par le ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA, est appuyée par la plus grande
proportion de radioactivité retrouvé a 24 h dans lintestin gréle pour ce
radioimmunoconjugué. Le cuivre en exces au niveau hépatique est éliminé par excrétion
biliaire, principalement par le biais de la protéine de transport Atox1’4. Il est donc possible
que la radioactivité retrouvée dans l'intestin gréle corresponde au ®*Cu transchélaté du %4Cu-
9E7.4-NHS-DOTA vers les protéines de transport intracellulaires du foie, puis excrété ensuite

au niveau de la bile.

La biodistribution aux temps tardifs vient renforcer I’"hypothése d’une dissociation des
complexes de ®4Cu-DOTA. La proportion de *Cu-9E7.4-NHS-DOTA au niveau de 'intestin gréle
reste significativement plus élevée que pour le 84Cu-9E7.4-NCS-TE1PA, suggérant toujours
I’élimination biliaire du ®*Cu libre. De plus, la radioactivité a été retrouvée a des niveaux
significativement plus importants pour le ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA dans le sang ainsi que les
organes richement vascularisés comme le cceur et les poumons. Cette distribution sanguine
est par ailleurs clairement observable sur les images TEP-scan a 48 h. Il est donc possible
qu’apres dissociation du DOTA et prise en charge au sein des hépatocytes, le ®*Cu libre se soit
ensuite fixé sur la céruléoplasmine, la principale protéine transportant le cuivre dans le sang’®.
Cette observation peut étre reliée a I'étude de métabolisme: la radioactivité était
indétectable dans le surnageant apres centrifugation, toute I'activité étant concentrée dans
le culot du broyat hépatique. On peut supposer que la radioactivité restante correspond au
64Cu fixé au niveau de protéines n’ayant pas pu étre séparées via la méthode utilisée. Le profil
retrouvé pour le ®4Cu-9E7.4-NCS-TE1PA suggérerait plutdt la présence du ®*Cu sur des
métabolites de I’AcM, et donc la résistance des complexes *Cu-TE1PA a la transchélation. Le
64Cu-9E7.4-NCS-TE1PA présente également une forte clairance hépatique entre les temps 2 h
et 48 h : la radioactivité y décroit d’un facteur 9,4, alors qu’elle ne décroit que d’un facteur 1,3

pour le ®4Cu-9E7.4-NHS-DOTA.

Les éléments complémentaires apportés par la biodistribution du ®*Cu-9E7.4-NCS-
NOTA a 48 h semblent également montrer une transchélation du ®*Cu pour ce ligand. On
retrouve en effet une plus forte proportion de la radioactivité dans le sang, le cceur et les

poumons, tout comme le ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA. Les images TEP-scan montrent par ailleurs
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une distribution comparable a celle du ©*Cu-9E7.4-NHS-DOTA, avec cependant une

accumulation hépatigue moindre.

Ces résultats tendent donc a démontrer une supériorité des complexes de ®4Cu-TE1PA
en termes de stabilité in vivo par rapport aux complexes *Cu-DOTA et ®*Cu-NOTA, dans le
modele utilisé. Bien qu’il existe une rétention du *Cu-9E7.4-NCS-TE1PA au niveau hépatique
aux temps précoces, entrainant une augmentation du métabolisme de I’AcM, les complexes
ont bien mieux résisté a la transchélation par les cuproprotéines du foie. Le ®*Cu-9E7.4-NCS-
TE1PA a également présenté une bonne clairance hépatique au cours du temps, alors que la
radioactivité a décru lentement pour le ®4Cu-9E7.4-NHS-DOTA. Cela peut s’expliquer par la
transchélation du ®*Cu vers les protéines hépatiques, conduisant a une accumulation de la
radioactivité dans le foie. Les résultats obtenus a 48 h démontrent également une meilleure

stabilité du ®4Cu-9E7.4-NCS-TE1PA par rapport au ®4Cu-9E7.4-NCS-NOTA.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail prend place au sein de [Iélaboration et de [I'étude de ligands
azamacrocycliqgues dérivés de I'acide picolinique. Le but était de mettre au point le
radiomarquage de vecteurs biologiques au cuivre-64 afin de permettre une application en
imagerie phénotypique-TEP et/ou en thérapie. Ces ligands ont été élaborés et synthétisés par
I’équipe COSM et présentent un potentiel important afin d’améliorer la stabilité in vivo des
radiomarquages. En effet, I'un des inconvénients majeurs des ligands disponibles
actuellement est leur manque de résistance a la transchélation, par déplacement du cuivre-
64 depuis le complexe vers les protéines et enzymes des milieux biologiques. L'un de ces
ligands, le TE1IPA, dispose de propriétés particulierement intéressantes. Sa cinétique de
complexation est rapide dans des conditions assez douces, permettant de ne pas altérer un
vecteur biologique. Il possede une grande résistance a la réduction ainsi qu’une bonne
sélectivité vis-a-vis du cuivre. In vivo, il a démontré une résistance a la transchélation

supérieure au ligand azamacrocycles utilisé comme référence, le DOTA.

Le TE1PA doit cependant étre préalablement modifié pour introduire une fonction
permettant le couplage a un vecteur biologique. Outre les contraintes techniques qu’impose
cette méthode, la fonctionnalisation du TE1PA via I'acide picolinique entraine une diminution
de ses propriétés de chélation. Si cela ne constitue pas un réel obstacle a I'utilisation du TE1PA,
la synthese d’une version directement fonctionnalisée a été identifiée comme un outil qui doit
permettre de simplifier le couplage et de restaurer les excellentes propriétés démontrées par

le ligand non couplé. C’est dans cet objectif que I'équipe COSM a synthétisé le NCS-TE1PA.

La premiere étape de ce travail a donc été d’étudier le NCS-TE1PA in vitro, afin de
déterminer la faisabilité du couplage a un AcM et du radiomarquage au cuivre-64. Elle a été
démontrée sur deux types d’AcM, un humanisé et un de rat. Le NCS-TE1PA a été couplé avec
un ratio de 5 ligands par AcM en moyenne, en utilisant les conditions standards le plus souvent
retrouvées dans la littérature. Le NCS-TE1PA a également démontré sa supériorité par rapport

a sa version non fonctionnalisé. Le couplage est plus rapide, simplifié¢, consomme moins de



ligands et n’entraine pas la formation d’agrégats d’AcM. La cinétique de complexation du ®*Cu

par le 9E7.4-NCS-TE1PA est également rapide et quantitative dans des conditions standards.

Une fois les parameétres de couplage et de marquage du NCS-TE1PA définis, I'étape
suivante a été de comparer les résultats obtenus avec des ligands commerciaux servant de
référence. Deux parametres principaux ont été particulierement étudiés, ayant un impact sur
les propriétés du radiopharmaceutique final. Le ratio ligand/AcM d’une part, conditionne
I'activité spécifique molaire : plus il y a de ligands couplés par AcM, plus I'activité spécifique
va étre élevée. L'immunoréactivité d’autre part, permet de vérifier que le vecteur a conservé
ses propriétés de reconnaissance a la cible. Ces deux parametres sont liés: plus le ratio
ligand/AcM est important, plus le risque d’altérer le CDR de I’AcM est grand, et donc de
diminuer I'immunoréactivité. |l est essentiel de maitriser le processus de modification de
I’AcM pour respecter cet équilibre. Les résultats obtenus ont confirmé la supériorité du NCS-

TE1PA par rapport aux ligands commerciaux étudiés.

La deuxiéme étape de ce travail a été d’évaluer la stabilité in vivo des complexes de
cuivre du NCS-TE1PA. L’étude in vitro a montré que le NHS-DOTA permettait d’obtenir des
résultats similaires au NCS-TE1PA, bien que légeérement inférieurs : c’est donc ce ligand qui a
été choisi pour une étude comparative complete. Celle-ci portait sur trois aspects: une
biodistribution, le métabolisme hépatique et 'imagerie TEP-scan. Le ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA et
le ®4Cu-9E7.4-NHS-DOTA ont été injectés dans les conditions les plus proches possibles afin de
faciliter la comparaison entre les deux ligands. Afin d’apporter des renseignements
complémentaires, le ®*Cu-9E7.4-NCS-NOTA a été intégré a I’étude sur les temps tardifs (48 h

apres injection).

Les résultats fournis par les trois études in vivo tendent tous a démontrer une
supériorité du ligand TE1PA par rapport au DOTA et au NOTA en termes de stabilité in vivo. Le
64Cu-9E7.4-NCS-TE1PA présente une accumulation hépatique initiale plus importante, du fait
de la charge globale des complexes qui est positive, mais sans que cela soit corrélé a une
transchélation du cuivre vers les cuproprotéines du foie. De plus, le ®*Cu-9E7.4-NCS-TE1PA
présente une importante clairance hépatique au cours du temps, avec une augmentation

constante du ratio tumeur-sur-foie. A 48 h, on ne retrouve pas de radioactivité au niveau
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sanguin, ce qui le cas du ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA et du ®4Cu-9E7.4-NCS-NOTA et traduit une
transchélation suivie d’une prise en charge du cuivre-64 libre par la céruléoplasmine. En
conséquence, les images TEP-scan obtenues a 48 h pour le ®4Cu-9E7.4-NCS-TE1PA sont de
meilleure qualité, avec un ratio tumeur-sur-sang plus élevé permettant une meilleure

interprétation.

Cette étude a donc permis de démontrer I'intérét du NCS-TE1PA pour l'imagerie
phénotypique-TEP au cuivre-64, tout particulierement aux temps tardifs. La facilité du
couplage du TE1PA avec un haut ratio ligand/AcM sans altérer les propriétés du vecteur
permet d’obtenir des radiopharmaceutiques dotés d’une excellente activité spécifique
molaire. Etant de plus sélectif pour le cuivre par rapport aux autres ions divalents pouvant
8tre présents dans la solution, les contaminants issus du processus de production du ®Cu
n’ont pas d’influence sur le radiomarquage. Le TE1PA peut donc étre utilisé a la place d’autres
ligands macrocycliques fonctionnalisés et trouve parfaitement sa place en recherche pré-
clinique pour I'imagerie au cuivre-64. Un projet avec la SATT (Société d’Accélération de
Transfert de Technologies) Ouest Valorisation est en cours afin de mesurer la possibilité de
commercialisation du NCS-TE1PA pour ces applications, pour des entreprises privées ou

publiques.

Nous avons pu constater lors de nos études qu’il y avait une influence de la charge
globale des anticorps radiomarqués sur la distribution in vivo de la radioactivité, expliquant
notamment les bons index de fixation du cuivre avec le NOTA aux temps précoces dans I'étude
d’imagerie. En effet, I'’AcM avait été modifié avec un faible nombre de ligand (proche de 1) et
le ®4Cu-9E7.4-NCS-NOTA était globalement neutre, alors que dans le cas du NCS-TE1PA, la
charge globale de I’AcM était fortement modifiée par le grand nombre de ligands couplés et
chargée positivement. Un axe de recherche futur qui sera explorer va concentrer entre autres

cette problématique.

Le NCS-TE1PA peut également étre couplé a d’autres AcM ou vecteurs biologiques. Un
des axes actuellement explorés serait le développement de sondes théranostiques associant
un agent d’imagerie (le ®*Cu dans le cas du TE1PA) a une molécule photosensibilisante

permettant la thérapie photodynamique a 2 photons. Cette technique innovante permet de
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détruire les cellules cibles a I'aide d’agents devenant toxique une fois exposés a la lumiére. Le
TE1PA sert ainsi de chélate pour I'agent d’imagerie et permet de fixer la sonde a un vecteur.
Ces molécules seraient principalement destinées a cibler les cellules hypoxiques, un axe de
thérapie et d’imagerie majeur en cancérologie. Le NCS-TE1PA sera également intégré dans un
projet de recherche en partenariat avec Rennes, pour permettre le radiomarquage de
peptides pour le diagnostic et/ou la thérapie du carcinome hépatocellulaire. Il démontre ainsi
une fois de plus son intérét pour faciliter I’élaboration de radiopharmaceutiques contenant

du cuivre-64 dans les approches théranostiques en cancérologie.
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Introduction

ROYAL SOCIETY

OF CHEMISTRY

Synthesis of C-functionalized TE1PA and
comparison with its analogues. An example of
bioconjugation on 9E7.4 mAb for multiple
myeloma ®*Cu-PET imaging

Thomas Le Bihan, &2 Anne-Sophie Navarro,® Nathalie Le Bris, (2 Patricia Le Saéc,”
Sébastien Gouard,® Ferid Haddad, @ ¢ Jean-Francois Gestin,” Michel Chérel, >
Alain Faivre-Chauvet* and RaphaélTripier(D*a

In view of the excellent copper(i) and 64-copper(i) complexation of a TELPA ligand, a monopicolinate
cyclam, in both aqueous medium and in vivo, we looked for a way to make it bifunctional, while maintain-
ing its chelating properties. Overcoming the already known drawback of grafting via its carboxyl group,
which is essential to the overall properties of the ligand, a TELIPA bifunctional derivative bearing an
additional isothiocyanate coupling function on a carbon atom of the macrocyclic ring was synthesized.
This led to an architecture that is comparable to that of other commercially available bifunctional copper(i)
chelators such as p-SCN-Bn-DOTA already used in clinical trials for ®*Cu-immuno-PET imaging. The
C-functionalization of TELPA on one carbon atom in the -N position of the cyclam backbone was suc-
cessfully achieved by adapting our patented methodology to the huge challenge, allowing the regio-
specific mono-N-functionalization of the unsymmetrical ligand. The obtained ligand p-SCN-Bn-TE1PA
was coupled to a 9E7.4 murine antibody (mAb), an IgG,, anti CD-138 for multiple myeloma (MM) target-
ing. The conjugation efficiency was assessed by looking at the S4cy radiolabeling and the radiopharma-
ceutical **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA immunoreactivity, and in particular by comparing with 9E7.4-p-
SCN-Bn-NOTA and 9E7.4-p-SCN-Bn-DOTA obtained from commercial and presumably highly efficient
chelators NOTA and DOTA, respectively. The results are quite clear, showing that p-SCN-Bn-TE1PA has a
coupling rate 5 times higher and an immunoreactivity 1.5 to 2 times greater than those of its two compe-
titors. p-SCN-Bn-TELPA also outperforms TE1PA conjugated via its carboxylic function on the same anti-
body. The first 4Cu-immuno-PET preclinical study in a syngeneic model of MM was performed, confi-
rming the good in vivo properties of *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TELPA for PET imaging, considering the high
clearance even after 24 h and the particularly important tumor-to-liver ratio that was increasing at 48 h.

etc.)” and prevention of various health issues (thrombosis,
atherosclerosis etc.).” This imaging modality is indeed now

It is clear that positron emission tomography (PET) is of
central interest in medicine, not only for cancer imaging," but
also for the diagnosis of other diseases (Alzheimer, hypoxia
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presented as complementary to other techniques, such as
magnetic resonance imaging (MRI) or optical imaging
(luminescence). In the area of nuclear medicine and in par-
ticular PET imaging, '°F is currently the most used radio-
nuclide, particularly employed in '"F-FDG, (2-deoxy-2-('°F)
fluoro-p-glucose), a radiolabeled glucose analogue. If this
radiolabeled sugar is now the standard radiotracer used for
the PET prognosis imaging of numerous tumors,® it is
acknowledged that it presents several limitations in terms of
targeting imaging and half-life (¢,,, = 110 min). Radiolabeling
via radiometals, as currently clinically performed using **Ga
(PET emitter; half-life: 68 min; ' max: 1899 keV), appears to
be the strategy of choice (rapid, simple and powerful) for using
targeted nuclear medicines with both low and high molecular
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weight vectors. Among all the radiometals of interest currently
under investigation for PET imaging, °**Cu appears to be one
of the most promising since it presents an interesting half-life
compared to others (**Zr: 78 h; '**I: 100.3 h). According to its
radiophysical properties, **Cu seems to be the radionuclide of
choice for investigating PET-phenotypic imaging (¢;,, = 12.7 h,
B 17.4%, Epax = 0.656 MeV, = 39.6%, Epay = 0.573 MeV). In
particular, it also possesses a useful radioisotope, ®’Cu (¢, =
62.0 h, f~ 100%, Emax = 0.577 MéV, y 16%, Emax = 0.093 MeV,
v 48%, En.x = 0.185 MeV), which is only just beginning to
become available and allows targeted radiotherapies. The
perfect theranostic pairing of **Cu and ®’Cu is ideally suited
for use in molecular imaging, as it holds many advantages
over its competitors. Additionally, these isotopes are both
GMP (Good Manufacturing Practice) suitable and it is possible
to have a centralized supply of GMP products.

In line with our objective of developing copper chelators for
immuno-PET imaging that are able to replace DOTA, which is
the only macrocyclic chelator ever used for immuno-PET clinic
trials® (mainly in its bifunctional p-SCN-Bn-DOTA form or as a
close derivative, see Fig. 1),° we recently synthesized cyclam-
based ligands bearing an additional picolinate function that
are able to form astonishingly thermodynamically stable and
kinetically inert copper complexes.” Among them, a mono-
picolinate cyclam, TE1PA (see Fig. 1), presents interesting pro-
perties for both natural copper and copper-64 chelation, in both
in vitro and in vivo media, especially when compared to other
chelators such as CB-TE2A or NOTA and in particular, DOTA.®
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Fig. 1 The ligands discussed in this study.
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This led us to explore the conjugation of this ligand on an anti-
body vector to validate its use for radiopharmaceutical develop-
ment. TE1PA was then coupled to an F6 antibody, an IgG, that
recognized CEA (carcinoembryonic antigen) through the carboxyl
function of the picolinate, and was studied versus F6-p-
SCN-Bn-DOTA.® The usefulness of TE1PA in phenotypic
imaging has been demonstrated, showing good uptake of
®ICu-F6-TE1PA by the tumor with excellent contrast between
the tumor and healthy tissue in the phenotypic images (mAb-
TE1PA, see Fig. 1). However, our results showed a decrease of
its chelating properties due to “structure changes” (overall
charge, modification of the carboxylic acid into an amide func-
tion etc.) during in vivo ®*Cu immuno-PET experiments. This
outcome, already described in numerous papers,'® can be over-
come through the introduction of an additional function via a
carbon atom of the macrocyelic structure."” This allows preser-
vation the chelating properties of the ligand as proven by
numerous complexation studies conducted with various
metals."” No efficient synthetic methodology able to give easy
access to such cyclam-based bifunctional chelators was avail-
able in literature until we patented, then published in 2014, a
general procedure that leads to “conjugable” analogues of
cyclams, such as TETA, TE2A, CB-TE2A and others."® This tech-
nique led to C-functionalized BCAs (bifunctional chelating
agents) that have been proven to maintain the overall chelating
structure of the chelator.”'* The isothiocyanate-TE2A-deriva-
tive, p-SCN-Bn-TE2A (Fig. 1), for instance, was employed
with success after conjugation with a 9E7.4 antibody (a rat
IgG,, against CD-138 antigen, also known as syndecan-1,
produced in the lab) in an immuno-PET ®*Cu preclinical
study in a syngeneic model of multiple myeloma (MM)."
We then investigated the possibility of applying this method-
ology to the synthesis of a BCA analogue of TE1PA, bearing
an isothiocyanate anchoring function to repeat such a success
for the same targeted application. However, inserting an
additional function on a mono-N-functionalized macrocycle is
not an easy task considering its non-symmetrical structure and
the fact that the overall synthesis route has to be reinvestigated
to allow full control of the macrocycle design. Such a project
was very challenging, because the macrocycle synthesis had to
be rethought from the beginning.

In this paper, we present the first synthesis of the bi-
functional chelating agent p-SCN-Bn-TE1IPA using our
C-functionalization methodology to obtain a conjugate of
TE1PA that preserves its original properties. This work also
presents the conjugation of the new BCA with a 9E7.4 antibody
and its characterization via radiolabeling followed by prelimi-
nary immunoreactivity studies. The study was also performed
with p-SCN-Bn-DOTA and p-SCN-Bn-NOTA to compare our BCA
to two already renowned references, the analogous BCAs of
DOTA and NOTA, respectively. A comparison was also made
with our previously published p-SCN-Bn-TE2A” and to TE1PA"®
directly conjugated via its carboxylic acid function. Finally, a
preliminary ®*Cu immuno-PET phenotypic imaging study of a
MM cancer was performed and discussed, highlighting the
good performance of our new radiopharmaceutical.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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Results and discussion

Synthesis of a bifunctional analogue of TE1PA:
P-SCN-Bn-TE1PA (9)

Two main difficulties had to be overcome to allow the syn-
thesis of the targeted bifunctional ligand p-SCN-Bn-TE1PA, 9:
the macrocyclization that generates a coupling function and
the regiospecific mono-N-functionalization of the obtained
azamacrocycle. The bisaminal chemistry was chosen for its
double interest allowing the cyclization vie a template effect
and the regiospecific alkylation through discriminating one of
the four nitrogen atoms of the macrocycle. The
C-functionalized analogue of TE1PA, p-SCN-Bn-TE1PA (9), was
synthesized according to a revised protocol based on our pre-
viously described method for synthesising C-functionalized
cyclams (Schemes 1 and 2). The characterization data and
spectroscopic spectra for each intermediate are given in the
ESI (from Fig. S1 to S267).

Starting compound 1 was previously obtained in a
good overall yield using an organic template effect allowing
the cyclization of the bisaminal derivative of the linear
tetraamine 1,4,8,11-tetraazaundecane with a functionalized
a,p-unsaturated ester through the reaction of the secondary
amines of the bisaminal group via both an aza-Michael
addition and a nucleophilic addition/elimination that gener-
ates an appended arm on the carbon skeleton.'” The regiospe-
cific N-alkylation of 1 with benzylbromide was carried out to
give the monoammonium salt 2 quantitatively. This regio-
specific alkylation happens due to the structure of the key-
intermediate 1 and has been already studied in our previous
work."® A subsequent one-pot deprotection of the bisaminal
bridge and reduction of the nitro function of 2 was then
achieved in hydrazine hydrate under reflux to give 3, a BCA
oxocyclam. It is worth noting that the selective removal of the
bisaminal bridge without reaction on the nitro benzyl group
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Scheme 2 Synthesis of p-SCN-Bn-TELPA (9).

was also possible when the reaction was carried out at room
temperature, but this was not useful in our case since the nitro
function had to be reduced anyway. Further reduction of the
amide group of 3 with BH;-THF led to the monoprotected
(monobenzylated) p-NH,-Bn-cyclam 4. Then, the protection of
the primary and secondary amines of 4 was performed using
Boc groups to give 5, which was subsequently debenzylated via
catalytic hydrogenolysis to yield 6. This compound comprised
a regiospecifically tetra-N-protected C-functionalized cyclam
with only one remaining free secondary amine function that
could prove useful for many other applications.

Alkylation of the free secondary amino function of 6 was
performed with methyl 6-(chloromethyl)pyridine-2-carboxylate
to give 7, which was subsequently entirely deprotected via
acidic hydrolysis to give 8 as its hydrochloride salt. The final
conjugable BCA, p-SCN-Bn-TE1PA (9), was then obtained after
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Scheme 1 Synthesis of the regiospecifically tetra-N-protected C-functionalized cyclam 6.
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treatment of 8 with thiophosgene following a standard pro-
cedure (Scheme 2).

Despite the number of steps, this synthesis was easily per-
formed and led to an acceptable overall yield. One can note
that, in the first step, the direct introduction of the picolinate
moiety is theoretically possible, but so far, the low reactivity of
methyl 6-(chloromethyl)pyridine-2-carboxylate did not allow
the formation of the ammonium salt equivalent to 2. Studies
are in progress to improve such a direct alkylation.
Additionally, following a common starting procedure, the
present synthetic strategy led to several compounds of interest
(cis di-N-protected cyclam 3, mono-N-protected cyclam 4, and
tetra-N-protected cyclam 6) versus only one for the previously
described syntheses.

Bioconjugation on an 9E7.4 antibody and ®*Cu radiolabeling:
characterization of the immunoconjugate

Considering our previous investigations®’ and taking into
account the fact that DOTA is the only clinically acknowledged
reference for ®*Cu immuno-PET imaging,” we first performed a
comparative study between p-SCN-Bn-TE1PA and p-SCN-Bn-
DOTA (Fig. 1), its direct DOTA-BCA analogue. Moreover, with
NOTA also being a strong competitor currently studied in this
field, p-SCN-Bn-NOTA was included in this work (Fig. 1)."® For
targeting applications, we chose an in vivo model using the
previously mentioned 9E7.4 antibody, produced in the lab,
with well-known properties.'”” This antibody presents high
liver uptake compared to others and was chosen in order to
increase hepatic metabolization that increases the copper
transchelation from ligand to metalloproteins.

A simple, quick and reproducible coupling method is
essential for the development of a radiopharmaceutical. In
this work, the conjugation of the three BCAs was evaluated
through ®’Cu radiolabeling testing. To achieve the immuno-
conjugate synthesis, the same coupling protocol was used for
coupling between the BCA and the 9E7.4 antibody in order to
obtain a suitable ligand to antibody ratio, leading to a specific
activity that allowed further biological studies.

Bioconjugation of p-SCN-Bn-TE1PA (9) and its NOTA and
DOTA competitors, p-SCN-Bn-NOTA and p-SCN-Bn-DOTA,
respectively, was performed on a 9E7.4 antibody (see
Experimental section), with a comparable molar BCA/antibody
ratio of 20, which is in agreement with literature values,® to
obtain 9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA (10), 9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA (11)
and 9E7.4-p-SCN-Bn-DOTA (12), respectively. Less ligand could
lead to non-grafted antibodies remaining after coupling, while
more ligand could increase the risk of modifying the antigen-
binding site, thus affecting the immunoreactivity of the radio-
immunoconjugates (see after). The immunoconjugates were
then synthesized and radiolabeled with ®*Cu. The best con-
ditions, i.e. sodium acetate 0.3 M, pH 7, 40 °C and 30 min,
were chosen for radiolabeling the immunoconjugates.

After coupling, the immunoconjugates were purified using
gel filtration and controlled using UPLC (Ultra Performance
Liquid Chromatography). No significant trace of aggregates
was detected and a single retention peak was observed for the

4264 | Org. Biomol. Chem., 2018, 16, 4261-4271
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Table 1 Characterization of immunoconjugates 9E7.4-p-SCN-Bn-
TE1PA (10), 9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA (11), 9E7.4-p-SCN-Bn-DOTA (12)
and 9E7.4-p-SCN-Bn-TE2A (13)'® after radiolabeling tests with ®*Cu

*Cu- -10 -11 -12 -13¢
Chelates/mAb 5+1 1 1 3+1
Immun. (%) 842+13 583+45 423+3.1 817
Radiolab. yield (%) 98.2 95.3+2.6 946+3.4 95
Sp. act. (MBq mg™')  108.4 b b 188

“ Data from ref. 15. ¥ Not given (useless).

immunoconjugates (see Fig. 527-530 in the ESI{), thus prove
the absence of remaining non-grafted ligands. The results of
the bioconjugation, including the number of ligands per
mADb, radiolabeling yields and remaining specific activity, are
reported in Table 1. Previous results obtained with the same
mAb with the corresponding TE2A bifunctional derivative
leading to 9E7.4-p-SCN-Bn-TE2A (13) have also been added in
the table for comparison (Fig. 2).

Firstly, with the usual applied methods and despite numer-
ous attempts (see Table S1 in the ESIf), the coupling of
P-SCN-Bn-NOTA and p-SCN-Bn-DOTA with 9E7.4 could not be
achieved in good yields. Indeed, only 1 ligand was grafted per
antibody, which is much less than that obtained under the
same conditions with other antibodies.'” This is probably due
to interactions between the antigen binding sites and the car-
boxylic function in same area considering that in the case of
the cyclam framework, the binding function moves the acidic
moieties away from the antibody. Therefore, the specific
activity after radiolabeling was too low to compare with that of
other BCAs. The UPLC control after coupling showed no
significant trace of antibody aggregates, dismissing this as
the cause for the immunoreactivity drop (see Fig. $27-529 in
the ESI%).

In contrast, the results obtained for 9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA
(10) show an average ligand per antibody ratio of 5, which is
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Fig. 2 The studied immunoconjugates.
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pretty remarkable compared to the highest values reported in
the literature and makes it essential to conduct the compari-
son study. Considering our previous results obtained for
9E7.4-p-SCN-Bn-TE2A (13) '® (Table 1), compared to those of
the studied p-SCN-Bn-chelators, one can note that, in
this series of isothiocyanate coupling ligands, only
C-functionalized cyclam-based BCAs allow conjugation on the
9E7.4 mAb. This point highlights, in this case, an important
difference between commercial the NOTA and DOTA BCAs
studied here and our cyclam chlelators. Additionally, com-
pared to p-SCN-Bn-TE2A, this new study with p-SCN-Bn-TE1PA
(9) shows a slight increase of the conjugation rate from 3 + 1 to
5 + 1 for the chelate/mAb ratio, confirming the positive effect
of a decrease of the number of acetate functions. These new
results also underline the importance of C-functionalization of
the picolinate derivative for conjugation on biomolecules,
when compared to our previous results.” Indeed, when the
TE1PA ligand was directly conjugated on the same 9E7.4 mAb
via its activated picolinate carboxyl group, only 0.6 chelates/
mAb (see the ESI of ref. 9) were found on the biovector. The
new methodology allows an enhancement of the conjugation
rate by more than § times.

The radiolabeling yields, as well as specific activities, were
determined for the three radioimmunoconjugates. For
9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA (10), the radiolabeling yield was close
to 100% and no purification step was required. The measured
specific activity of 108.4 MBq mg ' is similar to standard
literature  values with ®!Cu-radiolabeled antibodies.*
Additionally, compared to the specific activity of the starting
®‘Cu solution (8.52 MBq nmol " of total copper; 7.38 MBq
nmol ™" of total metallic contaminant), the value obtained with
the new immunoconjugate 10 is remarkable. One can finally
note that compared to our previous results for 9E7.4-p-
SCN-Bn-TE2A (13), the radiolabeling yield obtained here was
slightly higher due to the higher chelating performance of the
TE1PA backbone versus that of TE2A.

In conclusion, the C-functionalization of TE1PA led to an
increase in the grafting rate and radiolabeling yields and thus
should give a much higher performing radiopharmaceutical
for immuno-PET imaging on the condition that it retains a
strong immunoreactivity.

Immunoreactivity

We have determined the immunoreactivity of our radioimmuno-
conjugates, which is the fraction of the antibody still able to
recognize its target after coupling, to assure that the coupling
did not alter the antigen-binding site. As a reference, the
immunoreactivity of the non-grafted antibody was determined
using radiolabeling with "I and beads coated with the frag-
ment of the antigen that is recognized by 9E7.4, and was deter-
mined to be 85.6 + 0.8%. Despite good radiolabeling, the
immunoreactivities determined for the radioimmunoconju-
gates were 58.3 + 4.5% for °**Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA (11),
and 42.3 + 3.1% for "*Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-DOTA (12), which are
too low for in vivo applications. These low values, which
should have been better given the low rate of conjugated che-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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lates, have to be attributed again to the possible interactions
between the carboxylate groups and the antibody antigen reco-
gnition site. A value of 84.2 + 1.3% (not significantly different
from the reference) was obtained for ®‘Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-
TE1PA (10), demonstrating that the capacity of the antibody to
recognize its target was not affected by the high grafting rate
obtained for TE1PA-BCA. Comparing to **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-
TE2A (13), both measured immunoreactivities were of the
same order of value despite an increase in the conjugated che-
lates per antibody ratio, demonstrating the efficiency of the
coupling reaction with TE1PA-BCA.

More interestingly, when TE1PA was previously grafted on
9E7.4 mAD via its activated picolinate carboxyl group, the sub-
sequent immunoreactivity was shown to be 60%.° Again, the
C-functionalization of TE1PA led to an improvement of the
radiopharmaceutical properties since °*Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-
TE1PA (10) had 1.4 times higher immunoreactivity.

PET imaging of a multiple myeloma mouse model

The PET-CT images obtained with ®“*Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA
(10) are presented in Fig. 3. Considering the poor results
obtained with 11 and 12, we found that it was not crucial to
pursue the study by sacrificing animals due to ethical rules.
Biodistribution evaluation based on the PET-CT images was
unfortunately not possible due to difficulties with precisely
defining smaller organs. PET imaging was performed 24 h and
48 h after injection of 100 pg (10 MBq) of radiolabeled 9E7.4-
Pp-SCN-Bn-TE1PA (10). An analysis time of 48 h was chosen to
be optimal in terms of tumor-to-tissue ratio, and 24 h was
chosen to have a first look at the tumor targeting at an earlier
time. Mice were injected subcutaneously with 5T33 tumor cells
into the posterior legs in order to facilitate the tumor growth
measurement. The right and left tumors are not the same size
because mice were injected with different quantities of cells in
the right and left femoral area. This technique was chosen in
order to take into account inter-individual variability of tumor
growth and to determine the limit of the tumor size that can
be detected with **Cu-PET imaging. In the presented images,
the size of the smallest tumor was 1.5 mm, while largest was
4 mm (largest diameter size). The quantification scale shows
that the percentage of injected dose per gram (ID g ') of the
tumor reaches 15% ID g~ in the external part of the tumor
with a heterogeneous distribution for the largest tumor site.
This type of radioactive tumor distribution was previously
described in other publications and can be explained by the
characteristics of the antibody.”’ Indeed, it is now clearly
demonstrated that macromolecules cannot easily cross physio-
logical barriers and have difficulties penetrating within
tumors. The other radioactive fixation sites change the anti-
body metabolism. It can be observed that the radiolabeled
antibody is trapped in the liver and preferentially excreted by
bowels. The tumor-to-tissue ratios were greater than 1 for all
tissues except for the liver and at this time, and no fixation
was observed in the bones, heart and vascular compartments,
which reflects the ®*Cu chelate stability and inertness. The
high liver fixation can be explained by the antibody meta-
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Fig. 3 PET-CT images in one axis: subcutaneous MM tumor bearing (left) and healthy (right) mice at 24 h and 48 h Pl of 8*Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-

TE1PA. The yellow arrows indicate tumors.

bolism and the fact that syndecan-1 was present in the liver
tissue. The salivary fixation can also be explained by the pres-
ence of the target inside the salivary glands, knowing that the
mice naturally licked the injection areas. Interestingly, it can
be observed that liver uptake decreases more rapidly than
tumour uptake between 24 h and 48 h, without a parallel
increase of blood or bone fixation. This reflects that the
specific uptake into the liver is probably associated with the
metabolization of the radiolabeled antibody, which explains
the higher radioactivity level inside the bowel at 48 h com-
pared to 24 h.

The images of healthy mice were obtained to illustrate the
metabolism of ®*Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA. Similar to that for
the myeloma model, a rapid decrease of the liver radioactivity
between 24 h and 48 h was observed. The liver uptake and
metabolism were thus confirmed in healthy mice, which
explains the radioactive material located in the liver and all
parts of the intestine with some differences observed between
24 h and 48 h, associated with faeces progression into bowel
(fecal elimination). This non-usual method of radioactivity
elimination could be attributed to a metabolic breaking of the
linkage between the antibody and copper complex, knowing
that the same distribution was previously observed with the
non-coupled TE1PA complex.®® The release of small complexes
from radiolabeled antibodies through liver metabolism has
already been described for '''In and other complexes.*® In the
present study, the release of the °'Cu-p-SCN-Bn-TE1PA
complex and its intestinal elimination reflect the fact that the
“'Cu-TE1PA BCA-chelate derivative is a lipophilic stable copper
complex that is not affected by the intestinal medium and
entero-hepatic cycle and can finally be eliminated in faeces.

4266 | Crg. Biomol Chem., 2018, 16, 4261-4271

These results confirm the fact that TE1PA, in its
C-functionalized form 9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA, is a relevant
chelator for ®’Cu radiolabeling and immuno-PET imaging.
One can assume that the high stability of the **Cu-p-SCN-Bn-
TE1PA complex suggests that it could be grafted to the large
panel of vectors already available for preclinical and clinical
trials.

Conclusions

In view of the efficiency of TE1PA, which is a mono-picolinate
cyclam for natural copper and copper-64 coordination in solu-
tion, in vitro and in vivo, we investigated a synthetic method to
achieve its conjugation to biological vectors for **Cu-immuno-
PET imaging. Since it has been proven that the coordination
structure of chelators should not be changed to avoid any
decrease of the thermodynamic, kinetic and in vivo properties,
we performed C-functionalization of the ligand to obtain its
BCA analogue bearing an isothiocyanate coupling function.
Thanks to the bisaminal chemistry, the challenging regiospeci-
fic mono-N or tetra-N-protection of the C-appended cyclam
gave two compounds of interest and high added value. Despite
the loss of symmetry of the C-functionalized cyclam compared
to the cyclam, full control of the N-protection and
N-functionalization was successfully achieved from the starting
compound.

The mono-N-protected cyclam easily gave the expected
p-SCN-Bn-TE1PA in an overall acceptable yield. To be optimal,
direct introduction of the picolinate moiety on the starting
material 1 would be a real benefit.
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The coupling reaction of p-SCN-Bn-TE1PA on a 9E7.4 anti-
body targeting a MM was successfully performed under usual
conjugation conditions. **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA then out-
performed ®*Cu-9E7.4-TE1PA obtained by grafting the ligand
through the carboxyl function of the picolinate (grafting rate x
8 and immunoreactivity x 1.4). The results were even improved
when comparing the grafting rate, the radiolabeling yield and
the immunoreactivity with those of our previous BCA,
P-SCN-Bn-TE2A, studied under the same conditions. More
interestingly, the results are astonishingly higher than those of
commercial p-SCN-Bn-NOTA and p-SCN-Bn-DOTA, the two
main rivals of our new **Cu-radiotracer, for which the conju-
gation led to very poor yields. This means that these commer-
cial BCAs, already known for their in vivo instability, are not
usable on all types of antibody, probably due to interactions
between the antigen binding sites and carboxylic chelating
functions.

The PET-CT images obtained after 24 h and 48 h un-
ambiguously show the remarkable clearance of **Cu-9E7.4-p-
SCN-Bn-TE1PA, presenting p-SCN-Bn-TE1PA as a new perform-
ing agent for ®*Cu-PET imaging.

Work is now in progress to find DOTA and NOTA BCA
derivatives that are able to be successfully grafted on the 9E7.4
antibody. A complete comparative study will then be per-
formed involving complete metabolic and biodistribution
studies to confront TE1PA with its NOTA and DOTA equivalent
adversaries.

From a chemical point of view, our main objective is to
increase the potentiality of the synthesis to allow the insertion
of other coupling functions on the C-appended position. Work
is also in progress toward this aim.

Experimental section
Materials and methods

Reagents were purchased from ACROS Organics, TCI,
ALDRICH Chemical Co, and EasyChelators. Compound 1 was
synthesized as previously described,'>" and the 'H and "*C
NMR shifts and spectra are given in the ESL.{ NMR data were
recorded at the “services communs” of the University of Brest.
'H and *C NMR spectra were recorded using Bruker Avance
500 (500 MHz) or Bruker AMX-3 300 (300 MHz) spectrometers.
The & scales are relative to TMS (‘H and '*C). The signals are
described as follows: chemical shift, multiplicity (s, singlet; br
s, broad singlet; d, doublet; t, triplet; m, multiplet), coupling
constants J in hertz (Hz), assignment: CH,-0-N or CH,-f-N (n =
1 or 2) corresponding to a CH or CH, located in the alpha or
beta position of the considered nitrogen atom, respectively;
the type of nuclei is indicated in italic; Ar is a generic term
used in subscript for all H or C aromatic atoms; Ph is the
abbreviation for a C¢H; group; PhNO,, PhNH,, PhNHBoc and
PhNCS correspond to the aromatic part of the
C-functionalization in its different forms; pico is an abbrevi-
ation used for the picolinate group including the ester form;
quat is the abbreviation used in subscript to indicate quatern-
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ary C atoms. HRMS spectra were recorded at the HRMS plat-
form of the University of Orleans, France (FR 2708 CBM-ICOA).
All analytical spectra and data are given in the ESL7

Compound 2

Benzyl bromide (11.05 g, 7.68 mL, 64.6 mmol, 8 eq.) was
added to a suspension of compound 1 (3.00 g, 8.08 mmol) in
dry THF (50 mL). The mixture was heated at 55 °C for 1.5 days.
After cooling to RT, the precipitate was filtrated and washed
with THF (2 x 5 mL). The precipitate was dried under vacuum
to yield 2 as a white solid (4.27 g, 97%). "H NMR (300 MHz,
CDCl,, 25 °C) & 8.07 (d, J = 8.5 Hz, 2H, CH,, PhNO,), 7.60 (d,
J = 6.8 Hz, 2H, CH,, Ph), 7.37 (d, J = 8.5 Hz, 2H, CH,, PhNO,),
7.30-6.94 (m, 3H, CH,, Ph), 6.20 (s, 1H, N-CH-N), 5.85 (d, J =
12.5 Hz, 1H, CH,-Ph), 5.56 (d, J = 12.5 Hz, 1H, CH,-Ph), 4.49
(m, 2H, N-CH-N; CH,-o-N), 4.24 (m, 1H), 4.14-3.88 (m, 2H),
3.63 (dd, J = 13.8, 4.2 Hz, 1H), 3.45-3.33 (m, 3H), 3.08-2.97 (m,
2H), 2.79 (m, 3H), 2.69-2.49 (m, 2H), 2.42 (m, 1H), 2.22 (m,
1H), 2.09 (m, 1H), 1.73 (m, 1H, CH,-f-N). *C NMR (75 MHz,
CDCly, 25 °C) & 171.7 (CO), 148.3 (Cxr PhNO,), 146.5 (Ca,
PhNO,), 133.7 (CH,, Ph), 130.5 (CH,, Ph), 130.0 (CH,, PhNO,),
129.0 (CHa, Ph), 126.1(Car Ph), 123.6 (CHar PhNO,), [79.5,
65.2] (N-CH-N), [60.5, 58.5, 53.3 (x2), 51.9, 48.0, 42.5] (CH,-
a-N), 37.7 (CH-p-N), 35.8 (%2) (CH,-o-N; CH,-PhNO,), 19.3
(CH,-B-N). ESI-HRMS (positive) m/z caled for [C,sH3,N505]",
462.2499; found 462.2499 [M]".

Compound 3

Hydrazine monohydrate 65% (20 mL) was added to compound
2 (1.050 g, 1.93 mmol) and the mixture was heated to reflux
overnight. Then the solution was cooled to precipitate the
product, which was then filtrated. The solid was dissolved in
CHCI; and washed with distilled H,O (3 x 20 mL) to remove
the excess of hydrazine. The organic layer was dried over
MgSO, and the solvent was evaporated under reduced pressure
to give compound 3 as a yellowish oil (0.712 g, 90%). '"H NMR
(300 MHz, CDCl3, 25 °C) § 8.36 (s, 1H, NH-CO), 7.28-7.17 (m,
5H, CHy, Ph), 6.84 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CH,, PhNH,), 6.50 (d, J =
8.1 Hz, 2H, CHya, PhNH,), 3.62 (s, 2H), 3.54 (d, J = 13.1 Hz, 1H,
CH,-Ph), 3.40 (d, J = 13.1 Hz, 1H, CH,-Ph), 3.56-3.35 (m, 2H,
NH), 3.26-3.12 (m, 1H), 2.97-2.94 (m, 1H), 2.66-2.26 (m, 15H),
1.83-1.66 (m, 2H, CH,-p-N). >C NMR (75 MHz, CDCl;, 25 °C)
5 174.6 (CO), 144.7 (Car PhNH,), 138.3 (Car Ph), 129.4 (CHy,
PhNH,), 129.3 (CH,, Ph), 128.9 (Cs, PhNH,), 127.9 (CH,, Ph),
126.9 (CHy, Ph), 115.0 (Ca, PhNH,), 57.4 (CH,-Ph), [54.1, 52.6,
49.8, 48.7, 48.6, 47.8] (CH,-0-N), 46.8 (CH-B-N), [35.8, 34.6]
(CH,-a-N; CH,-PhNH,), 25.5 (CH,-p-N). ESI-HRMS (positive)
mfz caled for [C,4H36N;0]", 410.2914; found 410.2913
[M + H]', caled for [C;;H30N50]", 320.2444; found 320.2443
[M + H — C,H-]", caled for [CyH3,N;0]*", 205.6493; found
205.6496 [M + 2H]*",

Compound 4

A solution of BH;-THF (20 mL, 1.0 M, 20 mmol) was slowly
added to compound 3 (0.715 g, 1.75 mmol) under a nitrogen
atmosphere. The solution was heated to reflux for 2 days. After
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cooling to RT, MeOH (15 mL) was added to the reaction
mixture and the solvent was evaporated under reduced
pressure. HCI (20 mL, 3 M) was added to the residue and the
solution was refluxed for 1 h. After cooling to RT, an extraction
with CHCIl; (3 x 30 mL) was performed to eliminate the
organic impurities. Then the aqueous layer was saturated with
NaOH pellets to adjust the pH to 14. Compound 4 was
extracted with CHCI; (5 x 30 mL). The organic fractions were
dried over MgSQ,, filtered and evaporated under reduced
pressure to give 4 as a colorless oil (0.594 g, 86%). '"H NMR
(300 MHz, CDCl;, 25 °C) 6 7.40-7.15 (m, 5H, CHa, Ph), 6.86 (d,
J = 8.2 Hz, 2H, CH,, PhNH,), 6.54 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CHy,
PhNH,), 3.66 (d, j = 13.4 Hz, 1H, CH,-Ph), 3.40 (d, J = 13.4 Hz,
1H, CH,-Ph), 3.70-2.98 (m, 5H, NH; NH,), 2.90-2.20 (m, 18H,
CH,-0-N; CH,-PhNH,), 2.10-1.80 (m, 3H, CH-B-N; CH,-j-N).
3C NMR (75 MHz, CDCl;, 25 °C) § 144.5 (C5; PhNH,), 138.7
(Car Ph), 130.0 (Car PhNH,), 129.7 (CH,, PhNH,), 129.3 (CH,,
Ph), 128.1 (CH,, Ph), 127.0 (CHa. Ph), 115.1 (CH,, PhNH,),
57.9 (CH,-Ph), [55.4, 54.1 (x2), 53.4, 49.2, 48.8, 47.9, 47.2]
(CH,-0-N), 39.7 (CH-B-N), 37.9 (CH,-PhNH,), 26.0 (CH,--N).
ESI-HRMS (positive) m/z caled for [C,4H;sN;]', 396.3121;
found 396.3119 [M + H]', caled for [Cy,H3,Ns]", 306.2652;
found 306.2651 [M + H — C;H;]', caled for [CH30N5]*,
198.6597; found 198.6601 [M + 2H]*".

Compound 5

Di-tert-butyl dicarbonate (1.57 g, 7.80 mmol, 5 eq.) was added
to a solution of compound 4 (0.570 g, 1.44 mmol) in CH,Cl,
(15 mL) with triethylamine (0.973 mL, 7.20 mmol, 5 eq.). The
solution was stirred for over 48 h and the reaction was moni-
tored using HPLC-MS. Once the reaction was complete, the
solvent was evaporated under reduced pressure. The residue
was purified using column chromatography on aluminum
oxide (CHCl3/MeOH from 100:0 to 90:10) to afford com-
pound 5 as a yellowish oil (0.690 g, 60%). "H NMR (300 MHz,
CD,CN, 70 °C) 8 7.50-7.05 (m, 9H, CH,, PhANHBoc; CH,, Ph),
3.72-3.21 (m, 11H), 3.22-2.86 (m, 3H), 2.80-2.19 (m, 8H),
1.87-1.17 (m, 37H, CH; Boc; CH,-p-N). '*C NMR (75 MHz,
CD;CN, 70 °C) é [157.4, 157.2, 156.7, 154.4] (CO Boc), [140.5,
138.7, 135.9] (Car Ph; Car PhNHBoc), 130.7 (CH,, PhNHBoC),
[130.5, 129.4, 128.2] (CH,4, Ph), 120.0 (CH,, PhNHBoc), [80.8,
80.6, 80.4, 80.2] (Cquar Boc), 61.0 (CH,-Ph), [54.1, 53.0, 52.5,
52.2, 48.7 (x2), 48.1, 47.7] (CH,-o-N), 40.4 (CH-B-N), 37.2 (CH,-
PhNHBoc), 29.2 (x12) (CH; Boc), 28.5 (CH,f-N). ESI-HRMS
(positive) mj/z caled for [C,4H;oNsOg], 796.5218; found
796.5216 [M + H]".

Compound 6

Compound 5 (0.460 g, 0.578 mmol) was dissolved in EtOH
(20 mL), and palladium on activated charcoal 10% (0.300 g)
was added to this solution. The mixture was stirred under a
hydrogen atmosphere for 4 days. The mixture was filtered
through Celite® and the solvent was evaporated under reduced
pressure to give compound 6 as a yellow oil (0.385 g, 95%). 'H
NMR (300 MHz, CD5CN, 70 °C) § 7.02-6.82 (m, 3H, NHBoc;
CH,: PhNHBoc), 6.70 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CH,, PhNHBoc), 3.96
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(br s, 1H, NH), 3.31-2.99 (m, 4H), 2.96-2.68 (m, 5H), 2.63-2.41
(m, 4H), 2.41-2.19 (m, 3H), 2.09-1.85 (m, 2H), 1.44-1.29 (m,
2H), 1.26-0.90 (m, 37H). '*C NMR (75 MHz, CD;CN, 70 °C)
5 [158.1, 157.3, 157.0, 154.6] (CO Boc), [138.8, 136.1] (Ca:
PhNHBoc), [130.8, 120.3] (CH,, PhNHBoc), [81.3, 80.9, 80.7,
80.6] (Cquae Boc), [53.5, 51.2, 50.2, 49.9, 48.2, 46.7, 46.6 (x2)]
(CH,-o-N), 40.7 (CH-B-N), 37.6 (CH,-PhNHBoc), 29.2 (x12)
(CH; Boc), 28.9 (CH,-p-N). ESI-HRMS (positive) m/z caled for
[C37Hs4N505]", 706.4749; found 706.4748 [M + H]'.

Compound 7

A solution of 6-chloromethylpyridine-2-carboxylic acid methyl
ester (111 mg, 0.6 mmol, 1.1 eq.) in dry CHsCN (5 mL) was
added to a solution of compound 5 (385 mg, 0.55 mmol) in
dry CH;CN (30 mL). K,CO; (300 mg, 4 eq.) and Nal (90 mg, 1.1
eq.) were added and the mixture was heated to reflux for 4
days. After evaporation of the solvent under reduced pressure,
the crude product was purified using column chromatography
on aluminum oxide (CHCl;/MeOH from 100:0 to 95:5) to
afford compound 7 as a colorless oil (183 mg, 39%). '"H NMR
(300 MHz, CD,CN, 70 °C) § 7.93 (d, J = 7.9 Hz, 1H, CH,, pico),
7.85 (t,J = 7.9 Hz, 1H, CH,, pico), 7.59 (s, 1H, NHBoc), 7.30 (d,
J = 8.4 Hz, 2H, CH,, PhNHBoc), 7.25 (s, 1H, CHj, pico), 7.15
(d, J = 8.4 Hz, 2H, CH,, PhNHBoc), 3.91 (s, 3H, CH; pico), 3.82
(d, J = 14.6 Hz, 1H, CH, pico), 3.68 (d, J = 14.6 Hz, 1H, CH,
pico), 3.58-2.60 (m, 9H), 3.22-2.90 (m, 3H), 2.86-2.72 (m, 1H),
2.68-2.30 (m, 6H), 2.01 (s, 1H), 1.60-1.33 (m, 36H). *C NMR
(75 MHz, CD5CN, 70 °C) § 167.2 (CO pico), 161.7 (Car pico),
[157.5, 157.4, 156.9, 154.6] (CO Boc), 149.15 (C,, pico), 138.7
(CH,, pico), 136.2 (x2) (Car PANHBoC), 130.8 (CH,, PANHBoC),
[127.96, 124.62] (CHar pico), 120.3 (CH,, PhNHBoc), [80.9,
80.7, 80.5, 80.4] (Cquae Boc), 62.6 (CH, pico), [54.8, 53.6] (CH,-
a-N), 53.3 (CH; pico), [52.7, 52.4, 48.7 (x2), 48.2, 47.7] (CH,-
«-N), 40.5 (CH-p-N), 37.4 (CH,-PhNHBoc), 29.1 (x12) (CH,
Boc), 28.7 (CH,-p-N). ESI-HRMS (positive) m/z caled for
[C4sH-1NO1,], 855.5226; found 855.5226 [M + H]".

Compound 8: p-NH,-Bn-TE1PA

Compound 7 (183 mg, 0.214 mmol) was dissolved in hydro-
chloric acid (3 M, 15 mL) and the solution was refluxed for
18 h. The water and excess of hydrochloric acid were evapor-
ated under reduced pressure. The crude product was purified
using reverse phase C18 HPLC (H,0O/CH;CN from 0 to 80%
CH;CN) to give compound 8 as a colorless oil (41 mg, 35%) in
its hydrochloride salt. "H NMR (300 MHz, D,0, 25 °C) § 8.07
(m, 2H, CH,, pico), 7.81-7.68 (t, 1H, CH,, pico), 7.33 (d, J = 8.1
Hz, 2H, CH,, PHNH,), 7.24 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CH,, PHNH,),
4.47 (d, J = 15.4 Hz, 1H, CH, pico), 4.35 (d, J = 15.4 Hz, 1H,
CH, pico), 3.66-3.00 (m, 17H), 2.90 (m, 2H), 2.79 (m, 1H),
2.26-2.06 (m, 2H, CH,-f-N). *C NMR (75 MHz, D,0, 25 °C)
5 168.8 (CO), [154.1, 148.4] (C,, pico), 144.7 (CH pico), 140.4
(Car PhNH,), 133.7 (CHar PhNH,), 131.50 (Ca, PhNH,), [131.45,
128.7] (CHy, pico), 126.3 (CH,, PhNH,), 60.3 (CH, pico), [52.9,
50.8, 49.8, 49.3, 45.5, 44.0, 43.9, 42.8] (CH,-a-N), 37.8 (CH,-
PhNH,), 35.3 (CH-f-N), 22.5 (CH,-f-N). ESI-HRMS (positive)
miz caled for [CpHjzNeO,]", 441.2972; found 441.2972
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[M + HJ]", caled for [CyyH33N,0,]", 221.1522; found 221.1523
[M + 2H]*".

Compound 9: p-SCN-Bn-TE1PA

Compound 8 (27 mg, 0.049 mmol) was dissolved in hydro-
chloric acid (1 mL, 3 M) and then this reacted with a solution
of thiophosgene (76 pL, 0.987 mmol, 20 eq.) in 1 mL of chloro-
form. The reaction mixture was vigorously stirred overnight at
RT. The excess of thiophosgene was removed and the aqueous
phase was washed with chloroform (3 x 1 mL). The aqueous
phase was lyophilized to give compound 9 as a white powder
(19 mg, 65%) in its hydrochloride salt (estimation x = 3). "H
NMR (500 MHz, D,0, 25 °C) § 8.14 (d, J = 7.1 Hz, 1H, CHj,
pico), 8.01 (t, J = 7.1 Hz, 1H CH,, pico), 7.61 (d, J = 7.1 Hz, 1H,
CH,, pico), 7.27 (s, 4H, CH,, PhNCS), 4.08 (d, J = 14.6 Hz, 1H,
CH, pico), 3.71 (d, J = 14.6 Hz, 1H, CH, pico), 3.42-2.88 (m,
12H, CH,-a-N), 2.87-2.55 (m, 6H; CH,-a-N; CH,-PhNCS), 2.28
(s, 1H), 2.12 (s, 1H), 2.04 (s, 1H). *C NMR (125 MHz, D,0,
25 °C) § 170.7 (CO), [160.4, 150.5] (Ca, pico), 142.3 (CHa, pico),
140.7 (Car Ph), 136.5 (Ca; NCS), 133.0 (CH,, PhNCS), 131.9 (Ca,
Ph), 131.0 (CH,, pico), 128.7 (CH,, PhNCS), 128.0 (CH,, pico),
59.6 (CH, pico), [56.5, 56.2, 55.2, 54.6, 48.4, 48.2, 47.6, 45.8]
(CH,-o-N), 39.0 (CH-p-N), 38.6 (CH,-PhNCS), 25.0 (CH,--N).
ESI-HRMS (positive) m/z caled for [C,;H;35N60,S]", 483.2536;
found 483.2528 [M + HJ', caled for [Cp5H36N60,S]", 242.1304;
found 242.1305 [M + 2H]"".

Conjugation on the 9E7.4 antibody

Materials. Sodium acetate hydrate, sodium citrate and
sodium hydrogen carbonate were TraceSelect® grade and pur-
chased from Fluka Analytics. EDTA (ethylene diaminetetra-
acetic acid) and BSA (bovine serum albumin) were purchased
from Sigma. Hydrochloric acid (trace select) was purchased
from Aldrich. The water used was produced using a Gradient
Milli-Q® system from Millipore, with an 18.2 MQ cm
resistivity.

The 9E7.4 antibody is a rat IgG2ak targeting CD-138
antigen also named syndecan-1, which is overexpressed in MM
cells. Its production was carried out in-house using a hybri-
doma obtained from rats immunization with a murine
CD-138-like peptide.

p-Bn-SCN-DOTA and p-Bn-SCN-NOTA were purchased from
Macrocyclics.

Copper-64 dichloride in 0.1 M hydrochloric acid was
obtained from ARRONAX cyclotron (Saint-Herblain, France)
with funding from IRON Labex. The radionuclidic purity was
determined using gamma spectrometry using a DSPEC-JR-2.0
type 98-24B HPGE detector (Ametek) and the chemical purity
was measured using ICP-OES using an iCAP 6500 DUO
(Thermo Fisher Scientific).

For the antibody control, an UPLC Acquity© system with a
Protein BEH SEC column (Waters) was used. The elution was
carried out with phosphate buffer 0.1 M (pH 7.2), with a
0.4 mL min~" flow rate for 10 min, and the detection was per-
formed using UV at 4 = 280 nm. The software Empower pro
1154 was used for the analysis.
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Conditioning of the mAb

The 9E7.4 mAb was stored in PBS (phosphate buffer saline:
phosphate buffer 0.01 M, pH = 7.2; sodium chloride 0.15 M) at
4 °C. 10% (vol/vol) EDTA 10 mM pH 4.5 solution was added to
the antibody solution in order to obtain a final EDTA concen-
tration of 1 mM. The mixture was stirred at room temperature
for 2 h and then the EDTA metal complexes were removed by
3 ultrafiltrations in carbonate buffer 0.3 M pH 8.6 (trace select)
at 2000g (centrifuge 2-16PK, Sigma) using a disposable Amicon
Ultra-15® 30K membrane (Millipore). Then, the 9E7.4 solution
concentration was adjusted to 2-4 mg mL™' with 0.3 M
sodium carbonate buffer (pH 8.6). The exact volume of the
solution was determined by weighing and the concentration
was measured by UV-visible spectrophotometry using a
NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher Scientific). The purity of the
antibody was also tested using the UPLC system, leading to a
single peak with a retention time ¢ = 2.94 min.

Conjugation (mAb-BCA coupling)

P-SCN-Bn-NOTA, p-SCN-Bn-DOTA and p-SCN-Bn-TE1PA were
dissolved in 0.1 M HCI. To 2.52, 4.91 and 4.22 mg of the 9E7.4
antibody (corresponding to 16.8, 32.7 and 28.1 nmol) in car-
bonate buffer pH 8.5, 336, 654 and 562 nmol of p-SCN-Bn-
NOTA, p-SCN-Bn-DOTA and p-SCN-Bn-TE1PA (molar ratio
BCA-antibody: 20) were added, respectively. The solutions
were then stirred at room temperature overnight.

Purification of the imunoconjugates

The excess of ligand was removed by gel filtration using a
PD-10 column (GE Healthcare) eluted with 500 pL fractions of
sodium acetate 0.1 M. Under these conditions, the conjugated
antibodies were eluted with a retention volume between 2.5
and 4 mL, while the uncoupled ligands, for which the mole-
cular weights are below 10 kDa, were eluted with a retention
volume of 5 to 7.5 mL. Fractions containing the conjugated
mAb were pooled and concentrated at around 1 mL by ultrafil-
tration. The exact volume was determined by weighing and the
concentration by UV-visible spectrophotometry. The final con-
centrations were 2.33 mg mL™' (2.29 mg, 986 pL, 15.3 nmol)
for p-SCN-Bn-NOTA, 2.04 mg mL™' (3.26 mg, 1595 pL,
21.7 nmol) for p-SCN-Bn-DOTA and 3.61 mg mL~' (3.35 mg,
929 pL, 22.3 nmol) for 9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA. The conjugated
antibodies were controlled with the UPLC system, to verify the
absence of antibody aggregates and non-conjugated ligands.
A single peak was observed, with retention times ¢ = 2.92 min,
2.81 min and 2.89 min for p-SCN-Bn-NOTA, p-SCN-Bn-DOTA
and p-SCN-Bn-TE1PA, respectively. The aggregates percentages
were lower than 3% for all the immunoconjugates.

Characterization of the immunoconjugates

Determination of chelate number per antibody. **CuCl, in
HCI 0.1 N was added in 3 different copper-to-immunoconju-
gate ratios (1, 3 and 5 molar equivalents) into acetate 0.1 M pH
5-6 buffered antibody solutions. The reaction mixture was
incubated at 40 °C for 30 min. Then, the radiolabeling reaction
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was quenched through adding a calculated volume of 1 mM
EDTA pH 6 (corresponding to a EDTA/antibody molar ratio of
10) and stirred at room temperature for 10 min. 2 pL of this
solution was taken out and deposited on an ITLC-SG plate
(Agilent Technologies). The thin layer chromatography was
developed for 10 cm using 0.1 M sodium citrate buffer
(pH 4.5). The plate was then removed from the solvent and
exposed for 5 min on a storage phosphor plate, and this was
revealed using a radiometric phosphor imager Cyclone® Plus
(PerkinElmer) and analyzed with the Optiquant® software to
obtain a radiochromatogram. Under these conditions, the
radioimmunoconjugate stays at the bottom (Rf. 0) while the
*/Cu-EDTA migrates to the top of the plate (Rf. 1). The chelate
per antibody number was evaluated using the following
formula: chelate per antibody number = number of copper
equivalents per antibody x ratio (radioactivity at Rf 0 to total
radioactivity at the chromatography plate). For example, a
1 ligand per antibody ratio is interpreted as a 100% radiolabel-
ing yield with 1 equiv. of copper, a 33% radiolabeling yield
with 3 equiv. of copper, and a 20% radiolabeling yield with
5 equiv. of copper. The formula is then: 3 x 0.33 = 1 chelate
per antibody. No purification step was required for the **Cu
radioimmunoconjugate complexes, with the radiolabeling
being close to quantitative.

Immunoreactivity of the radiolabeled antibody

NHS-activated magnetic beads (Thermo Fisher Scientific) were
previously conjugated with a customized CD-138-like peptide
produced by Genecust, using the protocol given by Thermo
Fisher Scientific.** The final concentration of the conjugated
beads was 10 mg mL~" in PBS. To test the immunoreactivity of
the copper-64 radiolabeled antibody, 20 pL of the coated beads
solution (0.2 mg) was added to 1 pmol of purified radioimmuno-
conjugates. A solution of 0.1% BSA in PBS was then added, up
to a final volume of 150 pL. This mixture was incubated at
37 °C for 2 h. Supernatants containing non-reactive antibodies
and magnetic beads were collected separately, using a
magnetic rack (MagRack®, GE Healthcare). The radioactivity
in each fraction was assessed using a Wallac 1480-Wizard®
gamma counter (PerkinElmer). The immunoreactivity was
determined through calculating the percentage of the number
of CPM (counts per minute) of the beads compared to the
total activity (beads and supernatant).

Mouse microPET imaging

The 5T33-CD138 + murine multiple myeloma cell line was
kindly provided by Dr H. Turner (Nuclear medicine Service,
Fremantle Hospital, Western Australia) with the permission of
Dr J. Radl (TNO Institute, Leiden, Netherlands).
C57BL/KalLwRij mice were purchased from Envigo and
housed under conventional conditions at the Experimental
Therapeutic Unit animal facility (SFR Francois Bonamy,
IRS-UN, University of Nantes). Experiments were approved by
the local veterinary committee.** Mice were 10 to 23 weeks and
received a subcutaneous graft of 1 to 2 million 5T33 cells into
the femoral area, 10 days prior to the biodistribution studies.
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This allowed the development of subcutaneous tumors on the
mice. When the tumor sizes reached 2 to 5 mm in diameter,
the mice were used for microPET imaging. Mice were isoflur-
ane anesthetized 10 min before they were imaged at 24 h and
48 h using a Siemens microPET gamma camera.>” Fusion com-
puted images were obtained using Inveon Research Workplace
(Siemens Healthcare)*® software.
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ABSTRACT: Following the successful synthesis of a C-functionalized PRy

version of the TE1PA ligand, a monopicolinate cyclam, we looked to -

demonstrate its in vivo properties versus DOTA and NOTA, after r ey T

conjugation on the 9E7.4 rat antibody, an IgG,, against CD138 R lin 70, JOE

murine, which has relevant properties for multiple myeloma targeting. s o1 W:Em ) - mAb anti-CD138

For each ligand, different conjugation approaches had been considered

to select the most appropriate for the comparative study. The p-SCN- ax
Bn-TE1PA, NHS-DOTA, and p-SCN-Bn-NOTA were finally chosen Conpenin
for conjugation and radiolabeling tests. For in vivo comparison, we

used a model of subcutaneous grafted mice with $T33 tumor cells. In PET-CT

vitro tests and immuno-PET study highlighted *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-

NOTA as the least attractive. Further competitive biodistribution and
hepatic metabolic studies at 2, 24, and 48 h post-injection (100 ug
radiolabeled with 10 MBq of ®Cu) were then performed with the
#4Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA and **Cu-9E7.4-NHS-DOTA. Results show a better in vivo resistance of **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-
TEIPA to transchelation compared to **Cu-9E7.4-NHS-DOTA, especially at later times. This was confirmed with **Cu-9E7.4-
p-SCN-Bn-NOTA at 48 h PL 64Cu-9E7.4—p-SCN-Bn-TElPA also demonstrated an excellent hepatic clearance. 64Cu—9E7.4-p-
SCN-Bn-TE1PA displayed an overall superiority compared to **Cu-9E7.4-NHS-DOTA and *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA in
terms of in vivo stability, reinforcing the usefulness of the p-SCN-Bn-TEI1PA ligand for ®*Cu immuno-PET imaging.

B INTRODUCTION

Positron emission tomography (PET) imaging currently holds
a central place in diagnosis and follow-up of cancer as well as
other diseases in cardiology or neurology.1_3 While fluorine-18
is the most commonly used radionuclide for PET, in its **F-
FDG (2-desoxy-2-('*F)fluoro-n-glucose) form, it has several
limitations including its radioactive half-life (f,,, = 110 min),
which is not optimal for whole antibodies with a biological
half-life longer than a day.* Other attractive * emitter
radionuclides are under investigation for immuno-PET,
especially radiometals such as zirconium-89 (t,, = 78.4 h)*
or copper-64 (t,,, = 12.7 h).° Among those, copper is one of

radiometal by chelation, and second the covalently link the
radionuclide complex to a vector (peptide or antibody).
Chelating agents for “*Cu must lead to thermodynamically
stable and kinetically inert complexes in order to prevent
transchelation to the metalloproteins involved in Cu(IT) blood
transportation or Cu(I) cell metabolism. This indeed can cause
nonspecific irradiation and lower the image quality by
increasing the background noise.

Several ligands are currently under investigation, but none of
them are suitable to consider in clinical use yet. Up to now,
DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic
acid) has been the only copper chelator used in human

the most promising radionuclides for the theranostic approach
due to its cyclotron availability and physical properties
including ™ and " emissions (Table 1).

To allow the use of **Cu for targeted imaging, a bifunctional
chelating agent (BCA) is required: first to stabilize the

W ACS Publications @ XXXX American Chemical Society

clinical trials for immuno-PET imaging with ®*Cu,””'" mainly
through bifunctionalized forms like p-SCN-Bn-DOTA (iso-
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Table 1. Characteristics of the Most Commonly Used " Emitters

Ef
Period (keV) %"
F 1.83 h 634 97%  Low fi" energy
High availability
Low cost
%Ga 113h 1899 88%  Available with generator

| 100.3 h 1532 11%

2135 11%  Direct labeling
Long period
¥Zr 784 h 909 23%  Long period
High radiolabeling yield with macromolecules
GMP available
“Cu 127h 653 18% Low ' energy

High radiolabeling yield macromolecules

Period adapted to mAb half-live

Low production cost

Advantages

High radiolabeling yield with macromolecules

Inconveniences

Multistep radiolabeling

Low radiolabeling yield with
macromolecules

Low period compared to mAb blood half-
live

Insoluble hydroxide formation at pH > 4

Low period compared to mAb blood half-
live

High risk in radiation safety

Low availability

High f3 energy

High % emission and energy of associated
¥ rays

High associated y emissions

Only one bifunctional chelating agent
available

Transchelation in vivo

Nonradioactive metallic contamination
Transchelation in vivo

Low availability

Nonradioactive metallic contamination

Complexation with azamacrocycles 37% associated /= emission for

theranostic applications

Less than 1% of high energy y emissions

thiocyanate activated form) and NHS-DOTA (activated
monoester form) (Figure 1).

In our objective to develop better performing copper
chelators than DOTA, azamacrocycle ligands with picolinate
functionality were investigated.ll Among them, TEIPA
(Figure 1), a monopicolinate cyclam, was proven to have
interesting properties with fast kinetics, high thermodynamic
stability, Cu(II) selectivity, and inertness even in the Cu(I)
state, especially compared to other azamacrocycles used for
copper chelation, such as DOTA or NOTA (1,4,7-
triazacyclononane-1,4,7-triacetic acid; see Figure 1).12 The
usefulness of **Cu-TEIPA in an in vivo animal model has
already been demonstrated.'” Following those results, we
recently synthesized a new C-functionalized derivative of
TEIPA: the p-SCN—Bn—TElPA.H This compound, function-
alized in a similar design as the commercially available BCA p-
SCN-Bn-DOTA or p-SCN-Bn-NOTA (Figure 1), was
synthesized in order to improve the conjugation efficiency
between the chelator and the antibody, as well as the stability
of the radiolabeling, since the direct activation of the ligand via
its carboxylate function (SNHS-TE1PA, Figure 1) led to
disappointing results regarding the chelate-to-antibody con-
jugation ratio.

In previous works, we investigated an in vivo syngeneic
myeloma tumor model and a fully characterized rat IgG,,
antibody, the 9E7.4, targeting murine CD138.">'® With the
9E7.4 antibody, we were able to increase the hepatic
metabolism of p-SCN-Bn-TE1PA by avoiding the antibody
blood recycling via FcRn-specific receptors. Indeed, copper is
naturally complexed in the organism by cuproproteins,
particularly in the liver. Those proteins are in competition
with ligands for the complexation of copper and can switch
%Cu within the radioimmunoconjugates through transchela-
tion."”

O\\r,.o Ozfo O% o
s P I\ o M8 I\ i O
NONTY [N N] N Y N, T _~__Ncs
( o} (o 2l
‘ N N N Ve
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DOTA NHS-DOTA p-SCN-Bn-DOTA
'0\(/,0 00 o ‘0.0
— [ O~ \ e O,
Ossostal\e ) SN N e T NN, O ™\ j
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TE1PA SNHS-TE1PA p-SCN-Bn-TE1PA

Figure 1. Representation of DOTA, NOTA, TE1PA, and bifunctional
derivatives NHS-DOTA, p-SCN-Bn-DOTA, NHS-NODA-GA, p-
SCN-Bn-NOTA, SNHS-TEIPA, and p-SCN-Bn-TEIPA. Ligands
studied in vivo are colored in black.

If p-SCN-Bn-TE1PA was successfully conjugated, leading to
encouraging results (including ¢Cu PET-CT imaging), we
proved that p-SCN-Bn-DOTA and p-SCN-Bn-NOTA were
not fully suitable for the bioconjugation to the 9E7.4 antibody,
since the immunoreactivity (fraction of the antibody still able
to recognize its target after radiolabeling) sligthly decreased
after gra.fting.14 Therefore, **Cu radiolabeled p-SCN-Bn-
TEIPA was presented as an interesting radiotracer, but

DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.9b00510
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without any possible comparison with another currently
available.

To make the best comparison study, we then chose to test
the NHS-DOTA ester and NHS-NODA-GA ester'® as
additional comparators for p-SCN-Bn-TEIPA to select the
best candidate for a comparative study using the 9E7.4
antibody model."” The choice of DOTA and NOTA, rather
than other described copper chelating agents such as SarAr™
or another cyclam (such as CB-TE2A”") or cyclen derivative
(such as CB-DO2A*’), was done because there is no
consensus regarding the best comparison model for *Cu
imaging. Additionally, NHS-DOTA ester and NHS-NODA-
GA ester can be considered as serious competitors in the race
for ®Cu PET-imaging, thanks to their commercial availability,
even if their copper complexes are known to be sensitive to
competitive metal excess. At

Consequently, the aim of this new investigation step was to
propose a viable radiotracer based on NOTA and DOTA, for
comparison to p-SCN-Bn-TE1PA within the 9E7.4 model. The
new immunoconjugates obtained were radiolabeled with *Cu,
facilitating determination of the ligand-to-antibody ratio, the
specific activity, as well as the immunoreactivity. After
comparison of the possible NOTA, DOTA, and TEI1PA-
based radiotracers, p-NCS-Bn-NOTA and NHS-DOTA ester
were selected for an immuno-PET study versus p-SCN-Bn-
TEIPA. Finally, this work presents a complete biodistribution
and hepatic metabolic study for *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA
and *Cu-9E7.4-NHS-DOTA (Figure 2), the latter being the

1\

N, N_
&

‘0__0
NH HN
[ eECuéi}-N = |
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84Cu?*-9E7.4-NHS-DOTA 84Cu?*-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA

Figure 2. Radiolabeled bioconjugates **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA,
%*Cu-9E7.4-NHS-DOTA, and *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA.

most suitable for a comparative study. This work describes this
investigation and how *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA unam-
biguously appeared as a better radiotracer than its two
competitors. Additionally, to the best of our knowledge, this
is the first “*Cu-immuno-PET study ever reported comparing a
“homemade” ligand BCA with these two commercially
available and renowned competitors.

B RESULTS

Conjugation and Radiolabeling. Data extracted from
the first tests of conjugation, radiolabeling, and immunor-
eactivity for each BCA grafted to the 9E7.4 antibody are
presented in Table 2. Results obtained for *'Cu-9E7.4-NHS-
NODA-GA and *Cu-9E7.4-SNHS-TE1PA were insufficient to
assess the immunoreactivity. The renewed results for **Cu-
9E7.4-p-NCS-Bn-NOTA confirm that it was not suitable in
this model for a complete comparative study, so we decided to
select it only for a restricted animal study. On the contrary, the
NHS-DOTA ester led to better results than its p-SCN-Bn-
DOTA analogue, with a ligand-to-antibody ratio similar for
*Cu-9E7.4-p-Bn-SCN-TEIPA and **Cu-9E7.4-NHS-DOTA
(5 = 1 vs 45 + 1). Finally, the C-functionalized version of
TE1PA, as previously demonstrated, is unambiguously higher-
performing than its SNHS-TE1PA analog.

Radiolabeling yields, as well as specific activities, were
determined on the radioimmunoconjugates used for the in vivo
studies. For all three, the radiolabeling yields were close to
100% and no purification step was needed. The immuno-
reactivity performed for the radioimmunoconjugates was 76.5
+ 2.5% for “*Cu-9E7.4-NHS-DOTA, 8.3 + 4.5% for “*Cu-
9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA, and 84.2 + 1.3% for “*Cu-9E7.4-p-
SCN-Bn-TE1PA.

The table displays the average specific activities measured on
several tests: 123.1 MBq/mg for %Cu-9E7.4-NHS-DOTA and
108.4 MBq/mg for **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA, both
results being quite similar.

Consequently, *Cu-9E7.4-NHS-DOTA was selected for a
complete in vivo comparative study with **Cu-9E7.4-p-SCN-
Bn-TEIPA, since their in vitro results were quite similar.

Biodistribution Study. Similar quantities of radicimmu-
noconjugates were injected in order to compare the selected
ligands: 104 + 2 ug (12.5 + 0.3 MBq) for **Cu-9E7.4-NHS-
DOTA, 86 + 3 ug (8.3 £ 0.6 MBq) for **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-
TE1PA, and 100 ug (9.2 MBq) for **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-
NOTA. Results in terms of injected dose per gram of organ (%
ID/g) are shown inTable 3 and Figure 3. % ID/g for the **Cu-
9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA can be found in Supporting In-
formation 1.

At 2 h PI, most of the radioactivity was found in the blood
(19.28 + 1.50% ID/g for $4Cu-9E7.4-NHS-DOTA and 25.22
+ 3.60% ID/g for “*Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA) and highly
vascularized organs like heart, lungs, and liver. Concerning

Table 2. Characterization of Radioimmunoconjugates after Radiolabeling Tests with **Cu”

“Cu-9E7.4-BCA SNHS-TEIPA  p-SCN-Bn-TEIPA
Ligand-to-antibody ratio 0.8 +12 5+1
Immunoreactivity (%) 842 + 1.3
Radiolabeling yield (%) 77 + 29 99.3 + 04
Specific activity (MBq/mg) 168 + 84

“Standard deviations were calculated using several tests (n = 4).

BCA
NHS-DOTA p-SCN-Bn-DOTA NHS-NODA-GA p-SCN-Bn-NOTA
45+ 1 24+ 05 0.5+ 02 1.2 +02
76.5 + 2.5 S1.9 + 5.1 - 583 £ 4.5
99.7 + 0.6 92.9 + 3.7 50.5 + 0.2 95.7 £ 3.6
159 + 60
C DOI: 10.1021/acs . bioconjchem.9b00510
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Figure 3. Biodistribution of *Cu-9E7.4-NHS-DOTA and *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA in mice grafted with 5T33 cells, expressed in % of the
injected dose per gram of organ, at 2, 24, and 48 h post-injection and biodistribution of 64Cu-9E7.4-p-SCN—Bn-NOTA at 48 h post-injection.

tion 3). The tumor was clearly visible at 24 and 48 h PI For
#Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA, the liver uptake decreased
visibly at 24 and 48 h PL At later times, blood distribution
can be seen for **Cu-9E7.4-NHS-DOTA and **Cu-9E7.4-p-
SCN-Bn-NOTA, mostly in arteries and the heart, confirming
the data obtained from the biodistribution study.

B DISCUSSION

During the past decade, research toward new radiopharma-
ceuticals for cancer diagnosis has become a major concern. In
order to increase the imaging performance, radiolabeled
phenotypic markers were developed to improve the distribu-
tion and accessibility of the target. Today, the combination of

phenotypic imagery and metabolic imagery with PET-CT
helps physicians set a prognosis diagnosis in oncology and
direct treatments toward therapies adapted to each patient.
The diagnosis of multiple myeloma is based on the patient’s
biologic status and on imaging using MR (magnetic
resonance) and/or CT (computed tomography), and more
recently on F-FDG PET-CT.” In this context, it is very
difficult to visualize all tumoral sites due the characteristic
heterogeneity of this disease, and phenotypic imaging is
required to facilitate the prognosis. The first promising results
have been obtained with a CXCR4 radiolabeled inhibitor
(**Ga-pentixafor),”® but the target was not recovered at same
level for all tumor cells.

DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.9b00510
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64Cu-9E7.4-NHS-DOTA

10% 64Cu-SOD

Figure 4. Size exclusion chromatography of the liver extract from
mice sacrificed at 2, 24, and 48 h post-injection for 54Cu-9E7.4-NHS-
DOTA and *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA. Results are expressed in
percentage of total radioactivity.

Development of new phenotypic theranostic agents will be
of great interest. Considering the tumor cell surface antigens,
an interesting target is CD138, which is constantly expressed
by multiple myeloma tumor cells. Antibodies and antibody
derivatives are available against this target. The IgG,, rat
antibody 9E7.4 was chosen to monitor the copper radiolabeled
antibody metabolism and evaluate the theranostic properties.
Even if the tumor targeting via antibody is faster and accessible
in multiple myeloma disease, its associated blood half-life
implies the use of a longer half-life PET radionuclide than '°F
or ®*Ga. ®*Cu has low y associated emission and low-energy f
which hold great advantages compared to other radionuclides
with long half-lives, notably ®Zr and '**I which impose high
radiation safety constraints. Indeed, zirconium and iodine f*
emitter radionuclides have a high percentage of y emission,
higher than 1 MeV, that limits their use in clinical practice.
Furthermore, in the context of theranostic use, *Cu seems to
be ideal due to its #7/f~ emissions as well as the possibility of
using its f~ radioisotope analog “Cu. This study is a step
toward a higher performing radiopharmaceutical using **Cu as
the radionuclide.

Our groups already strived to synthesize a ligand with a high
selectivity for copper. We designed cyclam-based ligands with
an additional picolinate function that was proven to form
copper complexes with remarkable thermodynamic stability.
Among them, TE1PA was the most promising, with proven in
vitro superiority when compared to DOTA."* An in vivo study
using the F6 antibody (targeting the carcinoembryonic
antigen) showed that **Cu-F6-TEIPA was suitable for PET
imaging, although not significantly superior to **Cu-F6-p-SCN-
Bn-DOTA regarding in vivo stability in those experimental
conditions."” The fairly low liver metabolism observed in this
publication was probably due to the chosen antibody, a mouse
antibody captured by the FcRn mouse liver receptor, limiting
the antibody liver metabolism,”” with the liver being the main
organ in copper metabolism. Because of this, we have selected
a rat IgG,, antibody for this study and a syngeneic tumor
model. This antibody holds great interest for multiple

30b% ID/g ’“JR

/

T

Figure S. PET-CT images of subcutaneous 5T33 grafted mouse at 2,
24, and 48 h post-injection of (‘4Cu»9E’7.4—p—NCS—Bn-TE1PA (top,
one tumor grafted), **Cu-9E7.4-NHS-DOTA (middle, two tumors
grafted), and **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA (bottom, two tumors
grafted.). Yellow arrows indicate tumors.

23

myeloma imaging,” and the mouse model increases its liver
uptake, which was relevant for studying in vivo resistance to
transchelation.

In order to improve TEIPA and synthesize the highest
performing copper ligand, we added a C-functionalization with
a Bn-NCS function allowing the conjugation with the primary
amines of the antibody. Indeed, nonfunctionalized TE1PA
formerly needed an activation step, leading to a modest 0.6 to
0.8 ligand coupled on the 9E7.4 antibody (respectively for S00
and 700 equiv of activated chelator added). This is due to the

DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.9b00510
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poor reactivity of the carboxylic aromatic function, even with a
coupling agent. The immunoreactivity also decreased from
85% to 60% and 55% (respectively for 500 and 700 equiv of
activated chelator added) after grafting, probably because of
the large excess of ligand needed for the conjugation. This
shows that the one-step coupling method chosen has a drastic
impact on the antibody properties compared to the thiourea.

The conjugation using the C-functionalized TE1PA proved
to be extremely efficient, with about five ligands coupled by
antibody and no decrease of the immunoreactivity after
grafting. It brings the twofold advantage of keeping its targeting
properties while allowing a much higher specific activity of the
radioimmunoconjugate, added to an easier and quicker
conjugation between the ligand and the antibody. It is worth
mentioning that in those experimental conditions, the
immunoreactivity of 9E7.4-NHS-DOTA and 9E7.4-p-SCN-
Bn-NOTA decreases slightly, suggesting in vitro superiority of
9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA, which displays a better ligand-to-
antibody ratio while conserving the targeting properties of the
antibody.

With the chosen IgG,, antibody, another surprising result
has been obtained. The classic bifunctional chelating agent p-
SCN-Bn-DOTA cannot be grafted on this antibody with more
than one ligand per molecule without losing its immunor-
eactivi‘cy.M This result could be explained by the presence of
lysine residues near the antibody CDR (Complementarity-
Determining Region) area. In case of a large excess of ligands
during the conjugation procedure, some of them can bind near
the CDR and interact with it. Charge and spatial presentation
of the picolinate cyclam derivative and DOTA derivatives
could explain the differences observed with the two ligands
studied. It clearly highlights that p-SCN-Bn-TE1PA is more
efficient then p-SCN-Bn-DOTA. Only the NHS-DOTA
derivative has shown satisfying results, probably due to the
difference of the carbon chain between the cyclen and
conjugation functions. The relatively low specific activity
observed in our study reflects the low specific activity of copper
sources that ranged between 8 and 20 MBq/nmol. It also
explains the high standard deviation, the radiolabeling being
impacted by the quality of the copper source.

Coupling tests with NHS-NODA-GA showed that this
ligand was not suitable to conduct the comparison study with
this antibody, orienting our choice on its isothiocyanate
derivative p-SCN-Bn-NOTA. This BCA did not present
relevant conjugation results, so it was not chosen for the
complete in vivo study. A complementary study was made with
PET imaging at 2, 24, and 48 h PI and a biodistribution study
at 48 h PI, to demonstrate the sensitivity of NOTA to in vivo
transchelation.

Our in vivo studies were designed to further explore a
potential superiority of the 9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA. A 100 ug
antibody quantity was chosen to saturate the metabolism and
have a better view of the distribution of the radio-
immunoconjugates, even if it involves a decrease of the
tumor % ID/g. The injected activity was also chosen given the
radioactive halflife of the *Cu, allowing a sufficient remaining
activity at 48 h post-injection (PI) for imaging and in vivo
studies. Biodistribution at the latest time (48 h PI) was
evaluated to see the stability of the radicimmunoconjugates
within the organism. In comparison with earlier times, it also
allows us to see the clearance of the radioimmunoconjugates in
each organ with time.

The earlier time (2 h PI) showed a quite high hepatic uptake
for both radioimmunoconjugates, but significantly higher for
%*Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA. This liver uptake was con-
firmed by the ima}gery study and had already been described
for antibodies.'”'® It was comparable to blood and can be
explained by the fact that this organ is highly vascularized. The
difference between the two radioimmunoconjugates was
confirmed by the metabolic study. For “*Cu-9E7.4-NHS-
DOTA, the main peak at 2 h PI did not differ much from the
nonmetabolized radioimmunoconjugate used as a reference
(retention time: 23 min). It suggested that only a small
proportion of the *'Cu-9E7.4-NHS-DOTA was metabolized in
the liver at early times and could be linked to a smaller % ID/g
compared to **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA for the liver.
These differences could be due to a faster internalization of
the picolinate derivative after its fixation on the liver target
compared to the DOTA derivative. The nonmetabolized
antibody observed at 2 h PI with DOTA reflected its
localization in the extracellular aqueous compartment, and
the second peak at 33 min translated the beginning of its
metabolism. The differences between the two radiolabeled
derivatives of 9E7.4 could be explained by differences in the
associated charges of the copper complexes. This hypothesis
seemed to be confirmed by the later times studied. Indeed, the
DOTA derivative at 24 and 48 h appeared to be completely
metabolized, like the picolinate derivative. The same
hypothesis has been developed with affibodies coupled with
DOTA®® and can also explain the higher kidney uptake
observed with the positively charged **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-
TEIPA compared to the negatively charged **Cu-9E7.4-NHS-
DOTA at early times. At late times, the kidney uptake is
comparable for the two derivatives. This can be explained by
the lower transchelation of the TE1PA derivative compared to
the DOTA derivative. Indeed, in the case of transchelation, the
associated charge of the copper complexes changes, which
could explain the comparable kidney fixation between 24 and
48 h only observed with the DOTA derivative, unlike what had
been observed with the TEIPA derivative. Liver uptake was
lower for **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA, once again probably
because of a difference in the associated charge of the complex.

The hepatic uptake stayed significantly higher for **Cu-
9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA at 24 h PL It is worth mentioning
that compared to 2 h PI, *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA
displayed a neat hepatic clearance, while there tended to be
a buildup of **Cu-9E7.4-NHS-DOTA in the liver. The data of
the metabolic study showed a high decrease of the peak
corresponding to nonmetabolized “*Cu-9E7.4-NHS-Bn-
DOTA, while **Cu-SOD could be included in metabolites
shown by the profile, since it has already been demonstrated
that [**Cu(DOTA)]*" was less resistant to transchelation than
[**Cu(TEIPA)]*. This seems to be confirmed by the size
exclusion chromatogram of %'Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA,
where no significant peak for %Cu-SOD was seen at 2, 24,
or 48 h PL In addition, this could be linked to the higher
radioactivity uptake of the small intestine for %Cu-9E7.4-NHS-
DOTA. Given the primordial role of the small intestine in the
physiologic capture of copper,” this could be a sign of
dissociation between **Cu and 9E7.4-NHS-DOTA, leading to
a reabsorption of free %Cu through the duodenum. The
dissociation increased at 48 h PI, where a significantly higher
amount of radioactivity was counted in the blood and highly
vascularized organs for *Cu-9E7.4-NHS-DOTA compared to
%*Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA. We could assume that **Cu
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dissociated from 9E7.4-NHS-DOTA, which was then taken by
the ceruloplasmin, the most important protein in charge of
copper blood transport. This observation could be linked to
the metabolic study at 48 h PI: the radioactivity was
undetectable in the supernatant of the liver extract after
centrifugation for 9E7.4-NHS-DOTA, and all the activity was
concentrated in the liver residue. This could suggest that the
remaining radioactivity was fixed on heavy proteins that could
not be separated with the method used. Moreover, there was a
neat hepatic clearance of **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA
compared to its competitor, with radioactivity decreasing by
a factor or 9.4, while it decreased by a modest factor of 1.3 for
9E7.4-NHS-DOTA. PET imaging seemed to display liver
uptake for #Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA between 24 and 48 h
PI, which could be linked to a blood distribution of free **Cu,
Indeed, the biodistribution at 48 h PI showed the same
significantly higher blood, heart, and lung uptake observed
with the ®Cu-9E7.4-NHS-DOTA. This also suggests a
dissociation of the **Cu-NOTA complexes with the release
of free copper in the bloodstream. It is interesting to note that
despite a lower hepatic uptake, *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA
was subject to the same metabolic and hepatic transchelation
as the DOTA derivative.

All these results tend to show highly superior in vivo stability
of *Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA regarding 64Cu-9E7.4-NHS-
DOTA and **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA in the model we
used. Even if the hepatic ID/g of 64Cu-9E'7.":-}:!-5(‘,N-Bn-
TE1PA was initially more important, leading to an increased
metabolism at an early time, it showed a far superior resistance
to transchelation by cuproproteins in the liver. There was also
a substantial hepatic clearance over time, since *“Cu was
eliminated with the immunoconjugates, while it tended to
build up in the liver for 9E7.4-NHS-DOTA, probably because
it was switched to cuproproteins through transchelation,
leading to an undesired irradiation of the liver. In addition,
the complementary data with **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA at
48 h PI were similar to that from **Cu-9E7.4-NHS-DOTA
regarding the blood uptake, suggesting a better stability of
**Cu-TE1PA complexes compared to “Cu-NOTA.

This study showed that TEIPA could be especially
interesting for imaging at later times. ®*Cu-labeled CD138
antibody has already been proven higher-performing than
%*CuCl, and '8F-FDG for diagnosis in this preclinical multiple
myeloma model'® and TE1PA could fit perfectly as a
bifunctional chelator to produce a radioimmunoconjugate for

this purpose.

B CONCLUSION

Conjugation of p-SCN-Bn-TE1PA, the bifunctional TE1PA
obtained via a C-functionalization with the anti-CD138 9E7.4
antibody, and its **Cu radiolabeling have been successfully
renewed and involved in a competitive study with two
renowned BCAs based on DOTA and NOTA, from the
bioconjugation to the PET imaging study. This constitutes the
first case of such a study. Among NHS-DOTA, p-SCN-Bn-
DOTA, NHS-NODA-GA, and p-SCN-Bn-NOTA, only NHS-
DOTA ester and p-SCN-Bn-NOTA were able to produce a
sufficient conjugation rate and immunoreactivity allowing the
comparison with p-SCN-Bn-TE1PA for biodistribution,
hepatic metabolism, and imaging study.
64(311—9E7.4~p~SCN-Bn-TElPA has shown high tumor
targeting, associated with an increasing tumor-to-tissues ratio

over time that suggests an overall clearance from healthy
tissues. Compared to DOTA and NOTA, TEIPA displays a
significantly superior in vivo stability and resistance to
transchelation. This confirms the results obtained in vitro
where C-functionalized TE1PA outperformed DOTA (both
NHS and NCS functionalized), p-SCN-Bn-NOTA, NHS-
NODA-GA, and nonfunctionalized TE1PA. It has proven once
again its usefulness for immuno-PET imaging in a preclinical
model.

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials. The 9E7.4 antibody production was carried out
in-house using a hybridoma obtained from rat immunization
with a murine CD138-like peptide.22 NHS-DOTA ester, p-
SCN-Bn-DOTA, and p-SCN-Bn-NOTA bifunctional chelating
agents (BCA) were purchased from Macrocyclics. p-SCN-Bn-
TEIPA and SNHS-TEIPA were synthesized as previously
published.">'* NHS-NODA-GA ester was obtained at
CheMatech.

Absolute anhydrous ethanol, sodium acetate trihydrate
(TraceSelect grade), and citrate monohydrate trisodium salt
were purchased at VWR. BSA (bovine serum albumin) and
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) were purchased from
Sigma. The protease inhibitor cocktail, HEPES base, HEPES
potassium salt, and sodium chloride were obtained from
Merck. 0.9% NaCl for injection was obtained from Aguettan.
The water used was produced with a Gradient Milli-Q_system
from Millipore, with an 18.2 MQ.cm resistivity.

The HPLC system used was composed of a control module
Waters 600, a quaternary pump Waters 600, a 487 UV Waters
detector, a Waters fraction collector III, and Empower pro
1154 software.

Copper-64 dichloride in 0.1 M hydrochloric acid was
obtained from ARRONAX cyclotron (Saint-Herblain, France).
Radionuclide purity was determined by gamma spectrometry
using a DSPEC-JR-2.0 type 98-24B HPGE detector (Ametek),
and chemical purity was measured by ICP-OES using an iCAP
6500 DUO (Thermo Fisher Scientific).

The 5T33 murine multiple myeloma cell line was kindly
provided by Dr. H. Turner (Nuclear Medicine Service,
Fremantle Hospital, Western Australia) with the permission
of Dr. J. Radl (TNO Institute, Leiden, Netherlands).*

Conjugation. 9E7.4-NHS-DOTA, 9E7.4-p-SCN-Bn-
TE1PA, 9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA, 9E7.4-p-SCN-Bn-DOTA,
and 9E7.4-NHS-NODA-GA were obtained following a stand-
ard conjugation method. Nonfunctionalized TEIPA was
activated with SNHS as previously described.'” Briefly, p-
SCN-Bn-TE1PA (0.272 mg, 564 nmol, in HC1 0.1 M), SNHS-
TE1PA (0.283 mg, 553 nmol, in MES buffer), p-SCN-Bn-
DOTA (0.451 mg, 655 nmol, in DMF), NHS-DOTA ester
(0.334 mg, 439 nmol, in DMF), p-SCN-Bn-NOTA (0.189 mg,
337 nmol, in DMF), and NHS-NODA-GA ester (0.14 mg, 186
nmol, in DMF) were added to, respectively, 4.22 mg (28.1
nmol), 0.166 mg (1.11 nmol), 4.91 mg (32.5 nmol), 3.29 mg
(21.9 nmol), 2.53 mg (16.9 nmol), and 0.558 mg (3.72 nmol)
of 9E7.4 in carbonate buffer 0.3 M, pH 8.6. This led to a
BCA—antibody molar ratio of 20 for NHS-DOTA ester, p-
SCN-Bn-TE1PA, and p-SCN-Bn-NOTA, a molar ratio of 50
for NHS-NODA-GA ester, and 500 equiv for SNHS-TE1PA.
The solutions were stirred at room temperature overnight. The
excess of ligand was removed by gel filtration using sodium
acetate buffer, 0.1 M, pH 6, in order to avoid future antibody
buffer change. The concentration of immunoconjugates (in the
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Table 4. Quantities of Reagents Added for the Radiolabeling of 9E7.4-SNHS-TE1PA, 9E7.4-p-NCS-Bn-TE1PA, 9E7.4-NHS-
DOTA, 9E7.4-p-SCN-Bn-DOTA, 9E7.4-NHS-NODA-GA, and 9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA

%Cu-9E7.4-BCA
“CuCly

SNHS-TEIPA p-SCN-Bn-TE1PA

nmol of total Cu nmol of total Cu

2.5 M sodium 0.5 puL 6 uL 11 uL
acetate

Immunoconjugates 72.6 uL, 7.2 pug, 0.05 416 L, 1.5 mg, 10

nmol nmol nmol

1 mM EDTA 1 uL, 1 nmol S uL, 5 nmol

NHS-DOTA

0.5 uL, 1 MBq 0.05 49 uL, 147 MBq 18 115 uL, 188 MBq 7.5 2 uL, 3.3 MBq 0.5
nmol of total Cu

584 ul, 143 mg, 9.5 242 uL, 75 pg, 0.5

10 L, 10 nmol

p-SCN-Bn-DOTA NHS-NODA-GA p-SCN-Bn-NOTA

S uL, 5.64 MBq 0.12 40 uL, 67 MBq 1.73

nmol of total Cu nmol of total Cu nmol of total Cu

1 uL 0.5 uL 4 uL

11 uL, 0.02 mg, 0.12 300 L, 0.7 mg, 4.67

nmol nmol nmol

1 pL, 1 nmol 1 uL, 1 nmol 1 uL, 1 nmol

final product) was assessed by UV—vis spectrophotometry
using a NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). The
immunoconjugates were analyzed with an HPLC system to
check their purity and the absence of aggregated antibodies
(Supporting Information 4). Chelate-to-antibody ratio was
evaluated as described in the Radiolabeling section.

Radiolabeling. **CuCl, solution was added to 2.5 M
sodium acetate to neutralize hydrochloride ions and maintain a
pH close to 6. Immunoconjugates were added to a known
amount of *Cu in solution, in order to obtain a copper-to-
antibody molar ratio close to 1 (0.8 to 1.2). The mixture was
incubated at 40 °C during 30 min. Then, a calculated volume
of 1 mM EDTA was added to the radiolabeling solution
(EDTA final concentration: 0.01 mM) to complex eventual
free **Cu(II). The mixture was stirred at room temperature
during 5 min. The quantities of each reagent added for the
radiolabeling of ®'Cu-9E7.4-SNHS-TE1PA, **Cu-9E7.4-p-
SCN-Bn-TE1PA, ®*Cu-9E7.4-NHS-DOTA, **Cu-9E7.4-p-
SCN-Bn-DOTA, *Cu-9E7.4-NHS-NODA-GA, and “Cu-
9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA are listed in Table 4.

To evaluate the radiochemical purity, 2 uL of the
radiolabeling solution was taken out and deposited on an
instant thin layer chromatography plate (Agilent Technolo-
gies). The ITLC was developed over 10 cm using 0.1 M
sodium citrate buffer (pH 4.5). The plate was then removed
from the solvent and exposed 5 min on a storage phosphor
plate, which was revealed using a radiometric phosphor imager
Cyclone Plus (PerkinFlmer) and analyzed with the Optiquant
software to obtain a radiochromatogram. In these conditions,
the radioimmunoconjugate stays at the bottom (Rf. 0) while
the **Cu-EDTA migrates at the top of the plate (Rf. 1). The
chelate per antibody number was evaluated using the same
method but with a modification of the copper-to-antibody
ratio (increased to S and 10). After radiolabeling, the chelate
per antibody number was evaluated by the following formula:
chelate-to-antibody number = nmol of added copper X % of
the radioactivity fixed on the antibody (radioactivity at Rf O to
total radioactivity on the chromatography plate)/nmol anti-
body added. Pictures of the radiochromatograms can be found
in Supporting Information S.

In Vivo Studies. Animal Model. The C57BL/KaLwRij
female mice were purchased from Envigo and housed under
conventional conditions at the Experimental Therapeutic Unit
animal facility (SFR Frangois Bonamy, IRS-UN, University of
Nantes, license number: C44278). Experiments were approved
by the local ethic committee (imaging reference: 00143.01)
and by the Department of Research (biodistribution reference:
2016072014351657). The mice were 18 weeks old (for 9E7.4-
NHS-DOTA), 11 weeks old (for 9E7.4-p-SCN-NOTA), and
10 to 23 weeks old (for 9E7.4-p-SCN-Bn-TE1PA) and
received a subcutaneous graft of 1 million of 5T33 cells in

each paw, 10 days prior the biodistribution studies. These are
from a transplantable murine myeloma cell line which
expresses the CD138 antigen targeted by 9E7.4 mAb. This
allowed the development of subcutaneous tumors on mice,
sizes S to 10 mm, on one or both paws.

Biodistribution. Each grafted mouse was injected in the tail
vein with 130 pL of **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA (12
animals) or 100 L of *Cu-9E7.4-NHS-DOTA (11 animals)
and **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA, corresponding to 83 to
105 pg (see Biodistribution results section) of radiolabeled
immunoconjugates. Activity injected per mouse was 8.3 + 0.6
MBq for **Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA, 9.2 MBq for *Cu-
9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA, and 12.8 + 0.2 MBq for the **Cu-
9E7.4-NHS-DOTA. For each group, four mice were sacrificed
at 2, 24, and 48 h post-injection (PI), except for the group at
48 h injected with **Cu-9E7.4-NHS-DOTA and with *Cu-
9E7.4-p-SCN-Bn-NOTA (three mice each). Blood and organs
were collected in order to weigh and count them using a
Wallac 1480 Wizard gamma counter (PerkinElmer). The
CPMs were decay-corrected and converted in Bq using the
comparison with fouir diluted standard samples of the injected
dose that are counted at the same time. For each tissue and
organ, the activity was expressed in the percentage of the
injected dose per gram.

Immunoreactivity. An immunoreactivity test was per-
formed on each radiolabeled immunoconjugate. NHS-
activated magnetic beads (Thermo Fisher Scientific) were
previously conjugated with a customized CD138-like peptide
produced by Genecust, using the protocol given by Thermo
Fisher Scientific. The final concentration of the conjugated
beads was 10 mg/mL in PBS. 20 uL of the bead suspension
(0.2 mg) was added to 1 pmol of purified radiolabeled
antibodies. A solution of 0.1% BSA in PBS was then added, up
to a final volume of 150 uL. This mixture was incubated at 37
°C during 2 h. Supernatants containing nonreactive radio-
labeled antibodies and magnetic beads were collected
separately, using a magnetic rack (MagRack, GE Healthcare).
The radioactivity in each fraction was assessed using a gamma
counter. The immunoreactivity was obtained by calculating the
percentage for the number of CPM (counts per minute) of the
beads compared to the total activity (beads and supernatant).

Metabolic Study. For each biodistribution time, for both
#Cu-9E7.4-p-SCN-Bn-TEIPA and **Cu-9E7.4-NHS-DOTA,
two hepatic lobes from two of the sacrificed mice were
collected, pooled, and treated in order to separate the
precipitate of proteins from the surpernatant containing the
radioimmunocenjugates and its metabolites. The method used
was based on a protocol described by Bass et al.'” and adapted
by Frindel et al.'> The hepatic lobes were washed out with
0.9% NaCl at 4 °C and put in a 15 mL Falcon tube containing
a 65:35 ethanol/ammonium acetate 0.1 M mixture with 100
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Développement de nouveaux radiopharmaceutiques a base de cuivre-64 pour

application théranostique en cancérologie

Mots clés : cuivre-64, imagerie phénotypique,

Résumé : La théranostique est une approche
innovante reposant sur la combinaison de la
thérapie et des outils diagnostiques afin
d’adapter au mieux le traitement a chaque
patient. En oncologie, elle permet de tenir
compte des particularités des tumeurs,
notamment de leur expression phénotypique.
Dans ce domaine, les techniques d’imagerie
telle la tomographie par émission de positons
(TEP) et ses dérivés sont ainsi
particulierement intéressantes.

La premiére partie de ce mémoire expose les
principes et intéréts de la TEP, de I'imagerie
phénotypique et de limmuno-TEP. Elle se
concentre principalement sur 'un des isotopes
utilisés, le cuivre-64, et décrit comment ses
propriétés physiques et chimiques ainsi que

ligand bifonctionnel, TEP, myélome multiple

son métabolisme in vivo influencent
I'élaboration de radiopharmaceutiques
destinés a une application en imagerie.

La deuxiéme partie détaille une étude in vitro
d’'un nouveau ligand du cuivre, le TE1PA,
dans un modeéle d’anticorps monoclonal, le
9E7.4. Le TE1PA est comparé a plusieurs
ligands commerciaux utilisés pour I'imagerie
au %Cu.

La troisieme partie décrit les résultats d’'une
étude comparative entre le TE1PA et deux
ligands commerciaux, le NOTA et le DOTA,
dans un modeéle murin de greffe syngénique
de myélome multiple. Elle met ainsi en avant
les qualités du TE1PA pour I'imagerie au 84Cu,
notamment sa meilleure stabilité in vivo par
rapport aux ligands actuellement disponibles.

Developing new radiopharmaceutics using copper-64 for theranostic applications in

oncology.

Keywords: copper-64, phenotypic imaging,
myeloma

Abstract: Theranostic is a new, innovative
approach combining therapy and diagnosis to
adjust more precisely treatment for each
patient. It is notably useful in oncology,
allowing to take into account tumor’s
specificities, like their phenotypic expression.
In this field, imaging technics like positron
emission tomography (PET) and its
derivatives are especially interesting for
theranostic approach.

The first part of this thesis exposes principles
and usefulness of PET, phenotypic imaging
and immune-PET. We focus on copper-64,
one of the most used radionuclides in this
context, and describe how its physical and
chemical properties as well as its in vivo

bifunctional chelating agent, PET, multiple

metabolism impact the development of
radiopharmaceutics for imaging.

In a second time, we report an in vitro study of
a new bifunctional chelating agent (BCA) for
copper, the TE1PA, wusing the 9E7.4
monoclonal antibody. TE1PA has been
investigated in comparison with other BCA
commercially available and used for 64Cu
imaging.

Finally, the last part describes a comparative
study between TE1PA and two commercial
BCA (DOTA and NOTA), in a murine model of
syngeneic multiple myeloma. The results
confirm the usefulness of TE1PA for #4Cu, with
an emphasis on its excellent stability in vivo.



