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Ar : Aromatique

ARN : Acide RiboNucléique

A, : activité spécifique

Bg : bécquerel

Bn : benzyle

BSA : Bovin Serum Albumin

cal : Calorie

CCM : Chromatographie sur couche mince
CE : Capture électronique

Cl : Conversion interne

Da : Dalton

DIPE : Ether diisopropylique

DIBAC : Dibenzoazacyclooctyne
DMF : N,N-diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxyde



DOTA : Acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique
DTPA : Acide diéthylénetriaminepentacétique

DTT : Dithiothréitol

e : électron

EBR : Effet Biologique Relatif

EDCI : 1-Ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide

EDTA : acide éthylénediaminetétraacétique

ESI : lonisation par Electronébulisation

ET : Etat de Transition

eV : électronVolt

Fab : Fragment d’anticorps

FDG : [*®F]fluoro-déoxyglucose

FIR : Fraction ImmunoRéactive

Gly-Gly : Glycylglycine

Gy : Gray

HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
HPLC : Chromatographie Liquide Haute Performance

HSAB : Hard and Soft Acids and Basis

Hz : Hertz

ICP — AES : Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Spectroscopy
ICP — MS : Inductively Coupled Plasma — Mass Spectroscopy

Ig : Immunoglobuline

IgG : Immunoglobine G



IMPY : 6-iodo-2-(4’-diméthylamino)phénylimidazo[1,2-a]pyridine

IR : Infra Rouge

ITLC-SG : Instant Thin Layer Chromatography-Silica Gel

K222 : Kryptofix K222

LNH : Lymphome Non Hodgkinien

mAb : Anticorps monoclonal

MABG : MetaAstatoBenzylGuanidine

mCPBA : Acide métachloroperbenzoique

Me : méthyle

MeOH : Méthanol

MES : acide 2-(N-morpholino)éthanosulfonique

MOPS : acide 3-morpholino-1-propanesulfonique

n : nombre d’expériences

NCS : N-chlorosuccinimide

NHS : N-hydroxysuccinimide

NIS : N-iodosuccinimique

NOTA : Acide 1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacétique

NTA : Acide 2,2’,2"”-nitrilotriacétique

Ox : oxydant

PBS : Tampon Phosphate Salin

PEEK : PolyEtherEtherKetone

pH : Potentiel Hydrogéene

ppm : partie par million



PSMA : Prostate-Specific Membrane Antigen

Rdt : Rendement

RIT : RadiolmmunoThérapie

RIV : Radiothérapie Interne Vectorisée

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

ROS : Reactive Oxygen Species

RRC : Rendement RadioChimique

RX : Rayon X

SAB : Astatobenzoate de succinimidyle

SAGMB : 3-astato-4-guanidinométhylbenzoate de N-succinimilyle
SAPC : 5-astato-3-pyridinecarboxylate de N-succinimidyle
SAPS : N-(4-astatophénéthyl)succinimate de N-succinimidyle
SIB : lodobenzoate de succinimidyle

SnAr : Substitution nucléophile aromatique

SeAr : Substitution électrophile aromatique

ScFv : Single-chain variable Fragment

T.A. : Température Ambiante

TCEP : Tris(2-carboxyéthyl)phosphine

TDM : Tomo-DensitoMétrie

TEL : Transfert d’Energie Linéique

TEMP : Tomographie par Emission Monophotonique
TEMPO : (2,2,6,6-tétraméthylpipéridin-1-yl)oxy

TEP : Tomographie par Emission de Positons



TFA : Acide Trifluoroacétique

TfOH : Acide Triflique

TsOH : Acide paratoluenesulfonique

Tris : 2-amino-2-hydroxyméthylpropane-1,3-diol

t1/2 : Temps de demi-vie

UV : Ultra-Violet

VSEPR : Valence Shell Electron Pair Repulsion



Introduction Bibliographique



|. La vectorisation immunologique au service de la médecine
nucléaire

Il'y a plus d’un siecle, Paul Ehrlich établit le concept de « magic bullet », qui consiste a traiter
une maladie par l'association d’un agent thérapeutique avec une molécule capable de cibler
spécifiquement la pathologie. Ce concept a inspiré le principe de la vectorisation, qui repose sur
I'utilisation de médicaments radioactifs, appelés radiopharmaceutiques et qui peut étre utilisée a des
fins diagnostiques ou thérapeutiques. Ces médicaments sont dans certains cas composés uniquement
d’un radionucléide qui est capable de s’acheminer de lui-méme jusqu’a sa cible. L'iode en est le parfait
exemple, car il s"accumule naturellement dans la thyroide. Cette propriété a pu étre exploitée dans le
cadre de pathologies liées a cet organe pour I'établissement d’un diagnostic (iode-123), ainsi qu’a des
fins de traitement (iode-131). Cependant, la plupart des radionucléides requierent d’étre liés a une
molécule vectrice afin d’atteindre leur cible. De nombreux types de vecteurs ont fait I'objet d’études.
Certaines recherches sont portées sur des vecteurs de type colloides®. D’autres sur I'utilisation de
peptides capables de reconnaitre des récepteurs présents a la surface de cellules tumorales?. Dans
cette catégorie, la somatostatine et ses dérivés ont largement été étudiés. Un autre axe se base sur
I"accélération de I'activité des cellules cancéreuses qui entraine une surconsommation de certaines
molécules, telles que des acides aminés ou encore le glucose. C'est pourquoi ils sont apparus comme
des vecteurs potentiels. La [*!C]méthylméthionine est un aminoacide utilisé pour le diagnostic®. Mais
le plus répandu de tous les traceurs a ce jour est un dérivé du glucose, le [®F]fluoro-déoxyglucose

([*®F]FDG).

La vectorisation immunologique s’intéresse aux vecteurs issus du systéme immunitaire,
comme les anticorps. Leur capacité a reconnaitre des récepteurs surexprimés a la surface des cellules
cancéreuses en font des candidats de choix pour l'imagerie et la thérapie vectorisée. Les
développements technologiques, la création de nouveaux vecteurs immunologiques toujours plus
adaptés et I'amélioration des procédures pour leur administration a permis |'optimisation des

traitements ainsi que I'obtention d’images de meilleure résolution.

Pour que le radiopharmaceutique soit le plus efficace possible, il se doit d’étre capable de se
fixer de facon trés précise sur la tumeur ou I'organe cible afin de visualiser ou de traiter la pathologie
tout en limitant au maximum l'irradiation sur les tissus sains. Dans I'objectif de se rapprocher au plus

d’une efficacité optimale, le choix du couple vecteur/radionucléide est primordial.



[.1. Le choix du radionucléide

Afin qu’un radionucléide soit jugé d’'intérét potentiel pour la médecine nucléaire, il doit remplir
un certain nombre de critéeres. Tout d’abord son temps de demi-vie, c’est-a-dire le temps au bout
duquel la moitié de ses noyaux s’est désintégrée, doit étre suffisamment long afin de permettre la
préparation du radiopharmaceutique, son injection et son acheminement jusqu’a sa cible, mais
également suffisamment court pour éviter 'irradiation des tissus sains sur le long terme. La nature du
noyau formé suite a la désintégration (appelé noyau fils), doit de préférence étre stable afin d’assurer
une meilleure radioprotection. La demi-vie du radionucléide doit étre également adaptée a la demi-
vie du vecteur. Si un vecteur a une pharmacocinétique lente, on lui préferera des radionucléides aux
temps de demi-vie plus long. Un dernier critére est sa disponibilité. Il doit étre facilement accessible
afin de permettre une application en routine. Si un radionucléide remplit tous ces critéres, son

utilisation dépendra de son mode de désintégration. En effet, il en existe plusieurs sortes (figure 1) :

Les rayonnements vy :

Ce sont des ondes électromagnétiques produites lors de la désexcitation d’un noyau radioactif.
D’énergies pouvant varier entre quelques keV et plusieurs MeV, ce sont ceux de plus basse énergies
qui sont intéressants en médecine nucléaire. lls sont également extrémement pénétrants et ne

peuvent étre stoppés que par des matériaux trés épais ou denses, tels que le plomb.

Les rayonnements *:

Ces rayonnements correspondent a I'émission d’une particule *, également appelée positon,
qui est I'antiparticule de I'électron, c’est-a-dire qu’elle possede la méme masse et le méme spin que
ce dernier, mais une charge opposée. Les particules 3* émises lors de la désintégration du noyau
s’annihilent lorsqu’elles rencontrent un électron libre ou faiblement lié, provoquant I’émission de deux

rayonnements y de directions opposées et d’'une énergie de 511 keV chacun.

Les rayonnements 3" :

Les particules B~ possedent la méme masse et la méme charge qu’un électron. Ce rayonnement
est tres peu pénétrant, pouvant aller de quelques centaines de micrometres a quelques millimétres
seulement, et des matériaux denses fins, tels qu’une feuille d’aluminium, suffisent a I'arréter. L’énergie
d’ionisation de ces particules augmente au fur et a mesure de sa trajectoire, qui est rectiligne dans un

premier temps, puis devient aléatoire.



Les rayonnements o :

Les particules o correspondent & des noyaux d’hélium (3He). Ce type de radioactivité est
observé principalement chez les atomes lourds. Les rayonnements sont trés peu pénétrants, allant de
quelques dizaines a une centaine de micromeétres, mais leur énergie d’ionisation est encore plus

importante que pour les particules (4 a 10 MeV).

L’émission par électron Auger :

Deux phénomeénes peuvent résulter de I'émission d’un électron Auger. Le premier est la
capture électronique (CE), qui correspond a la capture d’un électron périphérique par le noyau de
I’atome. Le second est la conversion interne (Cl) qui se produit lorsqu’un excées d’énergie du noyau est
transmis a un électron périphérique, entrainant son expulsion. Suite a ces deux phénomenes, le
cortége électronique se réarrange, émettant alors un électron Auger ou des rayons X. Ces émetteurs

sont extrémement peu pénétrants.

y

e Auger =

Figure 1. Les différents types d’émissions radioactives.

Afin d’utiliser la radioactivité dans le cadre de la médecine nucléaire, il convient d’associer le
bon type d’émission a I'application souhaitée. Les émissions trés peu pénétrantes et fortement
ionisantes sont utilisées a des fins thérapeutiques en thérapie interne. On retrouve dans cette
catégorie les émetteurs -, a et les électrons Auger. La forte énergie de ces émissions peut provoquer,
entre autre, la cassure de brins d’ADN (simple cassure dans le cas des rayonnements B et double
cassure dans le cas des rayonnements a et des électrons Auger), dont I'accumulation peut entrainer la
mort des cellules. A ces effets directs s’ajoutent des effets indirects des rayonnements ionisants,
principalement médiés par la radiolyse de I'eau présente dans les cellules, engendrant des espéces
oxydantes également délétéres pour la survie cellulaire. Les émetteurs 37, étant les plus pénétrants, et
ayant une énergie d’ionisation plus grande au fur et a mesure qu’ils s’éloignent, ils sont utilisés pour le

traitement de tumeurs plus volumineuses. Les particules alpha sont beaucoup moins pénétrantes,
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mais plus fortement ionisantes. Elles ont alors un transfert d’énergie linéique (TEL)? bien plus élevé
(TEL compris entre 0,1 et 1 keV/um pour les particules B contre 50-230 keV/um pour les o). Ces
particules sont plus adaptées pour le traitement de petites tumeurs isolées. Quant aux électrons
Auger, ils possedent une énergie d’ionisation parfois trés faible, mais leur faible taux de pénétration
leur confére un TEL trés élevé (4 3 26 keV/um?). Cependant, cela limite leur utilisation a des cas ou le

radionucléide peut étre acheminé au plus proche de I'ADN présent dans le noyau de la cellule.

Pour I'imagerie, les émetteurs y de faibles énergies et 3 sont utilisés. Leur basse énergie et
leur fort taux de pénétration permet de les détecter a I'aide d’appareils depuis I'extérieur du patient,
en limitant I'impact sur les tissus de I’organisme, permettant de visualiser I'emplacement des tumeurs.
Une premiere technique pour visualiser les rayonnements y est la scintigraphie. Elle repose sur
I'utilisation de gamma-caméras, également appelées caméra de scintillation et permet d’obtenir une
image en deux dimensions. Reposant sur le méme principe, la tomographie par émission
monophotonique (TEMP) a ensuite vu le jour. La caméra effectue une rotation autour du patient,
permettant d’obtenir des images en trois dimensions. Les énergies d’émissions y en TEMP sont

généralement comprises entre 100 et 400 keV.

Une troisieme technique d’imagerie existe, la tomographie par émission de positons (TEP).
Celle-ci est basée sur les photons y émis lors de I'annihilation des rayonnements 3*. En effet, ils sont
de faibles énergies (511 keV) et sont orientés de fagon opposée. lls peuvent alors étre détectés par
une couronne de détection autour du patient. La détection simultanée de deux photons par deux
détecteurs diamétralement opposés permet de localiser I'emplacement de la tumeur. La résolution de
I'image obtenue est d’autant meilleure que I'énergie émise par le positon est faible, car le trajet

parcouru par la particule avant son annihilation avec un électron sera plus court.

De nombreux radionucléides ont été investigués pour les différentes applications (tableau 1).
L'un des premiers a avoir été utilisé en médecine nucléaire est I'iode-131, pour le traitement du cancer

de la thyroide. On peut également citer le fluor-18, aujourd’hui largement utilisé en imagerie TEP.

2@ Le transfert d’énergie linéique correspond a I'énergie transférée par une particule ionisante traversant la
matiére par unité de distance. Elle est exprimée en keV/um
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Tableau 1. Exemples de radionucléides d’intéréts pour la médecine nucléaire.

Radionucléide Type d’émission Emax (MeV) Application
Technétium-99m 6,01 h Y 0,14 Scintigraphie
lode-123 13,2 h Y 0,16 Scintigraphie
Fluor-18 1,83 h B* 0,63 TEP
Cuivre-64 12,7 h B* 0,65 TEP
lode-131 8,02] B 0,61 Thérapie
Lutétium-177 6,65 j B 0,50 Thérapie
Yttrium-90 64,1 h B 2,3 Thérapie
Bismuth-213 45,6 min o 8,4 Thérapie
Actinium-225 10,0 j o 51-5,8 Thérapie
Astate-211 7,2 h o 59-7,5 Thérapie
lode-125 59,4 e Auger 0,027 Thérapie

l.2. Les vecteurs immunologiques

Parmi les différents vecteurs utilisés pour la vectorisation, ceux issus du systéme immunitaire
font l'objet d’'un grand engouement et les anticorps correspondent aux protéines les plus

représentatives de cette catégorie.

1.2.1. Les anticorps

Les anticorps, ou immunoglobuline (Ig) sont des glycoprotéines produites par les plasmocytes
en réponse d’une infection par le systeme immunitaire des mammiferes. Lorsqu’un corps étranger
(bactérie, virus...) s’introduit dans I'organisme, les anticorps ont pour réle de le reconnaitre et de
déclencher la réaction immunitaire. Cette capacité a reconnaitre spécifiquement un agent pathogene
est ce qui a provoqué leur attractivité dans le domaine de la médecine vectorisée. |l existe différentes
classes d’anticorps, aux propriétés variables : les IgA, IgD, IgE, IgM, mais les plus abondantes et les plus

utilisées sont les IgG (figure 2).



— Domaine variable

— Domaine Constant

Figure 2. Schéma d’un anticorps. Les parties les plus claires représentent les zones de reconnaissances de I’anticorps (notées
V), et les parties les plus foncées sont les zones constantes (notées C). Le bleu correspond aux chaines lourdes (notées H) et le
vert aux chaines légéres (notées L).

En forme de Y, ils sont composés de deux chaines lourdes d’environ 50 kDa et deux chaines
légéres d’environ 25 kDa reliées entre elles par des ponts disulfures. L'extrémité des chaines légeres
est la zone de reconnaissance. C'est cette partie qui est capable de reconnaitre spécifiqguement une
protéine présente a la surface d’un agent pathogene nommée antigéne. Elle varie suivant I'antigéne
ciblé, c’est pourquoi elle est également appelée zone variable. Le reste de |'anticorps représente la

zone constante et est responsable de I'action immunitaire qui vise a détruire I'agent pathogéne.

Il est possible de produire des anticorps spécifiques d’un antigéne voulu en laboratoire. La
technique utilisée de nos jours a été élaborée par Kholer et Milstein en 1975°. Elle consiste a injecter
I'antigéne d’intérét a une souris afin de déclencher une réponse immunitaire. Les plasmocytes
sécrétant les anticorps dirigés contre I'antigéne injecté sont alors prélevés, puis fusionnés avec des
cellules tumorales immortelles, a savoir des cellules myélomateuses. On obtient alors des hybridomes,
qui ont hérité du plasmocyte leur capacité a produire I'anticorps spécifique, et de la cellule tumorale
celle de proliférer plus rapidement et indéfiniment. Ces hybridomes sont par la suite isolés et leur

culture permet I'obtention d’un seul type d’anticorps, qu’on appelle anticorps monoclonal (mAb).

Le développement de cette méthode de production a permis I'émergence des anticorps dans
le domaine de la médecine, notamment pour la vectorisation. Cependant, ces protéines d’origine
murine peuvent provoquer des réactions immunitaires lorsqu’elles sont injectées a un étre humain, ce
qui limite alors leur efficacité. Cela a conduit a la création de nouvelles générations d’anticorps : les
anticorps chimériques, qui correspondent a des anticorps humains dont la zone variable a été

remplacée par leur homologue murin, puis les anticorps humanisés qui sont des anticorps humains



dont seules les parties hypervariables nécessaires a la reconnaissance de I’antigéne sont murines. Ces

anticorps réduisent considérablement la réponse immunitaire®.

1.2.2. Les vecteurs immunologiques dérivés des anticorps

Siles anticorps sont les vecteurs immunologiques les plus utilisés en médecine nucléaire, ils ne
sont pas parfaits. En effet, leur grande taille leur confére une pharmacocinétique lente, les rendant
inadaptés a la vectorisation de radionucléides de temps de demi-vie plus courts. En oncologie
nucléaire, I'action qui consiste a détruire la cellule réside dans le radionucléide. Par conséquent, la
zone constante de I'anticorps n’est pas nécessaire. La supprimer permet alors d’obtenir des vecteurs
plus petits qui circulent plus rapidement dans I'organisme, limitant la dose regue par les tissus sains.

De plus, ils pénetrent plus facilement dans les tumeurs.

Il est possible de fragmenter les anticorps par des techniques de digestion enzymatique, ou
par rupture des ponts disulfures par 'utilisation de réducteurs tels que le dithiotréitol (figure 3). Cela

permet I'obtention de fragments que I'on appelle Fab, Fab’ ou encore F(ab)’».
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Figure 3. Création de fragments d’anticorps.

L'ingénierie des anticorps ne s’est pas arrétée la, et par un jeu de fragmentation et de
recombinaison, de nombreux autres vecteurs ont vu le jour. Il est notamment possible d’isoler les
parties variables des anticorps et de les recombiner ensemble. On obtient ce qu’on appelle un
fragment ScFv. lls peuvent étre utilisés tels quels, ou associés a d’autres fragments de régions variables

ou constantes pour former de nouveaux vecteurs (figure 4).



Minibody Nanobody ScFv Diabody Tribody Tetrabody
(= 75 kDa) (= 15 kDa) (~ 30 kDa) (~ 60 kDa) (~ 90 kDa) (= 120 kDa)

Figure 4. Exemples de vecteurs immunologiques issus de I’ingénierie des anticorps.

Cependant leur plus petite taille accélére leur évacuation de I’organisme et la dose a la tumeur
est alors diminuée. Leur affinité pour I'antigéne peut également étre diminuée par rapport aux

anticorps dans le cas des vecteurs qui possedent un nombre réduit de zones de reconnaissance.

I.3. Le ciblage tumoral

Lorsqu’un vecteur immunologique est injecté dans |'organisme, I'efficacité de son ciblage
dépend de plusieurs facteurs, notamment liés a I'antigéne ciblé. Plus ce dernier sera exprimé en
guantités importantes a la surface de la tumeur, plus I'anticorps aura de sites auxquels il pourra se
fixer, augmentant |'efficacité du traitement dans le cas thérapeutique et la résolution de I'image dans
le cas de I'imagerie. Le ciblage est d’autant plus efficace que le radiopharmaceutique posséde une
activité molaire (An) importante®. Idéalement, I’antigéne visé ne se trouve que sur les tumeurs, ce qui
est le cas pour ceux résultants de la mutation créée par les cancers. Cependant, ces mutations sont
spécifiques a chaque individu. Si créer un anticorps spécifique pour chaque patient serait la solution
dans la théorie, cela n’est pas réalisable en pratique. C'est pourquoi les antigénes qui sont visés seront
communs a un plus grand nombre d’individus. lls sont présents également a la surface de cellules

saines, mais sont surexprimés dans le cas des cellules tumorales.

Concretement, lorsqu’il s’agit d’administrer un traitement vectorisé a un patient, deux

possibilités existent : le ciblage direct ou le pré-ciblage (figure 5).

bActivité par mole d’une molécule radiomarquée exprimée en Bg/mol
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Figure 5. Principe de vectorisation d’un radionucléide avec un anticorps.

1.3.1. Le ciblage direct

Le ciblage direct, ou ciblage en un temps, est une méthode qui consiste a injecter le
radionucléide préalablement lié a son vecteur. Elle est la plus simple a mettre en ceuvre car elle ne
nécessite qu’une seule injection. Le radiopharmaceutique est alors injecté en intratumoral, ou par voie
intraveineuse. Cependant, les tissus sains sont irradiés pendant la circulation du radiopharmaceutique
dans le sang, notamment dans le cadre de la thérapie. Ce phénomeéne est d’autant plus important que
le vecteur est de grande taille, avec une pharmacocinétique lente, comme c’est le cas pour les

anticorps. Afin de pallier ce probleme, des méthodes de pré-ciblages ont été développées.

1.3.2 Le pré-ciblage

Le pré-ciblage est une méthode d’injection du radiopharmaceutique en deux, voire trois
temps’. Elle consiste & injecter dans une premiére étape le vecteur préalablement couplé a un nouveau
site capable d’interagir in vivo avec une petite molécule porteuse du radionucléide d’intérét. Cette
petite molécule est injectée dans un second temps lorsque le vecteur s’est accumulé a la tumeur et
gue le taux de vecteur circulant encore dans I'organisme a suffisamment décru. La petite taille de la
molécule radiomarquée lui permet de circuler rapidement jusqu’au vecteur, ce qui limite l'irradiation
sur les tissus sains dans le cadre de la thérapie et permet d’obtenir plus rapidement une image avec
une résolution satisfaisante dans le cadre de I'imagerie. De plus, les molécules non liées avec le vecteur
sont de la méme maniere rapidement éliminée de I'organisme. Le pré-ciblage permet également

d’utiliser des radionucléides de temps de demi-vie plus courts, qui seraient en temps normal
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incompatibles avec la pharmacocinétique du vecteur, en particulier lorsqu’il s’agit d’'un anticorps.

Plusieurs systémes de pré-ciblage ont été mis au point®° :

- Le systéme avidine/biotine ou streptavidine/biotine, qui consiste a préalablement modifier le vecteur
avec une avidine, une streptavidine ou une biotine, puis la molécule complémentaire radiomarquée

est injectée dans un second temps®.

- Le systéme anticorps bispécifique/hapténe, qui utilise un anticorps dont une zone de reconnaissance
est spécifique de l'antigéne ciblé tandis que l'autre est spécifique de I’'hapténe radiomarqué.
Initialement utilisé avec des hapténes monovalents, aujourd’hui ce systéme est plus répandu avec des
haptenes bivalents qui ont montré une meilleure efficacité du ciblage, ce qui lui a valu le nom de

technique AES (Affinity Enhancement System)*Z.

- La méthode des oligonucléotides® complémentaires qui repose sur leur forte interaction et qui a
I’avantage de ne pas provoquer de réaction immunitaire. Les fragments d’ADN et d’ARN natifs étant
sensibles aux nucléases qui peuvent entrainer leur dégradation in vivo, des oligomeéres synthétiques,
les oligoméres phosphorodiamidates morpholino (MORFs), ou des acides peptidiques nucléiques

(PNAs) sont utilisés2.

- La chimie click qui fait appel a des fonctions non présentes sur les molécules issues du vivant.
Certaines de ces réactions sont dites bio-orthogonales, c’est-a-dire qu’elles peuvent s’opérer
rapidement in vivo, d’ou le fort intérét qu’elles suscitent pour le pré-ciblage. Une des réactions les plus
fréquentes est la réaction de Diels-Alder a demande inverse (IEDDA) utilisant le systéme

transcycloocténe/tétrazine®3.

l.4. Utilisation des anticorps en radioimmunothérapie et en imagerie

Le développement d’'une méthode de production d’anticorps monoclonaux au milieu des
années 1970s a été le véritable point de départ de I’étude des anticorps en radioimmunothérapie (RIT)
et en imagerie. L'ingénierie qui en a découlée a permis de créer des vecteurs toujours plus efficaces
avec les anticorps chimériques et humanisés, ainsi que le développement de vecteurs plus petits avec
les fragments d’anticorps. Les nouvelles techniques de pré-ciblages ont conduit a 'amélioration de
I’efficacité thérapeutique ainsi que le temps nécessaire a I'obtention d’'images de bonne résolution.

Malgré les nombreuses études a leur sujet, trés peu d’anticorps radiomarqués sont utilisés de fagon

‘Courts fragments d’ADN ou d’ARN
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routiniere en clinique. Cependant, beaucoup font I'objet d’une recherche active et bon nombre

d’essais cliniques aboutissent a des résultats prometteurs.

1.4.1. Les anticorps en imagerie

L'imagerie avec les anticorps a tout d’abord débuté avec la scintigraphie et la TEMP. Couplés
a des radionucléides émetteurs y tels que le technétium-99m***>, I'indium-111?%'’, ou encore I'iode-
131819 le radiopharmaceutique permet de déterminer la zone ou se situe la tumeur. L'imagerie TEMP
est souvent couplée a une technique de tomo-densitométrie (TDM) afin d’obtenir une visualisation

anatomique et de pouvoir plus précisément situer la tumeur (figure 6).

40
Figure 6. Images TEMP/TDM d’une souris
‘ xénogreffée par une lignée cellulaire de cancer
gastrique AGS avec un anticorps anti-CDH17
radiomarqué a l'indium-111. En haut les images
coronaires. En bas les images transaxiales. Les
fleches blanches indiquent la tumeur. Image
publiée dans Annals of Nuclear Medicine.
Fujiwara, K. et al. 111In-labeled anti-cadherin17
antibody D2101 has potential as a noninvasive
imaging probe for diagnosing gastric cancer and
lymph-node metastasis. Ann. Nucl. Med. 34, 13—
23 (2020)20. Publication en libre acces sous les
termes de la licence Creative Commons CC BY
(lien vers la licence en annexe).

%ID/g

Dans le cadre d’une application en clinique, la TEMP est utilisée pour visualiser les tumeurs
afin de guider une opération chirurgicale. Cependant, bien que ce soit un moyen accessible et peu
co(teux, elle reste limitée par sa sensibilité et sa faible résolution. De plus, elle ne permet pas a I’heure
actuelle 'accés a des mesures quantitatives?t. C’est principalement pour cette derniére raison que
I'immuno-TEP (figure 7) a été favorisée afin de pouvoir réaliser des études de pré-thérapie. En effet,
chaque patient est unique et la médecine d’aujourd’hui s’applique a utiliser le traitement le mieux
adapté a un patient donné. L'immuno-TEP rentre parfaitement dans cette optique car elle permet de
déterminer quel patient pourra répondre a un traitement en RIT, mais aussi de prédire I'impact de ce
méme traitement sur les cibles et les tissus sains par quantification de la répartition de I'activité in vivo
et par des calculs dosimétriques. Il sera ainsi possible d’adapter la dose a délivrer au patient. Pour cela,
le radiopharmaceutique utilisé pour I'imagerie TEP et le traitement en RIT doit avoir une

biodistribution similaire et le radionucléide doit avoir des propriétés chimiques proches. On parle alors
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d’une approche théranostique. Cette technique d’imagerie a fait I'objet de nombreuses études

précliniques et cliniques et permet I'imagerie de plusieurs pathologies?2.

De nombreux radionucléides peuvent étre utilisés en immuno-TEP. L'iode-124 (t;2 = 100 h) et
le zirconium-89 (t12 = 78,4 h) possedent un temps de demi-vie suffisamment long pour étre compatible
avec la demi-vie biologique des anticorps. Le pré-ciblage a notamment permis l'utilisation de
radionucléides de temps de demi-vie plus courts avec les anticorps, comme le fluor-18 (t1> = 1,83 h)

ou le gallium-68 (ti2 = 1,13 h)%,

Figure 7. Immuno-TEP d’un patient diagnostiqué atteint du
carcinome médullaire thyroidien métastatique. Les fléches
rouges représentent un foyer considéré pathologique. Les
images ont été réalisées par une méthode de pré-ciblage
utilisant I'anticorps trivalent bispécifique TF2 anti-CEA-anti-
histamine-succinyl-glycine et I’haptene bivalent histamine-
succinyl-glycine IMP288 radiomarqué au gallium-68. Image
publiée dans Journal of Nuclear Medicine. Bodet-Milin, C. et
al., Immuno-PET Using Anticarcinoembryonic Antigen
Bispecific Antibody and 68Ga-Labeled Peptide in Metastatic
Medullary Thyroid Carcinoma: Clinical Optimization of the
Pretargeting Parameters in a First-in-Human, J. Nucl. Med.
57, 1505-1511 (2016) © SNMMI?4,

1.4.2. Les anticorps en RIT

La RIT est aujourd’hui considérée comme un traitement prometteur. Appliquée plus
récemment dans le domaine des maladies infectieuses®>?¢, c’est en cancérologie qu’elle est la plus
utilisée, seule ou en complément d’un autre traitement?’. Cependant, seules des études menées sur
les lymphomes non hodgkinien (LNH) a cellules B ont abouti a I'approbation de deux médicaments
dédiés a la RIT ciblant I'antigéne CD20 : I'3!|-tositumomab et I’°°Y-ibritumomab tiuxetan. Le premier a
été retiré de la vente tandis que le deuxiéme peut étre utilisé en clinique pour le traitement du
lymphome folliculaire dans le cas de rechute, de maladie réfractaire ou comme renforcement du

traitement aprés une chimiothérapie?®=° (figure 8).
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*Y-ibritumomab 207 119 ;ﬂeii:;‘fzsl;d']v pour le traitement du lymphome folliculaire dans une
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o 754 Median PFS = 1y rituximab, puis ont recu soit une injection d’°Y-
= 8-y PFS =22% ibritumomab  tiuxetan comme  traitement de
= consolidation (courbe jaune), soit aucun traitement
a 504 supplémentaire comme contréle (courbe bleu). Image
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= Clinical Oncology (2020). Tout droit
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Des études cliniques allant jusqu’a la phase Il pour le traitement d’autres types de LNH avec ce

t31,32

méme médicamen , ou avec des anticorps anti-CD2233 ont données des résultats prometteurs.

La RIT peut étre opérée par une seule injection du radiopharmaceutique, mais également par
injection fractionnée qui permet de cumuler une plus grande dose a la tumeur et ainsi améliore
I'efficacité du traitement3*3%>. On peut notamment citer les essais cliniques de phase Il menés par
Tagawa et al qui utilisent I'anticorps humanisé J591 anti-PSMA radiomarqué au lutétium-177 pour le
traitement du cancer de la prostate®*°, L’injection fractionnée a permis d’injecter 14 % d’activité
supplémentaire par rapport a une injection seule, ce qui s’est accompagné d’une meilleure efficacité

du traitement avec une moyenne de survie qui passe de 21,8 a 45,3 mois.

La limite principale de I'utilisation des anticorps en RIT est leur grande taille qui induit une
pharmacocinétique lente. Leur efficacité est alors particulierement limitée dans le cas de tumeurs
solides macroscopiques, qui demandent une dose proche de la toxicité pour obtenir un effet
antitumoral satisfaisant. Cette barriére peut étre levée grace aux techniques de pré-ciblage®. Le
systeme AES utilisant les anticorps bispécifiques avec des haptenes bivalents radiomarqués est
particulierement prometteur et a été longuement étudié dans des essais cliniques, notamment sur le
carcinome médullaire de la thyroide®'. Une étude de phase Il menée par Salaun et al a montré que le
traitement de cette pathologie par une méthode de pré-ciblage permettait le contréle de la maladie
pour 76 % des patients, avec une médiane de survie sans progression de 13,6 mois et une survie globale

de 43,9 mois*?.

Jusqu’a présent seuls deux émetteurs 37, ont été approuvés pour une utilisation en RIT : I'iode-
131 et I'yttrium-90. D’autres émetteurs B~ sont en pleine émergence, tels que le lutétium-177.
Cependant, les émetteurs a semblent plus appropriés pour le traitement des cancers hématologiques,
des maladies résiduelles ou des tumeurs micrométastatiques de par leur haut TEL et leur faible taux

de pénétration qui entrainent une forte destruction des cellules tumorales tout en limitant la toxicité
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sur les tissus sains. Récemment, le premier émetteur alpha, le radium-223 a été cliniquement validé
pour le traitement de lésions osseuses (Xofigo) et de nombreux autres émetteurs o font encore
aujourd’hui I'objet d’études précliniques et cliniques®. Parmi eux figure I'astate-211, souvent cité

comme 'un des plus prometteurs pour la RIT-a de par ses propriétés physiques.
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Il. L'astate-211, un choix prometteur pour la thérapie alpha
vectorisée

L’astate est découvert en 1940 par Corson et al. Lors du bombardement d’une cible de
bismuth-209 avec des particules alpha accélérées a 32 MeV*. Il s’agit du 85° élément du tableau
périodique, faisant de lui le plus lourd des halogénes (détroné depuis par le tennesse découvert en
2010). Ses 32 isotopes connus possédent un nombre de nucléons variant entre 191 et 223 et sont tous
radioactifs, ce qui fait de I'astate un radioélément. Ses isotopes sont tous de courte demi-vie allant de
guelques millisecondes a quelques heures, les plus stables étant I'astate-210 (ti2 = 8,1 h), suivi de
I'astate-211 (ti12 = 7,2 h), puis de I'astate-209 (ti» = 5,4 h). C’est de cette caractéristique que lui vient
son nom, qui vient du grec astatos (a.otatog), ce qui signifie « instable ». De ce fait, il est difficile de
travailler avec cet élément et c’est pourquoi ses caractéristiques chimiques sont encore tres
méconnues aujourd’hui. Il est présent en trés petites quantités dans la cro(te terrestre, de I'ordre de
guelques milligrammes a quelques grammes selon différentes estimations, ce qui en fait I'élément

naturel le plus rare sur Terre.

Malgré les difficultés pour I'étudier, I'astate suscite un grand intérét pour la médecine
nucléaire. Parmi les isotopes d’intérét, I'astate-211 est le plus étudié. En effet, ses propriétés en font

un excellent candidat pour la radiothérapie interne vectorisée.

Il.1. Propriétés physiques de |'astate-211

L’astate-211 posséde une période de 7,2 h, ce qui n’est ni trop long, ni trop court pour une
application en médecine nucléaire. Il décroit suivant deux branches. Il peut soit se désintégrer en
bismuth-207 avec 42 % de probabilité par émission d’une particule o d’'une énergie de 5,9 MeV. Le
bismuth-207 n’est pas stable, et possede un temps de demi-vie de 32,9 ans et décroit par capture
électronique (CE) en plomb-207, stable. D’autre part, I'astate-211 a 58 % de probabilité de se
désintégrer en polonium-211, qui décroit presque instantanément (ti2 = 516 ms) en plomb-207 par

I’émission d’une particule o d’une énergie de 7,5 MeV (figure 9).
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Figure 9. Schéma de décroissance de I'astate-211.

Ainsi, chaque désintégration de I'astate-211 produit directement ou indirectement une

particule o, ce qui en fait un candidat idéal pour la radiothérapie interne vectorisée (RIV).

Dans le cadre de la RIV, il est important que les noyaux fils issus de la désintégration de 'astate-
211 ne générent aucun probléme. En effet, le bismuth-207 et le polonium-211 créés peuvent se
détacher du vecteur. D’un c6té, le bismuth-207 s’accumule dans le foie et les reins. Cependant, la
radiotoxicité qu’il engendre reste trés faible en raison de son long temps de demi-vie (ti/2 = 39,2 ans).
Atitre d’exemple, lors de I'injection de 347 MBq d’astate-211, ce qui est la plus haute dose administrée
a un humain a ce jour, une quantité négligeable de 310 kBq de bismuth-207 est produite. De I'autre
cOté, le polonium-211 a quant a lui un temps de demi-vie extrémement court. Les particules o émises
lors de sa désintégration se trouvent alors dans un environnement proche de la création du
radioisotope, limitant les risques de toxicité sur les tissus alentours. Cependant, sa légere diffusion
diminue la dose totale de particule o délivrée a la cible. Une étude menée par Palm et al démontre

que la dose absorbée est divisée par deux dans leur modéle de cellules disséminées®.

Lors de sa désintégration en polonium-211, I'astate émet des rayons X avec des énergies
comprises entre 76 et 93 keV. Ces derniers peuvent étre mesurés avec un détecteur gamma, ce qui
permet de déterminer une activité. lls peuvent également étre utilisés en imagerie TEMP afin de

faciliter le suivit in vivo de I'astate-211%47,
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[I.2. Méthodes de production de I'astate-211

11.2.1. Bombardement d’une cible de bismuth-209 par des particules alpha

L’astate-211 ne fait pas parti des isotopes existant a I'état naturel. Il est produit en cyclotron
par bombardement d’une cible de Bismuth-209 par des particules alpha suivant la réaction nucléaire

suivante :
209Bj(qt, 2n)?1At

Afin de produire de I'astate-211, le faisceau de particule alpha dirigé sur la cible de bismuth
doit avoir une énergie comprise entre 21 et 40 MeV, la section efficace maximale étant a 31 MeV.
Cependant, cette énergie conduit également a la formation d’astate-210, qui se désintégre en
polonium-210, émetteur alpha trés radiotoxique pour la moelle osseuse, avec un long temps de demi-
vie (t12 = 138 ans). Par conséquent, il faut éviter de former cet isotope pour une application en RIV.
C’est pourquoi les tirs d’irradiation se font entre 25 et 28 MeV afin de limiter la formation de ce
radionucléide a un taux acceptable (ratio 2'°At/?'!At autour de 10%) tout en préservant un bon
rendement®. Une troisiéme réaction est possible lors de I'irradiation de la cible de bismuth. En effet,
a partir de 26,7 MeV, on observe la formation de polonium-210. Cependant, le former lors de
Iirradiation n’est pas un probleme car il est facilement éliminé lors de I'étape de purification de

I'astate® (figure 10).
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Figure 10. Sections efficaces des réactions possibles lors de I'irradiation du bismuth-209%0.

Une fois l'irradiation terminée, la cible est composée d’astate, mais également de bismuth et
de polonium qu’il convient de retirer afin d’obtenir le radionucléide le plus pur possible. Il existe a ce

jour deux méthodes de purification de I'astate : la voie seéche par distillation ou la voie humide par
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dissolution de la cible suivit soit d’'une extraction liquide/liquide, soit d’une purification sur colonne de

tellure ou plus récemment par 'utilisation de résines préfiltres.

11.2.1.1. Purification par voie séche

La cible est placée dans un four et chauffée a des températures comprises entre 650 et 900 °C
ce qui fait passer I'astate a I'état gazeux (Tebuiition = 337 °C). Il est récupéré par un flux de gaz (azote ou
argon), puis est mis en solution par barbotage dans le solvant voulu ou directement dans le milieu
réactionnel du radiomarquage®:, ou alors par condensation dans un tube en PolyEtherEtherKetone
(PEEK) refroidi par de la carboglace, puis dissous dans le solvant adéquat®?. L’astate est obtenu en
solution aqueuse (généralement du sulfite de sodium ou de I’hydroxyde de sodium), ou en solvant
organique (méthanol, chloroforme ou acétonitrile). Le procédé de distillation prend une trentaine de

minutes avec des rendements d’environ 80 %.

11.2.1.2. Purification par voie humide
La cible est tout d’abord dissoute avec de I'acide concentré, tels que I'acide chlorhydrique,
I'acide perchlorydrique ou encore l'acide nitrique. Trois méthodes de purifications sont ensuite

appliquées :

- Extraction liquide/liquide : L’excés d’acide est évaporé et le résidu contenant I'astate et le bismuth

est dissous en milieu acide, puis I'astate est extrait avec un solvant organique (éther diisopropylique
(DIPE)®3, éther butylique®*, dodécane® ou méthylisobutylcétone®®>?). L’astate est ainsi obtenu en 1h15
en solution avec des rendements autour de 90 % et une bonne pureté radiochimique. Cependant, le
choix du solvant dans lequel le radioisotope est obtenu est limité a ceux cités précédemment. Une
version automatisée a récemment été mise au point, avec des rendements aux alentours de 79 % et

une bonne reproductibilité®s,

- Purification sur colonne de tellure® : Aprés la dissolution de la cible en acide nitrique concentrg, la

solution est introduite sur une colonne de tellure et la purification se fait par I'élution successive d’une
solution d’acide chlorhydrique, puis de I'eau, et I'astate est finalement récupéré dans une solution
d’hydroxyde de sodium avec un rendement entre 79 et 88 % et une haute pureté. Une version semi-

automatisée a également été mise au point, augmentant les rendements jusqu’a 97 % en 90 minutes.

- Purification sur résines préfiltres®® : La cible dissoute en HNOs est traitée avec de I’hydroxyde de

sodium, de l'acide chlorhydrique concentré et NH,OH.HCl avant d’étre chargée sur la résine. La
purification se fait par élution successives d’acide chlorhydrique, de NH,OH.HCl et d’eau et I'astate-

211 est finalement récupéré en hydroxyde de sodium. Les rendements de cette procédure sur des
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larges cibles sont de 55 % en un temps inférieur a 1h30 avec une haute pureté radiochimique (aucune

trace de bismuth détectée en ICP-AES).

11.2.2. Les générateurs d’astate-211

Une autre facon d’obtenir de I'astate-211 est a partir du radon-211 par capture électronique.
Quelques exemples dans la littérature font mention d’un générateur? 2*Rn/?*'At6¥%, |’avantage d’un
tel générateur réside dans la demi-vie plus longue du radon-211 (ti/; = 14,6 h) comparé a I'astate-211,
ce qui peut faciliter la distribution de ce dernier sur des sites plus éloignés que le lieu de production.
Cependant I'accés au radon-211 reste tres limité en raison de la rareté des accélérateurs nécessaires

pour le produire. Par conséquent, ces méthodes ne sont encore qu’a un stade exploratoire.

Il. 3. Propriétés chimiques de 'astate

Les propriétés chimiques de I'astate ne sont pas encore tres bien connues, en raison de
nombreux facteurs, le premier d’entre eux étant I'absence d’isotope stable. De plus, les quantités
produites sont de I'ordre du nanogramme dans les meilleurs cas. Les méthodes spectroscopiques
utilisées classiqguement en chimie, telles que la spectrométrie de masse, la résonnance magnétique
nucléaire (RMN), les spectroscopies ultra-violets (UV), infrarouge (IR) ou rayons X (RX), ne peuvent pas
étre utilisées avec d’aussi faibles quantités. S’ajoute a cela le fait qu’il sera toujours présent a I'état de
trace en solution (concentration inférieure a 10'° mol/L), étant en concurrence avec les impuretés
présentes dans le milieu. Enfin, son étude nécessite un accélérateur de particules possédant les
caractéristiques nécessaires a sa production, et il en existe pour le moment tres peu dans le monde.
C’est pourquoi un nombre limité de laboratoire ont I'opportunité de travailler sur |'astate. En dépit de

toutes ces limites, un certain nombre de caractéristiques ont pu étre établies.

L’astate faisant parti des halogenes, il posséde une réactivité similaire aux autres membres de
la famille, en particulier I'iode, son plus proche élément. Cependant il differe de ces derniers en de
nombreux points. Il posséde notamment des propriétés métalliques qui le rendent apte a former des
complexes. Il posséde donc une dualité halogéne/métal. Ces différences ne s’arrétent pas la et elles

peuvent s’expliquer par les effets relativistes auxquels I'astate est soumis.

11.3.1. Les effets relativistes et leurs influences sur les propriétés de I'astate

Lorsque I'on regarde les propriétés de certains éléments chimiques parmi les plus lourds, des

anomalies apparaissent. La couleur de I'or, qui n’a pas un aspect grisé similaire aux autres métaux, ou

4 Un générateur est un systéme contenant un radionucléide pére de celui d’intérét. Ce dernier pourra étre
récupéré la plupart du temps par un systeme d’élution.
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encore le fait que le mercure soit le seul métal liquide a température ambiante et a pression
atmosphérique. Ces différences peuvent s’expliquer par les effets relativistes. Ces effets surviennent
lorsque les atomes ont un numéro atomique Z important, ce qui va influer sur la vitesse de leurs
électrons. La vitesse moyenne des électrons d’un atome (v, ) rapportée a la vitesse de la lumiere ¢

(137,036 u.a.) peut étre calculée avec la relation suivante :

Or, la masse d’un électron est dépendant de sa vitesse, comme l'indique la relation :

Avec m la masse de I'électron au repos et v la vitesse de I'électron. Plus Z augmente, plus la
vitesse des électrons augmente. Dans le cas des atomes lourds, comme |’astate, cette vitesse devient
non négligeable par rapport a la vitesse de la lumiére, et la masse de I'électron devient alors
significativement différente de sa masse au repos. Cela a une influence, notamment au niveau des
orbitales qui ont alors leur g¢ométrie modifiée. Cela s’explique mathématiquement avec les équations

suivantes :

3ag eff _  Amgh

ry= —— =
n=37 T = 122m,e?

Avec (r) le rayon moyen des orbitales, &, la permittivité du vide h la constante de Dirac, e la
charge réduite, m, la masse de I'électron et a, le rayon de Bohr correspondant a la longueur séparant
I’électron du proton. On constate que si m, augmente, la valeur de a, diminue et par conséquent, le
rayon moyen des orbitales diminue, ce qui se traduit par leur contraction. On constate donc que
lorsqu’il s’agit d’étudier les éléments lourds, la mécanique moléculaire classique qui néglige la vitesse
des électrons par rapport a celle de la lumiere n’est pas adaptée et il faut faire appel a la mécanique

guantique relativiste.

Parmi tous les effets relativistes connus, il en est un qui semble avoir une grande influence sur
I'astate : le couplage spin-orbite®®8, |l correspond & linteraction entre le moment cinétique

intrinseque d’une particule (le spin), dans notre cas d’un électron, et son mouvement. On peut alors

définir le moment cinétique totalftel que :

~
Il
o~
+
Ly
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Avec L le moment angulaire de la particule et S son spin. Dans le cas de I'électron, le spin est
égal a £ 1/2. Si on prend pour exemple les orbitales p, le nombre quantique de moment angulaire [ est
égal a 1. Les orbitales de méme nombre principal et secondaire sont initialement au méme niveau
d’énergie. Du fait du couplage spin-orbite, certaines orbitales ont un nombre quantique angulaire total

égal a soit 1/2 soit 3/2, avec une énergie différente. C'est ce qu’on appelle la levée de dégénérescence.

Le couplage spin-orbite a un impact sur de nombreuses propriétés, telles que
I’électronégativité de I'atome, sa réactivité, sa structure ou encore la nature des liaisons qu’il pourra
former. Il est notamment responsable des propriétés métalliques de I'astate, bien qu’il appartienne a
la famille des halogénes. Ce comportement est expliqué en 2013 par Hermann et al, qui a l'aide de
calculs théoriques, justifient cet aspect par l'influence du couplage spin-orbite bien plus marqué

’ ’e 69 12 SR . . .
gu’avec son plus proche homologue, I'iode®. A I'état condensé, I'astate aurait une structure cristalline

cubique face centrée.

Dans certains cas, des propriétés peuvent étre influencées par des effets relativistes qui ne
dépendent pas du spin de I'électron. On les appelle les effets relativistes scalaires. C’'est le cas
notamment de la géométrie des composés de types XF; (X = Cl, Br, |, At) dans lesquels on observe une
différence entre |'astate et les autres halogenes. Si CIFs, BrFs et IF; adoptent uniguement une symétrie
en forme de T (Cy) d(i a I'effet pseudo-Jahn-Teller®’?, I'astate semble pouvoir également adopter une

géométrie planaire (Dan), avec une énergie entre ces deux formes proches (AE = 3,2 kJ/mol) (figure 11).
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Figure 11. Géométries Cy, et Dsp.

Sergentu et al ont démontré la trés faible influence du couplage spin-orbite sur la géométrie
adoptée par le composé AtFs’2. Les effets relativistes scalaires, additionnés a la corrélation
électronique (interaction entre les électrons dans un systéeme quantique) suffisent a expliquer la

différence de symétrie entre I'astate et les autres halogenes par inhibition de I'effet pseudo-Jahn-Teller

¢ L'effet Jahn-Teller décrit la distorsion géométrique de molécules en raison de leur configuration électronique.
L'effet pseudo-Jahn-Teller est une extension de ce théoreme qui inclue les états excités dans I'interaction entre
les états électroniques et vibrationnels (couplage vibronique) d’une particule’®.
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de la géométrie Dsn. De plus, cette observation peut étre expliquée par la simple théorie VSEPR. Dans
une géométrie Cy, les doublets non liants se situent en position équatoriale, alors que dans le systeme
D, ils sont en position axiale. Il apparait que plus I’'halogéne est gros, plus ses doublets non liants ont
tendance a passer de la position équatoriale a la position axiale pour limiter la répulsion induite par

ces derniers’.

11.3.2. L'apport de la chimie théorique dans I’étude de I'astate

Afin d’étudier I'astate, les méthodes expérimentales sont souvent couplées a des études
théoriques. Comme les électrons de |'astate sont soumis a des effets relativistes, ces derniers sont
donc a prendre en compte lors de I'étude théorique de cet élément. Des méthodes de calculs ont ainsi
été développées®®’#7>, || convient parmi toutes ces méthodes de les associer de facon a se rapprocher
au plus de la réalité. A titre d’exemple, de nombreuses études ont été réalisées pour déterminer
I'affinité électronique de l'astate, c’est-a-dire I'énergie gagnée lorsque I'atome neutre obtient un
électron, formant ainsi I'anion correspondant. Suivant les calculs théoriques employés et les effets
relativistes pris en compte, les valeurs obtenues varient de 2,210 & 3,183 eV®"7584 Sj les calculs
théoriques permettent de donner une idée de certaines propriétés, il est toujours préférable de les
comparer avec des résultats expérimentaux. Ce n’est que récemment que I'affinité électronique de

I'astate a été mesurée de cette facon avec une valeur de 2,416 eV®,

11.3.3. Nature des liaisons formées par I'astate

Les effets relativistes ont une grande influence sur la nature des liaisons formées par I'astate.
Le couplage spin-orbite a tendance a les affaiblir. Premieérement, Pilmé et al ont notamment montrés
gu’il diminue I'électronégativité de I’astate. Cela a pour conséquence de diminuer le caractére covalent
et de favoriser le transfert de charge des liaisons®. Ils observent notamment le cas de At-CHs, qui
développe ce type de liaison avec I'effet du couplage spin-orbite, alors que sans ce dernier, la liaison
serait de nature covalente, comme c’est le cas pour At-BH,. Cette différence de la nature de la liaison
expliquerait la plus grande stabilité observée pour les composés astatés liés a des atomes de bore
plutét qu’a des atomes de carbone. Deuxiemement, I'indice de liaison est également impacté par cet
effet spin-orbite, qui a tendance a le diminuer légerement. Ce point a été démontré a plusieurs reprise
lors d’études de composés de type At-X (X = F, Cl, Br, I, At)®”8, Pech et al démontrent également que

le couplage spin-orbite augmente les longueurs de liaisons de ces complexes.

Un autre type de liaison investigué est la liaison halogéne. Elle est employée dans plusieurs
domaines, tels que I'organocatalyse, la chimie médicale, ou encore I'ingénierie crystalline. La définition

IUPAC indique qu’il s’agit d’'une interaction entre une région électrophile associée a un atome halogéné
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au sein d’une molécule et d’une région nucléophile d’une autre ou de la méme molécule®.
Classiquement, ce type de liaison peut étre noté R-X----B, ol R est un groupement lié a X, X I'halogene

agissant comme le donneur de liaison halogéne et B le site nucléophile accepteur (figure 12).

Trou o

Figure 12. Potentiel électrostatique moléculaire de Atl. Les valeurs négatives sont représentées en rouge et les valeurs
positives en bleu.

Image modifiée a partir de celle de Graton, J. et al., Phys. Chem. Chem. Phys. 20, 29616—29624 (2018)°° avec la permission
des sociétés propriétaires de Physical Chemistry Chemical Physics. Autorisation transmise via Copyright Center Clearance, Inc.

La région avec un potentiel électrostatique moléculaire positif située au sommet de I’'halogene,
dans I'axe de la liaison R-X est appelé trou c°1. C’est cette zone électrophile caractéristique des liaisons
halogenes qui est capable d’interagir avec les espéces riches en électrons. La force de ces liaisons
dépend de ce parameétre, directement impacté par la polarisabilité de I'halogene et de la capacité du
groupement R a attirer les électrons. En effet, il a été montré avec l'iode, le brome, le chlore et dans
une moindre mesure le fluor, que plus I'halogéne est polarisable, plus la valeur du trou-c augmente,
ce qui renforce le caractére donneur®. Les liaisons halogénes formées ont alors une énergie plus
grande dans l'ordre suivant : F < Cl < Br < |. Par conséquent, la logique voudrait que |’astate soit

I’halogéne qui possede le meilleur caractere donneur.

Cependant des études menées par Julien Pilmé et Nicolas Galland montrent un résultat
contraire. En étudiant une série de dihalogénes XY (X, Y = F, Cl, Br, |, At) et se servant de 'ammoniac
comme base de Lewis, ils observent que At, forme des liaisons halogénes moins fortes que 1,°. Des
résultats similaires sont obtenus par I'étude de la force des liaisons halogénes formées entre Y3C-X
(Y=F, Cl, Br, I, At et X = |, At) et un halogénure, avec I5C-l formant des liaisons plus fortes que AtsC-
At%3, Un autre laboratoire observe le méme résultat, avec une série CI-X (X = Cl, Br, |, At) avec pour
base 'ammoniac®. Ces résultats s’expliquent par I'action du couplage spin-orbite trés marqué, qui
conduit a de nombreuses modifications. Il contribue notamment a augmenter les longueurs des
liaisons mises en jeu. Il diminue également le transfert de charge le long de ces liaisons. Il diminue
également « I'aplatissement polaire ». C’'est un phénomeéne qui rend compte de la répartition de la
densité électronique autour d’un atome lié. Les électrons s’accumulent autour de I'atome dans les
directions perpendiculaires a la liaison, et il y a un affaiblissement de la densité dans la région en

prolongation de la liaison. Tout cela conduit a une accumulation de la charge sur |'astate, ce qui affaiblit
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le trou-c. Par conséquent, cela diminue son caractere électrophile, et donc sa capacité a former des

liaisons halogénes.

Pourtant dans une étude réalisée sur Atl en combinaison avec une variété de base, c’est bien
I’astate et non I'iode qui agit en tant que donneur de liaison halogéne®. Cette particularité a pu étre
prédite a I'aide de calculs théoriques prenant bien en compte le couplage spin-orbite et vérifiée
expérimentalement par I'étude des coefficients de distribution (D) de la radioactivité liée a I'astate
entre la phase aqueuse dans laquelle Atl est soluble-et la phase organique dans laquelle la base est
soluble. Les caleuls théoriques ont démontré que la zone électrophile sur I'astate est bien plus forte
que le trou-c de l'iode. Les complexes formés IAt----B sont systématiquement plus stables que les
complexes Atl----B (différence d’au moins 10 kJ/mol). De plus, la comparaison des constantes de
complexation démontre que Atl a une plus grande interaction avec les bases étudiées que |,, cela
confirme que l'astate est bien I'atome donneur de liaison halogéne. Afin de former des liaisons
halogénes plus fortes, il est envisagé de pouvoir utiliser des espéces de type AtCl ou AtBr®. Cependant
leur faible zone de prédominance en fonction du pH et du poetentiel redox les rend peu attractifs. Un
autre moyen d’augmenter la stabilité des liaisons est de faire varier la base. Récemment Liu et al ont

reportés la liaison halogéne la plus stable avec le systéme IAt--- OPBu;%°.

Si les halogénes peuvent agir en tant qu’électrophiles dans la formation de liaisons halogénes,
ils peuvent également agir en tant que nucléophiles dans la formation de liaisons hydrogenes. C'est
pourquoi des études théoriques comparatives ont été menées pour connaitre quel caractére serait
prédominant dans le cas ol les deux types de liaison sont possibles. Galland et al ont étudié le systéme
AtOH----B (B = NH3, NCH, N;) et constatent que I'effet spin-orbite de 'astate a également une influence
sur ses atomes voisins. En effet, I'énergie de la liaison hydrogéne formée est diminuée jusqu’a 19 %,
ce qui correspond a une diminution plus grande que pour les liaisons halogenes, qui pourtant
impliquent I'astate directement?. ’astate favoriserait donc la formation de liaisons halogénes par
rapport aux liaisons hydrogenes. Ces résultats sont confirmés par d’autres études, notamment celle
menée par Li et al qui utilisent un systéme de type halogénobenzene CsHsX  NH;% (avec X =-€l, Br, |,
At) et démontrent que plus I’'halogéne est lourd, plus la liaison halogéne sera favorisée par rapport a
la liaison hydrogéne. Dans leur systéeme, uniquement des liaisons halogénes sont formées lorsque X =

| ou At.
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11.3.4. Les différentes espéces chimiques de I’astate

Le diagramme de Pourbaix de I'astate en milieu aqueux non complexant a été établi par le
groupe de radiochimie a Subatech en utilisant des méthodes a la fois expérimentales et

computationnelles® (figure 13).
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Figure 13. Diagramme de Pourbaix de I'astate en milieu non complexant (298 K, pression atmosphérique),

Ce diagramme met en évidence trois états d’oxydations de I'astate : I'état —I, I'état +| et I’état
+1II. Si ce sont les états les plus répandus, ce ne sont pas les seuls connus de I'astate, et I'on trouve

également dans la littérature les états 0, +V et +VIl sous certaines conditions expérimentales!%102,

- L’état —I| : Une seule espece de I'astate correspond a cet état : At". Son existence a longtemps été
supposée par analogie avec les autres halogénes. Elle a récemment pu étre prouvée par
électromobilité!®, Cette forme est stable sur une large zone de pH en milieu réducteur. Elle est
obtenue en présence d’un réducteur tel que SO5 ou le dithiothréitol. A I'image de I, elle réagit comme

un nucléophile, ou comme un ligand de type base molle.

- L’état 0 : Il s’agit de la forme d’astate obtenue aprés distillation de la cible de bismuth. Si ce degré

d’oxydation a été parfois supposé exister sous la forme d’At,, cela semble statistiquement improbable
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étant donné le degré de dilution dans lequel I’astate est obtenu. La forme radicalaire quant a elle serait
trop réactive pour persister dans le milieu. Des calculs DFT permettant I'analyse précise de la
répartition des électrons de valence autour de I'atome d’astate ont récemment montrés que ce degré
d’oxydation est retrouvé dans des composés de types AtX, AtX, (X = Br, 1) et méme dans le composé

trihalogéné tertiaire le plus lourd possible IAtBr 104,

- L’état +| : Cet état d’oxydation est obtenu en présence d’oxydants comme la chloramine T, ou la N-
iodiosuccinimide sous les formes d’AtO” en milieu alcalin, et d’At* en milieu acide. At* est largement
utilisée dans les radiomarquages par voie électrophile de la méme facon que son homologue iodé de
par son caractére d’électrophile faible. En revanche, il possede également un comportement
métallique similaire a Ag*. Il agit comme un acide mou et selon la théorie HSAB établie par Pearson”%,

il est capable de former des complexes avec des ligands de type base molle®®.

- ’état +lll : De nombreuses formes ont été supposées pour cet état d’oxydation, qu’elles soient
anioniques (AtOXy, AtXy), neutres (OAtX, At(OH)s, At(OH)X,, AtXs) ou cationiques (AtO*, AtSO.",
AtCrO.*). Cependant, seulement trois ont été formellement identifiées : AtO*, AtO(OH) et AtO(OH);".
En raison de sa charge négative, I'espéce AtO(OH), a longtemps été confondue avec At et ce n’est que
récemment gqu’elle a été mise en évidence®. AtO* posséde un comportement métallique assimilable 3
un acide légérement moins mou qu’At*®®. Cette espéce a donné lieu a plusieurs travaux de recherche
par rapport a son comportement qui differe selon qu’une réaction soit menée en phase gazeuse ou en
solution. La solvatation joue un réle important dans ces résultats. AtO* peut former des clusters avec
jusgu’a six molécules d’eau. Plus AtO* sera entouré d’eau, plus les effets relativistes vont jouer un role,

ce qui modifie sa configuration électronique et donc sa réactivité1%%1%7,

- Les états +V et +VIl : Bien que I'existence de ces états ait été supposée dans la littérature, elle n’a pas

été prouvée. L’état + V serait obtenu sous la forme AtOs” dans des conditions trés oxydantes (de S,0s*
ou |04 a chaud par exemple). Quant a I'état +VII, il existerait sous la forme AtO, et serait obtenu par

réaction avec du fluorure de xénon en présence de NaOH chaud.

Il.4. Propriétés biologiques de |'astate

L'astate-211 étant un émetteur alpha, il peut étre utilisé pour le traitement de petites tumeurs

isolées. Ses particules pénetrent sur environ 65 um, ce qui correspond au diamétre de 3 a 6 cellules.

fLa théorie HSAB établie que les bases et les acides peuvent étre répartis selon deux catégories dites molles ou
dures. La catégorie dure concerne les atomes de petite taille et peu polarisables. A I'inverse, la catégorie molle
concerne les atomes de plus grande taille, fortement polarisables. Les acides durs (AI**, Fe3*, Mg?*...), peu
électronégatifs, ont une plus grande affinité pour les bases dures (ROH, RNHz, CI"...), tandis que les acides mous
(Cd?, Ag*, Pd*...), fortement électronégatifs, s’associent avec les bases molles (RSH, RCN, I"...).
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De plus, son transfert d’énergie linéique (TEL) est extrémement élevé : 98,8 keV/um, ce qui est proche
de la valeur pour un effet biologique relatif (EBR) optimal (100 keV/um)%, Le traitement a I'aide de ce
radioisotope se révele donc trés prometteur, tant d’un point de vue efficacité pour le traitement de la

tumeur que pour sa capacité a irradier une zone trés restreinte.

De nombreuses études ont été menées afin de déterminer le devenir de I'astate libre dans
I'organisme, souvent comparées a l'iode radioactif. Des études de biodistribution menées sur des rats
et des souris ont montrées des similarités entre les deux éléments, avec une accumulation dans
I’estomac, ainsi que dans la thyroide, méme si elle est moins importante pour cet organe dans le cas
de I'astate. Ce dernier s’accumule aussi particulierement dans les tissus chargés en macrophages, tels

que les poumons, le foie, les reins et la rate!%-1!! (figure 14).
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Figure 14. Biodistribution de I'astate dans un modeéle de souris''2. *La masse de la thyroide a été estimée a 5 mg pour une
souris de 20 g.
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[I.5. Utilisation de I'astate-211 en thérapie alpha vectorisée

Les propriétés de l'astate-211 étant prometteuses, des études visant a amener ce
radionucléide en clinique ont été réalisées. Afin qu’il soit acheminé jusqu’a sa cible, I'astate-211 a dans

la vaste majorité des cas été couplé a une molécule vectrice.

11.5.1. Etudes in vitro

De nombreuses études in vitro ont été menées, que ce soit sur I'astate-211 seul afin de
comprendre |'action des particules a sur les cellules, ou bien sur des vecteurs radiomarqués a I'astate
afin d’évaluer la répartition de la radioactivité entre des cellules saines et des cellules cancéreuses

(microdosimétrie), ainsi que la cytotoxicité.

Une étude in vitro de I'astate-211 libre sur des cellules de fibroblaste humain menée par
Claesson en 2007 a montré que les particules a. émises par le radionucléide sont capables d’effectuer
une cassure de I’ADN dite « double brin », entrainant la mort de la cellule, avec une efficacité deux a

trois fois supérieure par rapport aux rayonnements y émit par du cobalt-60 ou aux rayons X3,

Quant aux études menées sur |'astate vectorisé, elles sont nombreuses!!4118

. On peut
notamment citer celle menée par Petrich et al qui ont utilisé des lignées leucémiques HL-60 et K-562
afin de comparer la cytotoxicité entre un anticorps anti-CD33 radiomarqué a I'astate-211 et couplé a
I’'ozogamicine, une molécule cytotoxique!'®. Dans des conditions comparables, I"anticorps couplé 3
I'ozogamicine a une cytotoxicité quasi-nulle similaire a I'anticorps non modifié, alors que celui

radiomarqué a I'astate peut conduire jusqu’a la mort de plus de 80 % des cellules HL-60 en 48 h, avec

une efficacité dépendant de I’An, et de la dose délivrée.

11.5.2. Etudes précliniques

L'affinité de I'astate libre pour la thyroide peut étre mise a profit dans le cadre des cancers
thyroidiens, a I'image de l'iode. Une étude menée sur des rats greffés avec des cellules K1-NIS ont
montrées que le traitement de I’astate par un réducteur (I'acide ascorbique) permet d’augmenter la
pureté radiochimique d’At, et d’avoir une meilleure fixation sur la thyroide, atteinte ou non du

120 K

cancer effet thérapeutique est dépendant de la dose injectée, mais est notable dés 0,1 MBq, avec

une diminution de la taille des tumeurs aprés 'injection, associée a une faible radiotoxicité?!,

La question de l'affinité de I'astate libre pour des tumeurs autres que celles des cancers
thyroidiens a été évoquée. Un des exemples a été rapporté par Brown et al, qui utilisent un modéle de
souris porteuses d’adénocarcinome rectal murin!?2, Le profil pharmacocinétique était identique a celui

des souris non greffées, ce qui a montré une absence d’affinité de I'astate pour la tumeur. Ces tests
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ont démontré I'importance de lier I'astate a une molécule vectrice afin qu’il soit acheminé jusqu’a la

cible.

Cependant il a été observé a de nombreuses reprises que méme si le radiopharmaceutique est
stable in vitro, la liaison entre I'astate et son vecteur peut dans certains cas se rompre in vivo
(déshalogénation), notamment lorsque le vecteur en question est de petite taille et est rapidement
métabolisé (cet aspect sera traité dans la partie Ill). L'astate peut alors aller s"accumuler dans les
différents organes cités cibles de I'astate libre, provoquant une toxicité non souhaitée. Une facon de
limiter cette accumulation est d’utiliser des agents bloquants qui occupant alors les sites sur lesquels
|’astate pourrait se fixer. Une étude sur des souris a montré que 'usage de perchlorate de sodium, de
thiocyanate de sodium ou encore d’iodure de sodium permettait de réduire significativement le
pourcentage de dose injectée dans la thyroide, I'estomac, les poumons et la rate!'?, Par exemple, 4 h
apres injection, le pourcentage de dose injectée a I'estomac passait de 16,98 + 6,94 % a 2,24 + 0,74 %

avec l'utilisation de perchlorate de sodium.

Le phénomene de désastatation peut étre limité suivant le systeme d’injection du
radiopharmaceutique, qui joue un role dans la rapidité de métabolisation du vecteur. On préférera
alors des injections dans des cavités au plus proche de la tumeur, qui sont par ailleurs plus adaptées a
la demi-vie biologique du radiopharmaceutique, par rapport aux administrations qui demanderaient
un long acheminement de ce dernier dans I'organisme jusqu’a la tumeur. De nombreux types de
vecteurs ont alors été expérimentés, que ce soit des anticorps'®'? des fragments d’anticorps type
F(ab’);!71%7, des diabodies'®, des peptides'?®, des octréotides'®, des nanobodies®' ou des

minibodies!*?.

En 2001, Andersson et al ont réalisé une étude comparative entre les particules o émises par
I'astate-211 et les rayonnements B~ émis par I'iode-131 liés a I'anticorps monoclonal MOv18 afin
d’évaluer leur efficacité thérapeutique sur un modéle de souris atteintes du cancer de I'ovaire (cellules
OVCAR-3)33, Six semaines aprés traitement, neuf souris sur dix traitées a I’astate-211 ne présentaient
plus de tumeurs microscopiques ou macroscopiques, contre 3 seulement pour celles traitées a I'iode-
131, démontrant la supériorité de I'astate-211. Plus récemment, Li et al ont comparé I'efficacité de
I'astate-211 et de [I'yttrium-90 (émetteur PB7) pour le traitement du sarcome synovial®*. Le
radionucléide lié a I'anticorps OTSA101 (anti-FZD10) a été injecté a des souris greffées avec des cellules
SYO-1. L'astate-211 s’est avéré étre une fois encore plus efficace, avec une suppression totale de
I’accroissement tumoral juste aprés injection de 50 pCi pour le traitement a I'astate-211 contre
plusieurs jours avant d’observer un effet avec I'yttrium-90. Cependant dans les deux cas, la reprise de

la croissance de la tumeur est observée dans les deux cas entre 17 a 20 jours apres injection.
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L'efficacité d’un traitement dépend de plusieurs facteurs. Tout d’abord, la dose injectée doit
étre suffisamment forte pour provoquer I'éradication des tumeurs. Cependant, une trop forte dose
peut conduire a des effets toxiques!®2. Il convient donc de trouver la meilleure activité pour garantir
un traitement optimal. De tels résultats ont pu étre obtenus a plusieurs reprises lors de |'utilisation du
trastuzumab radiomarqué a I'astate-211 pour le traitement du carcinome ovarien HER-2 positif dans
un modéle murin'®*3%, Une injection de 1 MBq ou moins suivant les études ont pu conduire a une
éradication totale des tumeurs. Afin de limiter la dose totale injectée en une seule fois, I'efficacité des
injections fractionnées a également été investiguée, parfois avec succes, comme dans I'étude menée
par Elggvist en 2010 qui étudie I'efficacité du traitement fractionné sur le cancer ovarien®®. Il utilise
pour cela des souris greffées avec la lignée cellulaire NIH:OVCAR-3 qu’il traite six semaines apres
greffage avec 400 kBq d’?'*At-MX35 F(ab’). Il répéte ensuite la dose jusqu’a six fois, chacune séparées
de sept jours. Il observe ensuite la présence de macro ou micro tumeurs, ou d’ascite huit semaines
apres le début de I'expérience. Un effet thérapeutique est observé au bout de trois injections. En effet,
la fraction d’animaux sans tumeur passe de 0,17 pour une injection unique a 0,39 pour trois injections,
et monte jusqu’a 0,67 pour six injections. Une étude sur le méme modele a été réalisée par Back et al
avec pour objectif de traiter des macro tumeurs par l'injection fractionnée d’?!At-MX35 F(ab’),'%. Ils
parviennent a éradiquer totalement les tumeurs, cependant les doses injectées sont proches de la

|étalité et diminuent la moyenne de survie sur le long-terme.

Un autre parameétre qui peut avoir son influence sur la qualité du traitement est la quantité
totale de vecteur injectée. En effet, rajouter du vecteur froid permet de diminuer I’An,. Or, des études
de modélisation ont montrées qu’une trop grande An pouvait affecter la pénétration du
radiopharmaceutique dans les tumeurs>>%4°_|| a plusieurs fois été observé que I'ajout d’anticorps non

radiomarqué a la solution de radiopharmaceutique peut améliorer I'efficacité du traitement3>142,

Des thérapies combinées existent également. Zhang et al ont notamment étudié la
combinaison d’un anticorps monoclonal 7G7/B6 radiomarqué a I'astate-211 avec un anticorps non
radiomarqué différent, le daclizumab pour le traitement de la leucémie dans un modéle murin*2, Ils
greffent des cellules-T humaines MET-1 a des souris et compare |’efficacité du traitement entre I'21!At-
7G7/B6, le daclizumab, et les deux combinés. lls ont observé qu’au bout de 94 jours apreés le début du

traitement, 91 % des souris avaient survécu avec le traitement combiné des deux anticorps, contre

moins de 50 % pour les traitements isolés.
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11.5.3. Essais cliniques

Malgré le succes de beaucoup d’essais précliniques, I'arrivée de I'astate-211 en clinique est
lente. Seulement deux essais de phase | ont été finalisés, et un essai de phase I/l est actuellement en

cours.

Le premier essai a été publié par Zalutsky en 2008 pour le traitement de tumeurs résiduelles

123,11 utilise I'anticorps chimérique ch81C6, spécifique de la

cérébrales apres traitement chirurgica
tenascine présente a la surface des cellules tumorales de type gliome. L'étude préclinique de cet
anticorps radiomarqué a I'astate-211 avait déja montré des résultats convainquant**4*, Afin d’éviter
I"accumulation de I'astate-211 dans la thyroide suite a la dissociation potentielle de I'astate-211 de son
vecteur in vivo, les 18 patients qui ont participés a I'’étude ont recu des doses d’iodure de potassium
et de cytomel (liothyronine sodique). lls ont également subi préalablement une résection chirurgicale,
une radiothérapie externe et une chimiothérapie conformément au traitement classique. Le
radiopharmaceutique a été injecté dans la cavité formée lors de la résection chirurgicale, avec une
dose comprise entre 71 et 347 MBq pour 10 mg d’anticorps. La biodistribution de I'anticorps a pu étre
suivie par y-caméra grace aux rayons X émis lors de la désintégration du polonium-211. Cette étude a
montré que le radiopharmaceutique restait principalement situé dans la cavité (entre 87 et 100 %),
trés peu passant dans le sang. Les résultats obtenus sont encourageants, avec une médiane de survie
qui a augmenté jusqu’a 54 semaines avec ce traitement, contre 31 semaines avec le traitement

classique. De plus, la limite de toxicité n’a pas été atteinte, ce qui montre que les doses utilisées ne

sont pas dangereuses pour le patient.

Le deuxiéme essai a été réalisé pour évaluer la dosimétrie du #!At-MX35 F(ab’), chez des

146-148 Cet anticorps est capable de cibler les cellules tumorales

patientes atteintes du cancer de I'ovaire
de ce type de cancer, et les études précliniques ont la encore donné des résultats encourageants. La
thyroide de certaines patientes a été bloquée par I'utilisation de perchlorate de sodium afin de limiter
I"accumulation de I'astate-211 dans cet organe. Le radiopharmaceutique est administré par infusion
intrapéritonéale d’un volume compris entre 1 et 2 L a une concentration comprise entre 22,4 et 101
MBq/L. La biodistribution a été suivie par y-caméra. Une concentration significative de I'activité dans
la thyroide a été observée chez les patientes pour lesquelles cet organe n’avait pas été bloqué. Aucune
autre accumulation dans d’autres organes n’a été observée et I'activité reste principalement dans
I'abdomen. Apres 12 ans de suivi, aucune toxicité liée au traitement radioactif n’a été observé. Cette
étude démontre donc que le radiopharmaceutique peut étre déposé efficacement a proximité des

micrométastases par injection intrapéritonéale, mais que plusieurs parametres nécessitent d’étre

investigués pour améliorer le traitement, notamment la dose injectée ou encore I'An,.
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L’essai clinique de phase I/Il actuellement en cours est réalisé au Fred Hutchinson Cancer
Research Center et est dédié au traitement de patients atteints de leucémie myéloide et de leucémie
lymphoblastique aigiie!®. Cet essai clinique utilise I'anticorps anti-CD45 BC8-B10 radiomarqué a
|'astate-211 et a pour objectif de déterminer la meilleure dose de cet anticorps a injecter aux patients,

ainsi que les effets secondaires. Aucun résultat n’a encore publié.

Ces études ont démontré l'intérét de I'utilisation de I'astate-211 en thérapie alpha vectorisée.
D’autres essais seraient souhaitables, mais sont en grande partie limité par la faible disponibilité de
I'astate-211. De plus, I'instabilité de la liaison entre I'astate et son vecteur représente une limite qu’il
convient de surmonter. C'est pourquoi de nombreuses méthodes de radiomarquage, d’abord sur des
petites molécules organiques, puis sur des protéines, ont été et sont toujours largement étudiées afin

d’obtenir la méthode la plus fiable et la plus efficace possible.
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lll. Chimie de radiomarquage a I'astate-211

[Il.1. Les méthodes actuelles de radiomarquage a I'astate-211

Devant l'intérét croissant de l'astate-211 pour la thérapie alpha vectorisée, il est devenu
nécessaire d’étudier la facon de le lier a des molécules biologiques d’intérét. La chimie de I'astate
n’étant pas bien connue du fait qu’il ne posséde aucun isotope stable, le développement de méthodes
de radiomarquage a été le plus souvent conduit par analogie avec la chimie des halogenes, plus
particulierement celle de I'iode, son élément chimique le plus proche. L'approche la plus classique
consiste a créer des liaisons carbone-astate. Cependant, plus I'halogene est lourd, plus I'énergie de

liaison carbone-halogene est faible (tableau 2).

Tableau 2. Energies de liaison carbone-halogéne (hydrogéne inclus pour comparaison)**° (ki/mol).

X Alkyle-X Phényle-X
H 399 460

F 444 523

a 339 398

Br 285 335

I 222 +12 268
At 163 + 12 197 + 20

Si la liaison carbone-astate formée est trop fragile, cela entraine une dissociation de I'astate in
vivo, rendant ainsi le radiopharmaceutique inactif en plus d’avoir une toxicité non désirée dans les
organes cibles de I'astate libre. C’'est pourquoi trés peu de travaux ont été réalisés sur les liaisons
alkyles-astates, dont I'énergie de liaison est trop faible pour une application biologique. Ils se sont
principalement limité & des études physiques et thermodynamiques!*®*>2, La liaison de I'astate a un
carbone sp?, majoritairement aromatique, a été plus largement investiguée, afin d’obtenir une stabilité
suffisante in vivo. Une autre approche est d’exploiter d’autres types de liaisons que la liaison carbone-
astate, permettant un accés a des composés potentiellement plus stables, a savoir des liaisons bore-
astate, métal-astate, ou encore utiliser les propriétés métalliques de I'astate pour le complexer a des
agents chélatants. Toutes ces méthodes de radiomarquages de I'astate sont discutées dans cette

partie.
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111.1.1. Formation de liaisons Carbone(sp?)-Astate

I11.1.1.1. Substitution électrophile aromatique directe
L'iode est connu pour avoir une affinité particuliere avec les tyrosines présentes naturellement
sur les protéines. En effet, il peut étre introduit directement par substitution électrophile aromatique

sur les cycles aromatiques activés dans des conditions douces (schéma 1).

*1, [ox] *|
OH > OH

NH, pH 7-8, <37 °C, 10 min NH,
HO HO

Schéma 1. Radioiodation de la tyrosine par substitution électrophile.

Ce procédé d’iodation est un moyen rapide et efficace de radiomarquage de protéines.
Cependant la transposition a I'astate-211 conduit a une liaison carbone-astate instable a pH neutre et
alcalin pour cet acide aminé®3, De plus, la réaction s’avére demander des conditions bien plus
drastiques, avec un chauffage jusqu’a 160 °C, ce qui limite son application aux précurseurs
thermorésistants'®*. Il s’agit ici d’'un premier exemple frappant des différences de réactivités parfois

observées entre l'iode et I'astate.

Cette méthode a tout de méme eu son utilité pour la synthése de certaines molécules
d’intérét. L'exemple le plus connu est la synthese du bleu de méthylene astaté, utilisé pour le

traitement du mélanome, obtenu avec un rendement radiochimique (RRC) de 68 + 6 %> (schéma 2).

N 211
\T s* T/ 15 min, 100 °C N~

1

Schéma 2. Astatation du bleu de méthylene par substitution électrophile aromatique.

[11.1.1.2. Sel de diazonium
Les sels de diazonium sont des composés connus depuis longtemps en chimie organique pour
I'introduction de nucléophiles, notamment des halogénes, sur un noyau aromatique. lls peuvent étre
obtenus facilement a partir du composé aminé correspondant en présence de NaNO; en milieu acide.
L'introduction d’un groupement nucléophile peut se réaliser selon deux voies : ionique ou radicalaire

(schéma 3).
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+

voie

S
SOy

radicalaire

Schéma 3. Mécanismes de dédiazotation.

Cette réaction demande généralement que le nucléophile soit en exces, afin de contrecarrer
la réaction compétitive due a la présence d’eau conduisant au dérivé phénol correspondant par
hydroxydédiazotation. Or, dans le cas du radiomarquage, le radionucléide est a I'état de trace, donc

on pourrait s’attendre a une absence de réaction dans des conditions diluées.

Cependant, l'iodation et l'astatation de molécules via cette méthode ont donné des
rendements modérés dans le cas de I'iode-131 et excellents dans le cas de I'astate-211®. L’acide p-
[**'At]astatobenzoique a pu étre obtenu avec un RRC pouvant aller jusqu’a 90 % aprés une heure de
réaction a température ambiante suivie d’un chauffage a 50 °C en présence de NaCl.
Comparativement, la méme réaction avec l'iode-131 n’avait pas dépassée les 20 % de RRC*’. C’est
Meyer et al qui vont donner une explication a ce résultat en proposant un mécanisme de la réaction
en milieu dilué®®®. Le mécanisme suggéré passe par la formation d’un complexe entre I'astate-211 et

le sel de diazonium, puis des radicaux sont formés par transfert d’électrons (schéma 4).

+ - + . transfertd'e
PhN, + At ——— (PhNbAt) ———  (Ph® NbAt®) — = PhAt + Ny

Schéma 4. Mécanisme de dédiazotation en milieu dilué.
Moins I’halogéne est électronégatif, plus il cede facilement un électron, favorisant cette étape.

De plus, la formation du complexe est favorisée par une plus grande polarisabilité de I’halogéne®*. Ces

deux faits justifient les meilleurs résultats observés a I'astate-211 par rapport a I'iode radioactif.

Cependant ce type de composés a été trés peu utilisé pour le radiomarquage. En effet, leur
formation demande un milieu fortement oxydant et un pH acide, limitant les substrats d’applications,

en plus de former de nombreux sous-produits difficiles a éliminer.
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Quelques exemples de composés obtenus par des sels de diazonium sont présentés dans le

tableau 3 :

Tableau 3. Exemples de composés astatés obtenus par dédiazotation.

Produit Conditions Références
Astatation a 0 °C en quelques ~50%
minutes puis couplage sur de
O
I’albumine de sérum bovin sur protéine 156
les tyrosines via le second marquée
diazonium
Q 211At
HN)ﬁ/ 1-3mina80°C 30% 160
O)\N
H
0 1 h a température ambiante

OH puis chauffage a 50 °C jusqu’a 80-90 % 157
211, la fin du dégagement d’azote

en présence de NaCl

N Le bisdiazonium est 50-55 %

/©/ simultanément mis en contact de 161
At avec I’*!!At et une protéine protéine
pendant 1 h a 20 °C. marquée

[11.1.1.3. Echange d’halogéne

L’échange d’halogene est un procédé nucléophile qui est connu depuis longtemps en chimie
organique. Dans le cas de I'astatation, I’'halogene partant est le plus souvent I'iode, en raison de son
caractére nucléofuge plus marqué que les autres halogénes. Cependant, la polarité de I'astate et de
I'iode étant tres proches, séparer le produit d’arrivé du précurseur iodé de départ est une tache
difficile. Le mélange obtenu in fine est donc composé de ces deux produits, diminuant I'An, du
radiopharmaceutique. Cela peut représenter un probleme dans le cas ou les récepteurs
correspondants au vecteur sont présents en faible concentration a la surface des tumeurs. Pour cette
raison, le brome est parfois employé a la place de I'iode afin de permettre une séparation plus facile
entre le produit de départ et le produit d’arrivée. Un autre inconvénient est la haute température
nécessaire pour réaliser la réaction, supérieure a 100 °C. Par conséquent, cette méthode ne peut étre

appliquée qu’avec des substrats thermorésistants.
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En dépit de ces limitations, I'échange d’halogéene reste une méthode de choix car elle permet
d’obtenir de bons rendements en un temps relativement court. La réaction peut étre aidée par
I'utilisation d’éthers couronnes qui augmente le caractére nucléophile de I'halogénel®*1%, ou par
I'utilisation d’un catalyseur au cuivre 1*54% (réaction de Finkelstein aromatique catalysée au cuivre).
Le mécanisme de cette derniére réaction peut avoir plusieurs possibilités, mais la plus probable passe
par une premiere étape d’addition oxydante sur le cuivre |, suivie d’une élimination réductrice

(schéma 5)%%e,

L
Ar— X, Cu_y Ar—X,
/
L
élimination Addition
réductrice oxydante
L\ . Ar L\ + Ar
Y- /Cl\,l”' /Cl\,l”l Y-
L Xp L X5
échange
d'halogéne
MXa MXb
M = contre-ion

Schéma 5. Mécanisme de la réaction de Finkelstein aromatique catalysé au cuivre |I.

Des exemples de composés obtenus par cette méthode sont présentés dans le tableau 4 :

Tableau 4. Exemples de composés astatés obtenus par échange d’halogéne.

Produit Conditions RRC Référence

Obtenu a partir du dérivé iodé

N
AN
/©: P en présence d’éther couronne 72+ 10% 163
SN s* N~

| 211, | aprés 30 min a 100 °C.
0 Obtenu a partir du dérivé iodé
OH en présence de CuSOa, SnSO,, 67-80% 167
211 NH, acide gentisique et acide

At
citrique, aprés 60 min a 120 °C.
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I11.1.1.4. Halogénodémétallation électrophile
L'introduction de I'astate-211 électrophile par démétallation sur des cycles aromatiques reste
la méthode de radiomarquage la plus répandue. Les métaux utilisés dans ce procédé sont ceux

appartenant au groupe IV, a savoir le mercure, I'étain, le silicium et le bore (schéma 6).

X_ MRy X
+ -
= ‘ | @
A

Schéma 6. Mécanisme d’halogénodémétallation.

MR,

La réaction fonctionnant rapidement en conditions douces, elle peut étre appliquée a une large

variété de substrats. Cette efficacité est due a la faiblesse de la liaison carbone-métal (tableau 5).

Tableau 5. Energies relatives des liaisons carbone-métal par rapport a la liaison carbone-hydrogeéene (Ec.; = 418,8 kJ/mo/)lEg.

M Energie de liaison relative C-M
B 08 |

Si 0,72

Sn 0,54

Hg 0,27

C’est tout naturellement avec le métal possédant I'énergie de liaison métal-carbone la plus
faible qu’ont été initiés les premiers radiomarquages a I’astate-211531%9170 Cependant, ils ont vite été
écartés en raison de la toxicité des composés organomercuriques. En effet, le radiopharmaceutique
obtenu contient des traces de mercure résiduel, méme apres purification. De plus, les
organomercuriques sont des composés dangereux a manipuler. Ces limites les rendant moins attractifs
pour une application en clinique, ils ont été délaissés au profit des autres métaux en particulier I’étain
et le silicium. Les composés organostanniques sont la deuxieme meilleure alternative apres le mercure
en raison de la faible énergie de liaison carbone-métal, ce qui en fait d’excellents groupements
partants. De plus, ils sont faciles d’acces grace a de nombreuses voies de synthéses connues. Les
premieres astatodéstannylation sont réalisées en 1986 par Milius et al pour la synthése de I'acide p-
[2'!At]astatobenzoique et le 3-[*'!At]astatotampxifen?’t. Devant lefficacité de la réaction qui
fonctionne rapidement et dans des conditions douces, les organostanniques se sont imposés comme
étant la principale méthode pour I'astatation de molécules organiques, notamment pour la synthése
de précurseurs permettant I'acces au radiomarquage de protéines (tableau 6). Dans ce domaine, on

peut citer la synthése de I'astatobenzoate de N-succinimidyle (SAB) qui s’additionne sur les lysines par
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substitution nucléophile!”?

(maléimido)éthyl]benzamide utilisé pour le radiomarquage de protéines via les cystéines par addition

de Michael du thiol sur le maléimide'”® (tableau 6 entrée 6).

Tableau 6. Exemples de molécules astatés obtenues par démétallation électrophile.

Entrée Produit Conditions RRC
A partir de I'organomercurique.
1 OH Obtenu en 5 minen présencede  60-80 %

HO HgS04, NaCl, KIz en milieu acide.

(tableau 6 entrée5) ou encore celle du 3-[*!'At]astato-N-[2-

Référence

153

A partir de I'organosilicium.
2 21IAt oxydé par du NCSE en milieu  g4-75 9%
acide.

Obtenu en 10 min a 70 °C

174

o A partir de I'organostannique.
| N/\/IO 21IAt oxydé par la chloramine-T. 72 %
H
3 211, Réaction 25 min a température

ambiante

175

o A partir de I'organostannique.

4 HN. ONH At oxydé par NCS 80 %

211 H Réaction 20 secondes.
At N
\i ]/ s

176

A partir de I'organostannique.
o N Obtenu en 30 min a 25 °C. en

5 o Q présence de tert- 95 %
butylhydroperoxyde en milieu

At acide.

172

A partir de I'organostannique.
O Mo 211At oxydé par du NIS",
6 o7 Obtenu en 10 min a 25 °Cen 75 %

211At . ro Las
présence d’acide acétique.

173

Si la toxicité des composés stannylés est moins prononcée qu’avec le mercure, elle reste
néanmoins importante. Méme si elle tend a étre légérement réduite par l'utilisation du tributylétain

plutét que le triméthylétain en raison de sa toxicité plus faible pour une réactivité équivalente, le

& N-chlorosuccinimide
hN-iodosuccinimide
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précurseur de départ doit étre séparé efficacement du composé astaté final. La purification par HPLC
est généralement celle employée et permet d’obtenir le produit final avec une excellente pureté.
Cependant on peut noter I'apparition d’autres méthodes afin de simplifier la purification, notamment
I'utilisation d’un précurseur organostannique supporté. Cette méthode a été utilisée pour la synthése
du m-[*'!At]astatobenzylguanidine ([*!!At]MABG), une molécule d’intérét pour le traitement du

neuroblastome?’’” (schéma 7).

+

NH,
211 I

2LAL, H,0,, HOAC, MeOH At
n-Bu . (2 TORG VEPR N~ “NH, + | nBu
| NH, H |
Sn ‘ Sn—OH
| N~ “NH, |
n-Bu H n-Bu

Schéma 7. Syntheése supportée de I'[?11At]MABG.

Le précurseur peut étre ainsi éliminé par une simple filtration et le produit final est obtenu
avec un RRC satisfaisant (63 + 9 %) et un taux d’étain résiduel inférieur a 1 ppm. Plus récemment, des
liguides ioniques supportés ont été utilisés pour la synthése du SAB avec des halogenes

lourds”® (Schéma 8).

)
i N
o
N
o I D

) T -

= At, [ox] o+ —\ ‘
N2 SnB = Et- NN SnBu

BTN Ny 5B MeOH / AcCOH 95/5 o1 e’

6 30 min, 20 °C At

Schéma 8. Synthése du SAB par la méthode des liquides ioniques.

La encore, la purification se fait simplement par filtration sur une cartouche de gel de silice, ce
qui permet un gain de temps considérable par rapport I'HPLC, et occasionne moins de perte de
radioactivité. Le SAB est obtenu avec un rendement de 64 % et une pureté radiochimique de 91 % et

a pu étre utilisé dans le radiomarquage de I'anticorps murin 9E7.4 anti-CD138.
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[11.1.1.5. Sels d’iodonium

Depuis leur découverte en 1886 par Willgerodt, l'intérét pour les composés de l'iode
hypervalent n’a cessé d’augmenter. Les composés d’iode Il peuvent présenter des réactivités
similaires aux métaux de transitions tels que les complexes de mercure, plomb ou palladium. lls
présentent I'avantage d’étre moins colteux que ces derniers, en plus d’étre moins toxiques. Parmi les
différentes classes des composés a base d’iode (ll1), celle des sels d’iodonium, découverte en 1894 par
Hartmann et Meyer, est la plus investiguée. Leur structure pauvre en électron en fait un groupement
partant efficace pour une substitution nucléophile. Classiquement, ils sont synthétisés en une réaction
one-pot qui consiste a oxyder le composé iodé correspondant, typiquement avec du m-CPBA,
conduisant a I'aryliodane, suivi par un échange de ligand réalisé avec un aréne en milieu acide. L’acide

utilisé fourni généralement le contre-ion au sel d’iodonium (schéma 9).

Schéma 9. Synthése d’un sel de biaryliodonium.

Bien que l'idée d’utiliser les sels d’iodonium pour I’"halogénation nucléophile d’aromatiques
date des années 5017918 ce n’est qu’a partir de la fin des années 90 qu’ils ont été utilisés pour la chimie

de radiomarquage, a commencer par le fluor-1881-184,

Ce n’est que bien plus récemment que cette chimie a été développée dans notre groupe pour
I'astatation par Guérard et al*®. L'efficacité de cette méthode a été démontrée avec des taux de
conversion radiochimique quasi quantitatifs sur plusieurs composés aromatiques pauvres et riches en
électrons en 30 min a 90 °C (tableau 7). lls sont purifiés par une simple filtration sur Sep-pak, ce qui est
un grand avantage par rapport a toutes les méthodes qui requiérent une purification par HPLC,

générant moins de perte et étant plus rapide.
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Tableau 7. Astatation par la voie des sels de biaryliodonium.

ore 211At 211At
|+
U,
——
OMe
R R
OMe

produit | sous-produit Il
Entrée R Conditions RRC (I + 11) Ratio I/11 Référence
1 H 30 mina 90 °C 97+1% 4,2/1 185
2 p-Me 30 mina 90 °C 97+1% 2,0/1 185
3 o0-Me 30 mina 90 °C 98 +t1% 8,1/1 185
4 p-NO; 30 mina 90 °C ¥+1% 29/1 185
5 m-CONHS 30 min a 100 °C 99 % 16/ 186

Les RRCs sont déterminées par HPLC du produit brut

Cette technologie est maintenant classiquement utilisée dans notre laboratoire pour réaliser
le radiomarquage d’anticorps par I'intermédiaire du SAB, Plus récemment, elle a également permit
le radiomarquage a l'astate-211 d’une tétrazine et d’un azoture de benzyle, deux fonctions bio-
orthogonales qui ont par la suite été couplées par chimie click a des anticorps pré-modifiés avec les

fonctions complémentaires'®’.

L'inconvénient principal des sels d’iodonium est la formation d’un produit secondaire. La
réaction de substitution nucléophile se fait de fagon préférentielle sur le cycle aromatique le plus
appauvri en électron. Si une solution a ce probléme serait d’utiliser un sel d’iodonium symétrique, elle
n’est pas appliquée en radiochimie car ils seraient plus difficiles et plus colteux a produire dans le cas
de la synthése de composés d’intéréts complexes. De plus, chaque réaction de substitution nucléophile
sur le sel d’iodonium formerait en paralléle le méme analogue iodé issu de I’élimination réductrice,
extrémement difficile, voire impossible, a séparer du composé astaté, impactant négativement
I'activité spécifique (As) du produit radiomarqué formé. C'est pourquoi les sels d’iodonium
dissymétriques sont préférés et afin d’orienter la réaction, le deuxieme cycle aromatique étant doté
de préférence d’un substituant électrodonneur. La limite de cette méthode est que la sélectivité est
grandement diminuée si le cycle cible de la substitution nucléophile est également riche en électrons,

comme le montre I’entrée 2 du tableau 7.

iActivité par unité de masse d’une molécule radiomarquée exprimée en Bg/mg
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La substitution nucléophile sur les sels d’iodonium est également sujette aux effets ortho, qui oriente
la substitution préférentiellement sur le cycle comportant un substituant en ortho, comme le montrent
les entrées 2 et 3 du tableau 7. Ceci peut s’expliquer par le mécanisme de la réaction qui a été proposé

par Chun et al*® (schéma 10).
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Schéma 10. Mécanisme d’halogénation via les sels de biaryliodonium.

Dans son état de transition, le sel d’iodonium adopte une symétrie bipyramidale trigonale. Le
nucléophile attaque uniquement le carbone du cycle en position équatoriale. Deux conformations sont
alors possibles et peuvent s’échanger rapidement. Chun et al montrent que la réaction obéit au
principe de Curtin-Hammett selon lequel lorsque plusieurs conformations sont possibles, la sélectivité
dépend de la différence d’énergie libre entre les deux états de transition mis en jeux si les vitesses de
réactions sont plus lentes que les vitesses d’interconversions conformationnelles. Or, les groupements
plus encombrés, notamment par un substituent en ortho, se placeront préférentiellement en position
équatoriale, moins encombrées®. Par conséquent, I’état de transition 1 (ET1) sera de plus faible
énergie que I'état de transition 2 (ET2), ce qui explique la sélectivité pour les cycles ortho-substitués.
Ce mécanisme a pu étre proposé lors de I'étude du radiomarquage de sels d’'iodonium au fluor-18.
Cependant, comme |'effet ortho semble également avoir une influence pour le radiomarquage a I'iode
radioactif et a I'astate-211, il parait alors raisonnable de penser que ce mécanisme s’opére également

pour ces halogénes.
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[11.1.1.6. Les dérivés du bore
L'utilisation des dérivés du bore tels que les esters boroniques, les acides boroniques ou encore
les trifluoroborates de potassium sont un bon moyen pour le radiomarquage avec des halogénes. lls
présentent I'avantage d’étre des fonctions efficaces pour le radiomarquage de cycles aromatiques

aussi bien enrichis qu’appauvris en électrons, d’étre des composés stables et de moindre toxicité.

Les acides boroniques sont généralement obtenus a partir de I'organomagnésien ou de
I’organolithien correspondant par réaction avec le borate de triméthyle ou le borate de triisopropyle,
suivi d’une hydrolyse. Une autre méthode est la catalyse au palladium en faisant réagir un précurseur
possédant un groupement partant et du tétrahydroxydiborate. Cette stratégie sert également a
synthétiser les esters boroniques, en utilisant par exemple le 4,4,5,5-tetraméthyl-1,3,2-dioxaborolane,
ou le bis(pinacolato)diborane comme source de bore pour la synthése de I'ester pinacolique, le plus
répandu. Quant aux trifluoroborates de potassium, ils sont obtenus par réaction de I’acide ou de I'ester

boronique correspondant avec KHF,'*® (Schéma 11).

MR' 1)B(OR"): B(OH)
—_— ‘
R R
BF3K
R
(l)R
X B2(OR)a B ‘
[Pd] OR
—_—l
KHF,
R R
R=H, alkyle

Schéma 11. Synthéses des acides/esters boronique et trifluoroborates de potassium.

La radiohalogénation de ce type de composés a commencée dans les années 80s. Si la voie
électrophile a été la premiére étudiée, permettant le radiomarquage au fluor’®™** et 3 I'iode!®>1%, ce
n’est que plus récemment qu’une méthode nucléophile a vu le jour, en s’inspirant du couplage de
Chan-Lam. Ce dernier permet de créer des liaisons C-hétéroatome a partir d’acides arylboroniques et
de ses dérivés en présence d’un catalyseur au cuivre!¥. De nombreuses études mécanistiques ont été
menées sur ce couplage. Cependant, le mécanisme de la réaction s’avére substrat dépendant®2%,

Par conséquent, un mécanisme général ne peut pas étre établi, méme si des similitudes ressortent. Si

aucun mécanisme définitif n’a encore été confirmé pour les halogénes, plusieurs études menées avec
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le fluor donnent quelques pistes. Casitas et al*®, suivis de Yao et al’®?, mettent en évidence que les
complexes de cuivre Il géométriqguement contraint permettent de réaliser la radiofluoration
nucléophile des arénes. Cet intermédiaire est retrouvé dans des études menées par la suite pour la
radiofluoration via des trifluoroborates mené par Ye et al, qui proposent un mécanisme pour la
réaction?®. Lors de I'application aux esters boroniques, Fier et al retrouvent également cette forme de
cuivre lll en partant d’un catalyseur de cuivre | et évoquent une élimination réductrice qui permet
d’obtenir le composé final'®*. De plus, ils démontrent que I’addition du ligand sur le catalyseur s’opére
avant la transmétallation de I'ester arylboronique. Lors de l'application au fluor-18, Taylor et al
démontrent que la présence d’air est bénéfique a la réaction, ce qui indique que le catalyseur de cuivre
Il utilisé peut étre directement oxydé. Cependant, une autre possibilité serait qu’il y ait une réaction

de dismutation du cuivre Il en cuivre lll/cuivre 1?°* (Schéma 12).

(HO)B(ORY), + Cu'(OTf),

OTf)2
(OTHY
172 02 (OTHB OR}Z * oxydation échange de ligand
Cu (OTf) + (OTH)Y
OTf

Cu XOTf
élimination réductrice transmétallation ATB(OR),
(OTf)B(OR)

Cu ArX(OTf Cu ArX
dismutation

cdoth  cu'(oTh,

Schéma 12. Mécanisme proposé de I’halodéboronation catalysée au cuivre Il.

Ces travaux servent de base pour la radiohalogénation et en 2014, Tredwell réalise la
radiofluoration de plusieurs composés aromatiques par I'utilisation des acides et esters boroniques en
mettant en évidence I'importance de la présence de pyridine dans la réaction. Cette méthode a
I’avantage d’étre applicable a des composés aussi bien riches que pauvres en électrons, des RRCs

jusqu’a 85 % ayant été obtenus?*>2%.

Les acides et esters boroniques ont par la suite été utilisés pour la radioiodation. Wilson

démontre la faisabilité de la méthode en marquant notamment des composés d’intéréts pour la
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médecine nucléaire radiomarqués a liode-12327, |l réalise la synthése du 6-[*%l]iodo-2-(4’-
diméthylamino)phénylimidazo[1,2-a]pyridine ([*?*I]IMPY) avec un RRC de 78 % qui est une nette
amélioration par rapport a ceux qui ont pu étre obtenus avec la méthode des organostanniques (20 —
60 %), ainsi que le N,N-diéthyl-2-(2-(3-[*2I]iodo-4-méthoxyphényl)-5,7-diméthylpyrazolo[1,5-
a]pyrimidin-3-yl)acétamide ([12*I]DPA-713) avec un RRC de 88 %.

D’autre part, Zhang et al, qui travaillent sur I'iode-131, se basent sur les travaux de Partridge
et Hartwig qui réalisent l'iodation non radioactive de composés aromatiques a partir d’esters
boronique a l'aide d’un catalyseur au cuivre | en présence de phénantroline?®, Ces conditions sont
réadaptées a la radiochimie afin d’obtenir un large panel de composés aromatiques avec des
conversions quantitatives a partir de I’acide arylboronigue correspondant®®, Ils réalisent notamment
la synthése du [**!1]4-iodobenzoate de N-succinimidyle (SIB) permettant I'accés au radiomarquage des

protéines.

C’est plus récemment que les radiomarquages a l'astate-211 utilisant les esters et acides
boroniques sont mis au point par Reilly et a/*'°. Divers composés aromatiques astatés sont synthétisés
avec des conversions totales ou quasi totales en seulement 10 minutes de réaction a 23 °C, dont la

molécule SAB permettant le radiomarquage a I'astate-211 des protéines (schéma 13).

o)
é\ [211At]NaAt 211
© Cu(OTf),pyridines 0
W\ o - \ o
N~ MeOH /ACN 4/1 @/ |
C’\\ (0] 10 min N e}
o 99 +1% (n=3) o

Schéma 13. Synthese du SAB par la voie des esters boroniques (RRC mesuré par radio-HPLC a partir du brut réactionnel).

[11.1.1.7. L'utilisation du SAB dans le radiomarquage de protéines

L’affinité de I'iode sous sa forme I* pour les groupement tyrosines et histidines permet de
facilement radioioder les protéines par SeAr. Les propriétés de |'astate et de I'iode étant proches, Aaij
tente en 1975 d’appliquer cette méthode pour le radiomarquage a I'astate-211 de protéines?'!, mais
la liaison formée s’est avérée étre instable in vivo®. S'il a tout d’abord été soupconné que cette
instabilité était due a la faible énergie de liaison formée entre I'astate et le carbone des histidines et
tyrosines®%213 Visser et al ont suggéré que I'astate se fixe plutdt sur les cystéines, formant des liaisons
S-At facilement hydrolysables in vivo'**?'%, Ceci a conduit a la conclusion que le radiomarquage direct
de protéines en utilisant une voie électrophile est difficilement envisageable. Le radiomarquage de

protéines en deux étapes a alors été favorisé et a conduit a la création de petites molécules organiques
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bifonctionnelles permettant d’'une part I'introduction de I'astate-211 et d’autre part le couplage a la
protéine. La méthode d’astatation de protéines la plus utilisée a été développée par Zalutsky, qui utilise
des précurseurs de type trialkylstannane fonctionnalisés par un groupement ester de N-succinimidyle
permettant la formation de I'astatobenzoate de N-succinimidyle (SAB), la fonction ester activé en para

172,215 (

ou méta permettant le couplage aux lysines des protéines schéma 14).
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Schéma 14. Radiomarquage de protéines via la méthode SAB décrite par Zalutsky et al.

Cette méthode a permis l'accés a de nombreux anticorps ou fragments d’anticorps

radiomarqués (tableau 8).

Tableau 8. Exemples d’anticorps radiomarqués a I'astate-211 via la méthode de Zalutsky.

Nom Catégorie Cible(s) Référence
C110 1gG Carcinome embryonnaire 216
A6H F(ab’), Carcinome rénal 217
81C6 IgG Gliome 172
MOv18 1gG Carcinome ovarien 218
MX35 F(ab’); Cancer ovarien 146

Le SAB présente |'avantage d’étre facile d’accés, de pouvoir étre obtenu avec d’excellents
rendements radiochimiques et sa petite taille permet de limiter le risque d’altération de la fonction du

vecteur auquel on le couple. Cependant, il est sujet au phénomeéne de désastatation in vivo. Si cela a

t219 220

tout d’abord pu étre attribué a la faiblesse de la liaison C-At*'?, ou par action enzymatique®®, il a été
suggéré a |'aide de modélisation moléculaire couplée a des données expérimentales sur un composé
modele (I'astatobenzoate d’éthyle) que I'astate était plus sujet que I'iode a I’oxydation provoquée dans
les lysosomes!. Cette oxydation conduit a une diminution de I’énergie de liaison C-At (passe de 44,6 a

28,2 kcal/mol) et entraine une réaction de déshalogénation oxydante??! (schéma 15) :

i Organite cellulaire contenant de puissants oxydants appartenant a la famille des radicaux oxygénés libres (en
anglais Reactive Oxygen Species, ROS)
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Schéma 15. Mécanisme de déshalogénation oxydante.

Ce mécanisme expliquerait pourquoi la désastatation est observée in vivo malgré son absence
in vitro et qu’elle soit variable suivant le vecteur utilisé. En effet, cette instabilité est assez minime dans
le cas des anticorps entiers non internalisés mais est amplifiée sur des vecteurs plus rapidement
métabolisés, de plus petite taille, comme des petites molécules organiques'’, des peptides??? ou
encore des fragments d’anticorps F(ab)’»?*® ou Fab’??3, De nombreuses études ont été conduites pour
tenter de renforcer la stabilité. Des essais cherchant a faire varier la position de I'astate-211 ont été
réalisés?*. Un autre axe de réflexion est de travailler sur le cycle aromatique en y ajoutant un
hétéroatome afin de modifier la nature électronique??. Un autre point possible est d’enrichir le cycle
aromatique en électrons en éloignant le groupement électroattracteur qui permet le couplage a la
protéine. Le laboratoire de Brechbiel a notamment développé le linker N-(4-
[2'*At]astatophénéthyl)succinimate de N-succinimidyle (SAPS) et sa version N-méthylée (Methyl-SAPS)
(figure 15)224226:227 | "3jout de groupements en ortho de I'astate-211 a également été envisagé, soit
avec des groupements électrodonneurs encombrants permettant théoriquement de limiter le

224,228-231

mécanisme de déshalogénation , soit par des fonctions de type éther ou thioéther, dont le

doublet de I'hétéroatome a proximité de I’halogene est supposé apporter une stabilisation

226

supplémentaire**® (figure 15). Cependant, les études de ces composés n‘ont pas montré d’impact

positif sur la stabilité des produits formés.

3-[211At]astato-4-
guanidinométhylbenzoate de
N-succinimidyle
(SAGMB)
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5-[211At]astato-3-
pyridinecarboxylate de
N-succinimidyle
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3-[211At]astato-4-
méthoxyméthylbenzoate de N-
succinimidyle

N-(4-[2*'At]astatophenéthyl)
succinimate de N-succinimidyle
(Me-SAPS)

Aucun de ces linkers n’a été capable d’augmenter suffisamment la stabilité pour influer sur le

phénoméne de déshalogénation. C'est pourquoi des alternatives a la liaison carbone-astate ont été

envisagées.

Figure 15. Exemple de linkers alternatifs au SAB.

49




111.1.2. La liaison Bore-Astate

Les cages de bores sont des complexes connus dans la médecine pour la boroneutrothérapie
qui repose sur les réactions nucléaires provoquées par l'irradiation des atomes de bores par un flux de
neutrons thermiques de basse énergie pour traiter les cellules cancéreuses??. Ce n’est que depuis les
années 1990s que leur potentiel pour le radiomarquage avec les halogénes lourds a été exploité?332%,
En effet, I'énergie de dissociation de la liaison bore-iode (381 + 21 kJ/mol) étant supérieur a I'énergie
de la liaison carbone-iode (222 + 12 kJ/mol), il parait raisonnable de penser qu’il en sera de méme
pour |'astate, ce qui représenterait une alternative a la liaison carbone-astate avec potentiellement

une meilleure stabilité. Des composés de types carborane, décaborate ou dodécaborate radiomarqués

d’abord a l'iode radioactif, puis a I'astate-211 ont ainsi fait leur apparition (figure 16).

- — — 2-
— — ~ _ o
211 At R
- R R
B | 2115, B |
nido-carboranyle closo-décaborate (2-) closo-dodécaborate (2-)

Figure 16. Cages de bores radiomarquées a I'astate-211 (o bore, ® carbone).

Un aspect intéressant de ce type de composé est I'orthogonalité de réactivité entre les atomes
de bore et de carbone. En effet, les bores sont des sites réactifs aux électrophiles, avec une réactivité
semblable aux carbones aromatiques. L’astate-211 est donc introduit sous la forme At*, généralement
obtenue par I'action de chloramine T, avec des conversions radiochimiques pouvant aller jusqu’a 84 %
en 5 minutes®®. D’un autre coté, les protons liés aux carbones de ces cages sont légérement acides
(pka compris entre 22 et 27 suivant la position des carbones). Par conséquent, les carbones peuvent
étre déprotonés afin de réagir de fagon nucléophile, ce qui permet de lier ces cages a des composés

d’intéréts.

Les études in vivo ont démontrées une meilleure stabilité des liaisons formées par rapport aux
liaisons carbone-astate, limitant ainsi le phénoméne de désastatation?*’. Des études théoriques plus
récentes ont confirmé la force de ces liaisons avec des enthalpies de liaison supérieures aux liaisons

carbone-astate?'® (tableau 9).
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Tableau 9. Enthalpies de liaisons C-At et B-At (kcal/mol).

Espéce X Enthalpie de liaison

CeHsAt 42,9
nido-[9-At-7,8-C>BsH11] 66,1
closo-[2-AtB1oHs]* 79,1

Le radiomarquage de protéines par les cages de bore a été beaucoup étudié, que ce soit sur

124 ou sur des vecteurs plus petits tels que des Fab’?®® ou encore des peptides®4. Le

des anticorps
radiomarquage des protéines par cette voie a I'avantage de pouvoir se faire de maniére directe en des
temps de réaction trés courts (30 secondes a 10 minutes) avec des RRC pouvant dépasser les 80 %%,
Les études in vivo menées ont démontré la stabilité de ce type de composé, avec beaucoup moins
d’activité accumulée dans les organes cibles de I'astate libre (estomac, poumons, rate, thyroide). En
revanche, le caractére plus lipophile par rapport a un aryle, ou la charge présente dans le cas des

240,241 Dans

décaborates modifie le profil pharmacocinétique du vecteur dans la plupart des cas
certaines conditions, les nido-carboranyles peuvent méme former des agrégats. Les candidats les plus
prometteurs qui permettent de limiter au plus cette altération du vecteur sont les composés de type
closo-décaborates(2-)3%%3° (figure 17). On dénote tout de méme une accumulation de I'activité plus

importante dans le foie et les reins par rapport au SAB avec ce type de composés.

0 0
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74
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N-(15-(aminoacyldécaborate)-4,7,10-trioxatridécanyl)-3-maléimidopriopionamide

Figure 17. maléimide closo-décaborate(2-).

111.1.3. Complexes métalliques

En 1963, Pearson émet sa théorie HSAB selon laquelle les bases et les acides peuvent étre
rangés dans les catégories molles et dures'®. On peut espérer que de facon similaire a I'iode, I'astate
sous sa forme anionique peut agir comme un ligand mou, et de ce fait il pourrait étre capable de se
lier & des métaux mous tels que Hg*, Pt*, Rh¥, Ir**, etc pour former des complexes stables. Cette
propriété est démontrée pour la premiére fois par Pruszynski et al en 2006 qui forment le complexe
Hg(OH)At par échange d’ion. Une stabilité supérieure du complexe astaté (constante de stabilité log K,

= 5,4) a été obtenue par rapport au complexe iodé (log K1 = 4,1) 2*2. Puis, le méme groupe synthétise
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des complexes de rhodium et d’iridium astatés en utilisant un ligand thioétheré, le 1,5,9,13-
tetrathiacyclohexadécane-3,11-diol (16aneS4-diol)?*3, décrit comme formant des complexes stables

avec le rhodium 111%** (figure 18).

+
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-

OH

M=Rh/Ir

Figure 18. Complexes de Pruszyniski.

Les complexes astatés peuvent étre obtenus en 1h30 en chauffant a 75-80 °C pour obtenir des
rendements radiochimiques autour de 80 %. Toutefois, ils sont sujets au phénoméne de désastatation
in vivo, mit en évidence par I'accumulation de I’activité dans certains organes cibles de I’astate libre, a

savoir les poumons et la rate?®,

Cette approche a été utilisée pour une étude in vitro de la substance P, un neuropeptide ayant
une affinité pour les récepteurs NK1 présents dans les glioblastomes, le carcinome médullaire de la
thyroide, le carcinome du sein et I'astrocytome?*®. Un radiomarquage en deux étapes a tout d’abord
été envisagé, par l'utilisation d’un thioéther 16aneS4 comportant une fonction acide carboxylique. La
premiére étape consiste a former le complexe thioéther/rhodium/astate, puis 'acide carboxylique est
couplé a la substance P par transformation en ester activé in situ (schéma 16a). Cependant, 30 h sont
nécessaires pour réaliser la totalité de la procédure a l'iode-131, en grande partie a cause de |'étape
d’estérification. L’application a I'astate-211 n’étant donc pas envisageable étant donné son court

temps de demi-vie, un radiomarquage en une seule étape a alors été préféré (schéma 16b).
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Schéma 16. Méthodes de radiomarquage via les complexes de rhodium.

Le radiomarquage de la substance P a pu étre effectué en 1h — 1h30 avec un chauffage a 85 °C,
conduisanta un RRCde 92,5 + 3,5 %. L’étude de la stabilité en PBS et en liquide cérébrospinal a montré
peu de dégradation apres 20 h d’incubation a 37 °C. L’étude in vitro de la cytotoxicité sur des cellules

de gliome humaines T98G est encourageante. Aucune étude in vivo n’a encore été reportée a ce jour.

Rajerison et al se sont également intéressés a cette stratégie de liaison Rh-At et réalisent la
synthése d’un complexe de rhodium cette fois-ci a I'état d’oxydation +I, ce qui en fait un acide plus
mou qu’a I’état +lIl. Par conséquent, la liaison formée avec I'anion astature devrait étre renforcée. De
plus, ils investiguent la possibilité d’ajouter a ce complexe un ligand carbéne N-hérétocyclique (NHC),
qui a un caractere o-donneur fort et m-accepteur faible. Ce sont des ligands nucléophiles qui
conduisent a des complexes extrémement stables, peu sensibles a I'air, la chaleur ou encore a
I"humidité. lls peuvent étre utilisés comme ligands d’'une grande variété de métaux. De plus, leurs
propriétés intrinséques d’antimicrobien et antitumoral ont suscité un intérét dans ['utilisation de
composés pharmaceutiques®’ (figure 19). Ce complexe est obtenu par échange de ligand entre un
chlore et I'astate-211 en 5 min a 100 °C avec un RRC de 95 % et les études de stabilité ont démontré

gu’aucune dégradation en sérum humain ne se produisait apres 15 h a 4 et 37 °C.
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Figure 19. Complexe de rhodium de Rajerison.

111.1.4. La chimie de chélation de I’astate

L’astate sous sa forme At* possede des propriétés métalliques qui peuvent étre utilisées afin
de former des complexes. Cette forme s’est avérée agir comme un acide mou. En effet, les complexes
formés avec I'astate sont d’autant plus stables que le ligand utilisé est une base molle, comme I'a
notamment démontré Appelman qui a synthétisé des complexes astatés en utilisant comme base des
halogénures, avec une stabilité des complexes AtX, (X = Cl, Br, 1) qui augmente selon I'ordre Cl < Br < |

(tableau 10)%*,

Tableau 10. Constantes d’équilibres pour la formation de complexes trihalogénés d’apres Appelman et al (21 — 25 °C).

XY (aq) + Z XYZ-
AtlCl 9
AtIBr 120
AtBry 320
Atly 2000

L’étude d’autres ligands tels que C(CN)s’, N3 ou encore SCN™ ont mené a des complexes d’une

29, 'espéce AtO* étant également capable de

stabilité intermédiaire entre celles d’AtBr; et de Atl,
former des complexes, son interaction avec les ligands CI', Br, SCN™ et thiacalix[4]arénetetrasulfonate
a été étudiée et comparée avec At*. Les complexes formés entre ces deux formes d’astate et les ligands
présentent un ordre de stabilité similaire, ce qui démontre qu’AtO* possede également des propriétés
d’acide mou. Cependant l'interaction est plus forte dans le cas d’At*, ce qui témoigne de son caractére
plus mou qu’AtO**6%° A titre d’exemple, la constante de stabilité log B pour la formation d’un

complexe 1 : 1 entre 'astate et le thiacalix[4]arénetetrasulfonate passe de 4,5 + 0,4 pour At (I) a

3,3 £ 0,3 pour At(lll).
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Des complexes plus stables vraisemblablement sous la forme AtL, ont également été
. . 7 e . ’ 251'252 V4 . 253 7 254 .
investigués, utilisant des ligands soufrés , Séléniés*> ou phosphorés>*. Ces derniers ont vu leur
intérét étre limité a cause de leur capacité réductrice qui conduit a la formation d’At” lorsque le pH est

supérieur a 2.

Mais le caractére métallique d’At* a réellement pu étre mis en évidence par sa capacité a étre
complexé par des agents chélatants largement répandus pour complexer les métaux, tels que le
NTA?3, le DTPA%® ou I'EDTA?, ou encore des agents chélatants cycliques comme le DOTA ou le

NOTAZ® (figure 20).
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Figure 20. Exemples d’agents chélatants pouvant complexer I'astate.

Cependant, ces agents tirent leur capacité a chélater des métaux par leurs oxygenes et leurs
azotes, qui sont des bases dures. La stabilité des complexes formés s’avére donc insuffisante in vivo,
comme il a pu étre démontré avec un anticorps radiomarqué 3 l'astate-211 avec du DTPAZ®,
L'utilisation d’agents chélatants comportant des atomes de soufres, plus mous, a également été
rapportée®®. Cependant, la stabilité in vivo n’était pas non plus satisfaisante. On trouve également
dans la littérature le radiomarquage de l'insuline qui possede plusieurs sites de complexation des

261

métaux“>*. Aucune étude in vivo n’a encore été reportée.
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[11.2. Limites actuelles des radiomarquages d’anticorps a I’astate

Malgré les avancées sur les liaisons B-At ou M-At, le radiomarquage via la création de liaisons
C-At reste I'approche largement prédominante pour 'astatation d’anticorps. La méthode décrite par
Zalutsky qui passe par la formation du SAB a partir du composé tributylétain pour réaliser le couplage
de la protéine est encore aujourd’hui la plus utilisée en raison de sa facilité de mise en ceuvre et de la
simplicité du précurseur du SAB, le rendant facile d’acces. Cependant, elle possede des faiblesses liées
a la nécessité de réaliser deux étapes de synthése afin d’obtenir le radiopharmaceutique final
(synthése du SAB puis couplage a I'anticorps). Le SAB doit étre purifié par HPLC avant d’étre mis en jeu
dans la réaction de couplage afin d’éliminer le précurseur qui pourrait également se coupler au
vecteur. Cette purification entraine la perte d’une partie du composé d’intérét. De plus, I'étape de
couplage qui suit n’est jamais totale en raison de la basicité nécessaire pour rendre les lysines réactives
(8 < pH < 9). Les ions hydroxydes alors présents en solution réagissent compétitivement avec la
fonction ester activée du SAB et provoquer son hydrolyse. De récents travaux menés dans notre équipe
ont toutefois démontrés que le rendement de couplage pouvait étre amélioré grace a l'usage de la
chimie click dans le cadre du radiomarquage a I'astate-211 et a l'iode-125'. Des rendements de
couplages quantitatifs sont obtenus sur une série de peptides modéles avec des cinétiques trés rapides
parfaitement adaptées a la demi-vie courte de l'astate-211. Le systeme dibenzoazacyclooctyne
(DIBAC)/N3 a notamment été appliqué pour le radiomarquage a I'astate-211 du 9E7.4, un anticorps
anti-CD138, et un rendement de couplage de 90 % a pu étre obtenu en moins de 40 min a température
ambiante et avec la conservation de la fraction immunoréactive de I'anticorps (82 + 5 %) par rapport

a un radiomarquage effectué avec la méthode SAB (86 + 2 %) (schéma 17).
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Schéma 17. Radioastatation du 9E7.4 par la chimie click avec le systeme DIBAC/N:.

Une autre difficulté rencontrée par la méthode de Zalutsky réside dans la montée en échelle
de I'activité nécessaire pour faire des essais cliniques. En effet, la synthese du SAB était initialement
réalisée majoritairement en chloroforme. Or, a hautes activités, les effets de radiolyse du solvant
peuvent avoir un impact significatif sur la réaction d{i a la formation de radicaux et de produits de leur

recombinaison. Le précurseur peut alors se dégrader, ou I'astate-211 peut réagir avec les espéces

56



issues de la radiolyse du solvant, et des produits secondaires peuvent se former, ce qui inhibe la
réaction du SAB avec la protéine?®?2%3, Conduire la synthése dans le méthanol permet d’éviter ce
probléme. Cependant, on peut observer la formation de I'anion astature?®®, rendant la forme At*

nécessaire au radiomarquage difficile a controler.

Afin de s’affranchir a la fois des limites liées au couplage et des problémes de radiolyse, le
radiomarquage peut étre effectué directement sur un anticorps pré-modifié par des fonctions
organostanniques. Cela nécessite un radiomarquage qui peut étre réalisé dans un milieu qui ne serait
pas dénaturant pour les protéines, donc en milieu aqueux et a une température inférieure a 42 °C.

C’est ce qui a été réalisé par I'équipe de Lindegren en 2008%%° (schéma 18).

9
A~ H H
O\\\/O N};/ g HaN o~ “Protéine 0\5 NS Protéine At NIS OQ/N ) " “Protéine
}\ o 30 min, 20 °C . >1 min =
ﬂ tampon carbonate de sodium . H pH 5,5 ) . |
RySn” X pH 8,5 RySn” X AT

Schéma 18. Radiomarquage a I'astate-211 de protéines selon la méthode décrite par Lindegren et al.

La réaction de radiomarquage est compléte presque instantanément, avec des RRC supérieurs
a 70 % pour le radiomarquage du trastuzumab avec une concentration en anticorps de 0,125 mg/mL.
Les fonctions organostanniques sur |’anticorps n’ayant pas réagi sont éliminées par ajout de NIS pour
effectuer une réaction de démétallation électrophile. Cette réaction est ensuite arrétée par ajout
d’acide ascorbique. Apres ce traitement, seulement 5 % des fonctions organostanniques sont encore
présente dans la solution finale. Cette amélioration permet de s’affranchir des problemes de perte de
radioactivité liés a la purification intermédiaire du groupement prosthétique astaté et de I'étape de
couplage. De plus, cette méthode n’impliquant qu’une seule étape de radiomarquage de seulement
guelques minutes, le temps de la procédure mettant en jeu le radionucléide est considérablement
réduit, ce qui est important pour un rendement optimal dans le cas des radionucléides possédant un
court temps de demi-vie comme |'astate-211. Cela permet également de diminuer la dose absorbée
par le vecteur par rapport a la méthode de Zalutsky en deux étapes qui nécessite un couplage d’au
moins 30 minutes entre le SAB et I'anticorps. Le dernier avantage conséquent de cette méthode est
gu’elle est plus facile a automatiser, ce qui est primordial pour une application en clinique afin de
s’affranchir de I'erreur humaine et d’avoir des résultats reproductibles. L’équipe de Lindegren a
démontré la faisabilité de 'automatisation de la méthode de radiomarquage en une seule étape. Elle
est notamment possible grace au fait que I'immunoconjugé nécessaire au radiomarquage peut étre
préparé en amont et conservé plusieurs mois?® ce qui ne laisse qu’une seule étape a automatiser sur

un module. Aprés adaptation du protocole pour un transfert sur un module de synthése?®, la
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procédure de radiomarquage d’anticorps a ensuite été entiérement automatisée, depuis I'étape de
distillation de I'astate-211 jusqu’a la purification du radiopharmaceutique final?®®. La procédure de
radiomarquage a été testée sur haute activité (> 200 MBq) sur les anticorps trastuzumab et MX35 qui
ont été obtenus avec des RRCs entre 48 et 56 % suivant le solvant utilisé lors de I’élution de I'astate-
211 et avec des puretés radiochimiques supérieures a 95 % et des activités spécifiques importantes (>
200 MBg/mg). L’étape de purification semble étre la plus délicate, le rendement étant amélioré si elle
se fait manuellement plutot qu’automatiquement (RRC pour le trastuzumab qui passe de 55 a 64 %).
La viabilité des radiopharmaceutiques obtenus a été testée in vitro sur des cellules SKOV3 pour le
trastuzumab et OVCARS3 pour le MX35. La fraction immunoréactive (FIR) entre I'anticorps radiomarqué
obtenu via le module ou via une synthése classique reste similaire, ce qui prouve que
I'immunoréactivité n’est pas altérée par ce nouveau procédé automatisé (FIR du trastuzumab
radiomarqué de 0,92 + 0,16 et 0,89 + 0,16 par voie automatique et manuelle respectivement et 0,79
+ 0,03 et 0,78 + 0,007 pour le MX35 radiomarqué par voie automatique et manuelle respectivement).
Méme si les rendements obtenus par synthése automatisée sont inférieurs a ceux atteints en synthese
manuelle dans ce méme laboratoire, ils restent meilleurs que ce qui a pu étre réalisé manuellement

avec la méthode de radiomarquage en deux étapes?®269270,

La méthode développée Lindegren a apporté une amélioration conséquente a celle de
Zalutsky. Cependant elles se basent toutes les deux sur la méme chimie, qui n’est pas sans faiblesses.
Les composés organostanniques sont connus pour leur toxicité et représentent un frein pour le
passage en clinique. De plus, I'étape d’oxydation de |’astate pour I'obtenir sous sa forme réactive peut
s’avérer délicate, car en milieux oxydant, plusieurs espéces sont possibles. Cette difficulté a contréler
I’espéce astaté formée conduit a des rendements variables. Une fagon d’augmenter la reproductibilité
est d'utiliser une forme d’astate plus facilement contrélable. En milieu réducteur, la forme At est la
seule pouvant étre obtenue. C’est pourquoi notre équipe s’y est particulierement intéressée et en
2017, Guérard et al proposent une nouvelle méthode de radiomarquage d’anticorps via les sels

d’iodonium®® (schéma 19).
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Schéma 19. Radiomarquage a I'astate-211 de protéines selon la méthode décrite par Guérard et al.
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En plus d’utiliser des précurseurs moins toxiques, le SAB est synthétisé avec des RRCs plus
reproductibles (entre 77 et 84 %). De plus, la séparation avec le produit de départ peut se faire par
simple filtration sur une cartouche C18, qui par rapport a I'HPLC, est plus rapide, conduit a moins de
pertes d’activité et est plus adaptée a I'automatisation, ce qui peut simplifier le transfert en clinique.
L'application de cette technique a un anticorps (le 9E7.4) a conduit a des RRCs entre 53 et 57 %, une
amélioration considérable par rapport au radiomarquage par la voie organostannique dont les RRCs
sont entre 20 et 30 % pour le méme anticorps. Cependant la synthése du SAB n’est pas optimale car
un autre sous-produit est formé, correspondant a I'attaque nucléophile de I'astate-211 sur le second
cycle aromatique (13 % au plus pour Ar = thiophéne). De plus, il s’agit d’un radiomarquage en deux
étapes, une partie de la radioactivité sera donc perdue lors des transferts et du couplage non

guantitatif entre le SAB et I'anticorps.
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Résultats et Discussions




Introduction du sujet de recherche

L’astate-211 apparaissant comme un des radionucléides les plus prometteurs pour la RIT
alpha, des méthodes pour le lier a de vecteurs d’intéréts tels que des anticorps ont été mises au point.
La méthode la plus largement répandue est la méthode en deux étapes développée par Zalutsky qui
est basée sur la radiosynthése du groupement prosthétique [*'!At]SAB par astatodéstannylation
électrophile du précurseur aryltrialkylstannane’2. Cependant cette méthode requiert I'utilisation d’un
précurseur organostannique toxique, ainsi que I’astate sous sa forme At*, difficile a contréler et qui
conduit a des rendements peu reproductibles. De plus, les deux étapes nécessaires conduisent a des
rendements radiochimiques sous-optimaux en raison de I'étape de couplage. Ce dernier probleme a
pu étre contré par la stratégie de radiomarquage en une seule étape développée par Lindegren®, ol
le précurseur est greffé sur I'anticorps avant le radiomarquage, faisant ainsi économiser du temps et
augmenter le RRC par rapport a la méthode en deux étapes. Cependant cette méthode reste basée sur
la déstannylation électrophile. Afin de s’affranchir de ce probléme, notre laboratoire a développé une
méthode de radiomarquage par voie nucléophile grace a la chimie des sels d’iodonium. Cette stratégie
a démontré sa supériorité par rapport a la voie électrophile avec des RRCs plus reproductibles dus a la

facilité de contrdler la forme réduite de I'astate, mais cela reste une méthode en deux étapes?e®.

Le travail réalisé au cours de cette these consistait donc au développement d’une nouvelle
méthode de radiomarquage direct d’anticorps a I'astate-211. La stratégie adoptée s’est axée sur une
approche nucléophile, afin d’éviter les problémes inhérents a I'approche électrophile (figure 21). Cela
implique de trouver des nouvelles fonctions chimiques X dont la réaction de radiomarquage a I'astate-
211 puisse étre effectuée dans un milieu compatible avec les protéines, c’est-a-dire en milieu aqueux

et a une température inférieure a 42 °C.
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Figure 21. Radiomarquage direct d’anticorps a I'astate-211 et a I'iode-125 par voie nucléophile.
L'astate et I'iode sont deux halogénes voisins dans le tableau périodique des éléments, et par
conséquent, ils possédent certaines propriétés similaires. Comme |’astate ne possede pas d’isotope
stable et que tous ses isotopes ont un temps de demi-vie court, les similarités entre I'iode et |'astate

ont guidé la plupart des développements de la chimie de radiomarquage de I'astate-211. La réactivité
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de l'iode radioactif est généralement une bonne indication de ce qui peut se produire avec |'astate-
211. De plus, des radioisotopes de I'iode sont déja utilisés en imagerie avec I'iode-123 (y, t12 = 13,2 h)
pour I'imagerie TEMP et I'iode-124 (Capture électronique, B*, ti2 = 4,18 j) pour I'imagerie TEP. Avoir
une méthode de radiomarquage qui fonctionne a la fois avec l'iode et I'astate permettrait de
développer des outils théranostiques basés sur la paire 123124 /211At. C’est pourquoi le travail réalisé au
cours de cette thése a également été appliqué a l'iode-125 (électron Auger, ti, = 59,4 j). Ce
radionucléide a I'avantage, par rapport aux autres radioisotopes de l'iode, de posséder un temps de

demi-vie long, ce qui le rend plus facile a travailler.

Afin d’atteindre 'objectif fixé, le travail présenté dans ce manuscrit s’est divisé en deux parties.

1. Exploration de nouvelles classes de précurseurs pour le radiomarquage

a 'astate-211 et a I'iode-125 par substitution nucléophile

La premiére partie consistait a explorer de nouvelles classes de composés pour effectuer le
radiomarquage a |'astate-211 et a l'iode-125 par substitution nucléophile aromatique. Un total de six
classes a été sélectionné en se basant sur ce qui était utilisé pour le radiomarquage d’autres halogeénes,

en particulier le fluor-18 (figure 22).
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Figure 22. Classes envisagées pour I’étude du radiomarquage a I'astate-211 et a I'iode-125 par substitution nucléophile
aromatique.

Trois d’entre elles étaient des composés de soufre hypervalent : les biarylsulfoxydes, les
biarylsulfones et les sels de triarylsulfonium. Une seule publication fait appel aux biarylsulfoxydes en
radiochimie pour des radiomarquages de noyaux aromatiques avec des groupements
électroattracteurs au fluor-18271, Les synthéses sont réalisées dans un appareil microfluidique et
demandent des chauffages drastiques (de 120 a 200 °C). Les biarylsulfones quant a elles n’ont jamais

été décrites en radiohalogénation, mais de par leur structure proche avec les biarylsulfoxydes, il a été
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envisagé qu’elles puissent étre de potentiels précurseurs et ont donc été rajoutées a I'étude. Les sels
de triarylsulfonium sont quant eux efficaces pour le radiomarquages au fluor-18 de noyaux

aromatiques activés avec une trés bonne sélectivité?’2

. lls ont notamment été utilisés pour la
radiofluoration de peptides, ou plus récemment du métomidate utilisé pour I'imagerie de
I’hyperaldostéronisme primaire?’?, Une autre classe qui a pris part a I'étude est les ylures
d’aryliodonium. Tout comme les sels de biaryliodonium, ce sont des composés d’iode hypervalent.
Mais comparativement a ces derniers, une étude mécanistique menée en radiofluoration montre que
les ylures d’aryliodonium sont a la fois plus réactifs et plus sélectifs par rapport aux sels de
biaryliodonium (figure 23)?’4, Cette meilleure sélectivité s’explique par la différence d’énergie entre
I’état de transition A permettant I'acces au fluorobenzéene voulu et I'état de transition B conduisant au
sous-produit (auxiliaire dicarbonylé fluoré ou le fluoroanisole pour I'ylure et le sel d’iodonium
respectivement) est plus grande dans le cas de I'ylure d’iodonium (25,7 kcal/mol) que pour le sel de
d’iodonium (2,9 kcal/mol). L’état de transition B de I'ylure d’iodonium conduirait notamment a un
caractére doublement anionique, ce qui justifie qu’il soit extrémement défavorable. Grace a cette
sélectivité, les ylures d’iodonium permettent la radiofluoration de noyaux aromatiques désactivés,
électrons enrichis ou encombrés?’>276, Cette technique a notamment été utilisée pour la synthése de
deux fluorophénoxyéthers, le 4-((3-[*®F]fluorophénoxy)phénylméthyl)pipéridine (3-[*®F]FPPMP) et le
4-((4-[*8F]fluorophénoxy)phénylméthyl)pipéridine (4-[*¥F]FPPMP) qui sont des ligands potentiels pour

275 ou encore pour la synthése du 3-[*F]fluoro-5-

le transport de la sérotonine et la norépinéphrine
[(pyridin-3-yl)éthynyl]bentonitrile ([*®F]FPEB) utilisé en neuroimagerie TEP pour la détection du
récepteur de glutamate métabotropique 5 (mGIuR5)?""?’8, Les deux derniéres classes sont des dérivés
du bore, les esters et les acides boroniques. Ces derniers ont déja été utilisé pour tout d’abord pour le
radiomarquage au fluor-18,2%>2% puis 3 I'iode radioactif?’?% et plus récemment a I'astate-211%%°.

Cependant le radiomarquage a I'astate de ce type de composés n’avait pas encore été publié au début

du projet, c’est pourquoi ils ont fait partis de I'étude.
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Figure 23. Mécanismes de radiofluoration d’ylures d’aryliodonium et de sels de biaryliodonium.

Un précurseur de chaque série a été synthétisé, puis radiomarqué a 'astate-211 et a 'iode-
125 afin de déterminer quelles classes s’avéraient les plus efficaces pour le radiomarquage avec ces
radionucléides et pouvaient présenter des avantages par rapport a la méthode déja connue des sels
d’iodonium, la plus efficace pour le radiomarquage a I'astate-211 de composés organiques par voie
nucléophile. Pour les plus prometteuses, |I'objectif suivant a été dans un premier temps d’optimiser les
conditions de radiomarquage, puis de déterminer leurs avantages, mais également leurs limites, en
faisant notamment varier le substituant R, et en observant l'influence des effets électroniques et
stériques sur les rendements obtenus. Enfin, le dernier point a évaluer était la faisabilité de ces
radiomarquages en milieu aqueux et a basse température, des conditions qui sont compatible avec
des protéines. La classe qui a pu répondre a ces derniers critéres a alors été utilisée dans la deuxiéme

partie de la these.
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2. Mise au point d’'une méthode de radiomarquage d’anticorps en une

étape par halodéboronation nucléophile

La seconde partie f(it axée sur le développement d’un nouveau procédé de radiomarquage a
I'iode-125 et a I’astate-211 direct d’anticorps par voie nucléophile. Les dérivés du bore ayant fait I'objet

190 ils ont

d’un intérét particulier ces dernieres années en radiohalogénation catalysée au cuivre
semblés intéressant a investiguer, les réactions décrites fonctionnant a températures ambiantes a
I'iode-125 et & I'astate-211209210, Ce résultat a été retrouvé lors du travail effectué dans la premiére
partie de la thése, en particulier avec les acides boroniques. C'est pourquoi il a été choisi d’investiguer
cette derniére classe de composé. Les méthodes actuelles de radiomarquages via ce type de composés
sont toutefois décrites uniquement en milieux organique, ce qui n’est pas compatible avec les
protéines. C'est pourquoi un travail préliminaire a été effectué sur un composé modele afin de
déterminer si la réaction pouvait fonctionner dans un milieu compatible avec des anticorps. Une fois
les conditions optimales déterminées, la chimie a été transmise sur deux anticorps pré-modifiés par
des acides arylboroniques. Le premier est un anticorps anti-CD22 disponible en larges quantités dans
le laboratoire et qui a servi a vérifier la faisabilité de cette réaction et a réaliser des tests
d’optimisations. La chimie a ensuite été appliquée a un second anticorps, le 9E7.4, qui a pu servir a
réaliser des tests biologiques d’'immunoréactivité et de biodistributions nécessaires pour vérifier la
viabilité de la nouvelle procédure de radiomarquage développée. Enfin, pour faciliter le transfert de

|'astate en clinique, un travail visant a automatiser le radiomarquage a été réalisé.
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|. Exploration de nouvelles classes de précurseurs pour le
radiomarquage a 'astate-211 et a 'iode-125 par substitution
nucléophile

Afin de pouvoir comparer les classes entres elles, un composé modele de chaque classe a dans
un premier temps été synthétisé puis testé en radiomarquage a l'iode-125 et a I'astate-211 (figure 24).
Un sel de biaryliodonium a également été synthétisé a titre de comparaison afin de déterminer si les
nouveaux composés testés seraient plus efficaces par rapport a ce dernier, déja bien connu et établi

comme précurseur de référence dans le laboratoire.

4+ OTs 9 o 0O
C|/©/ \©\0Me cl OMe cl OMe
1 2 3

BsneW @\?

?H

C/B\OH
Cl CI

6 7

Figure 24. Composés modéles.

Pour comparer toutes les classes entre elles, chaque composé modele a été choisi avec un
chlore en position para qui présente un effet mésomére donneur mais un effet inductif attracteur, ce
qui en fait un substituant intermédiaire en terme d’effets électroniques, plutét activant pour les
substitutions nucléophiles (constante de Hammett 6 = 0,227). Pour les composés possédants au moins
deux groupements aromatiques (biarylsulfoxyde, biarylsulfone, sel de triarylsulfonium et sel de
biaryliodonium), un groupement électro donneur a été introduit en position para sur le deuxiéme cycle
aromatique afin de I’enrichir en électrons et ainsi d’orienter la réaction de substitution nucléophile de
I’halogéne sur I'aryle désiré. Le groupement méthoxy a été choisi car il est fréquemment utilisé dans

notre laboratoire pour le radiomarquage a I'iode-125 et a I'astate-211 des sels de biaryliodonium et a
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déja montré son efficacité pour orienter la sélectivité de la réaction'® %7, Les ylures d’iodonium sont
des composés thermo- et photosensibles. Dans notre cas, il a été synthétisé avec un motif 6,10-
dioxaspiro[4.5]décane-7,9-dione comme aukxiliaire, limitant les phénomenes de dégradation lors de
réactions de radiofluoration, notamment grace aux oxygénes qui stabilisent I'iode hypervalent?’®

(figure 25).

Figure 25. Stabilisation de I'iode hypervalent par les oxygenes du groupement 6,10-dioxaspiro[4.5]décane-7,9-dione.

Les composés donnant les résultats les plus prometteurs lors des radiomarquages a I'iode et a
|"astate seront sélectionnés pour étre approfondis davantage. Le premier axe de recherche portera sur
I'optimisation de la réaction de radiomarquage en jouant sur la température, la concentration en
précurseur ou encore le solvant. Ensuite, le chlore sera remplacé par d’autres groupements attracteurs
ou donneurs afin de déterminer I'influence des effets électroniques ou stériques sur le radiomarquage.
Enfin, des tests en milieu aqueux et a basse température seront envisagés afin de déterminer le
potentiel de ces composés pour le radiomarquage direct d’anticorps pré-modifiés avec ces fonctions

chimiques.

l.1. Syntheses des précurseurs modeles

L'acide arylboronique 6 et I'ester arylboronique 7 sont disponibles commercialement. Les

autres composés de la série ont été synthétisés au laboratoire.

1.1.1. Précurseurs soufrés

Les synthéses du biarylsulfoxyde 2, de la biarylsulfone 3 et du sel de triarylsulfonium 4 ont été
réalisées précédemment par Dmytro Ryzhakov en stage de master 227°, La premiére étape commune
a toutes ces synthéses est la formation du diaryle thioéther 10, obtenu a partir de I'iodoaryle 8 et du
thioaryle 9 correspondants en présence de Cul avec un rendement de 67 % (schéma 20). L’agent
complexant néocuproine est utilisé afin de solubiliser le sel de cuivre et le conserver a I'état

d’oxydation +l, tel que précédemment décrit®°.
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Néocuproine
[ HS Cul S
+
Cl OMe Toluéne, 110°C, 24 h Cl OMe
67 %
8 9 0 10

Schéma 20. Synthése du diaryle thioéther 10.

Le diaryle thioéther 10 est ensuite oxydé par le mCPBA pour former le biarylsulfoxyde 2 avec
un rendement de 83 % (1 équivalent de mCPBA) et la biarylsulfone 3 avec un rendement de 98 %
(2 équivalents de mCPBA) suivant la procédure décrite par Barbosa et al?®. Le sel de triarylsulfonium
est obtenu par réaction du biaryl thioéther 10 avec le sel de biphényliodonium en présence de
benzoate de cuivre (Il) comme catalyseur avec un rendement de 77 % comme décrit dans la

littérature?®! (schéma 21).

0
s
mCPBA (1eq)
I;OTf
cl OMe CHiClz, 3h,25°C ©/ \©
2 83%

benzoate de cuivre Il JOTf

S
Bromobenzene, 120 °C
77%
Cl 10 OMe Cl OMe
O\ /O 4
Ng”
/©/ \©\ mCPBA (2 eq)
Cl OMe
3

CHxCl2, 1h, 25°C
98 %

Schéma 21. Synthese du biarylsulfoxyde 2, de la biarylsulfone 3 et du sel de triarylsulfonium 4.

1.1.2. Précurseurs iodés

La synthése du sel de biaryliodonium s’est réalisé suivant un protocole décrit par Guérard et
al*®> (schéma 22). L'iodoaryle de départ 8 est oxydé par du mCPBA pour former l'intermédiaire aryle
iodane A3 11, puis 1 est obtenu par StAr par ajout d’anisole et d’acide paratoluénesulfonique avec un

rendement de 63 %.

ﬁ #
PN
O Ar -
I ‘ , OTs
D ———SE—— —_—
o] 25°C, 15 min, CHCl3 cl O%Ar 40°C, 2h30 CHCl3 al OMe
L ] 63 %
8 1 1

Schéma 22 : Synthese du sel de biaryliodonium 1.
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La synthese de I'ylure d’aryliodonium 5 a été effectuée suivant le protocole reporté par

Cardinal et al*”?

et commence de la méme fagon avec la premiére étape d’oxydation sur l'iodoaryle de
départ 8 par du mCPBA. L'acide de meldrum 12 est ensuite déprotonné en milieu basique afin de
former I'anion correspondant impliqué dans la réaction de substitution nucléophile sur I'aryle iodane

A% intermédiaire pour former I'ylure d’iodonium 5 avec un rendement de 27 % (schéma 23).

1) mCPBA

0
L
/@/I 42°C, 4h30, CHaCl, /@/ AN o)
- ~
cl cl 0 O)O

(o}
o
2) {;@ 12, KOH

o
25°C, 3 h, CH.Cl2
27%

8

Schéma 23. Synthese de I'ylure d’iodonium 5.
L'acide de meldrum 12 utilisé pour la synthese de I'ylure est quant a lui synthétisé a partir de

I"acide malonique 13 en milieu acide dans I'anhydride acétique. La cyclopentanone est ajoutée goutte

a goutte pour donner 12 avec un rendement de 41 % (schéma 24).

1) H2S04, anhydride acétique, o

le) o 0°C, 5min N0

HOMOH ><:|
2) o=<j, 15°C 7O
(0]
13 . 12

3) 25°C, 15 min
41%

Schéma 24. Synthése de I'acide de meldrum 12.

I.2. Radiomarquages et comparaison des différentes classes de précurseurs

1.2.1. Comparaison des différents précurseurs

Les conditions de radiomarquages de ces composés décrite dans la littérature avec le fluor-18
ont servi de base pour un premier travail exploratoire avec I'iode-125 et I'astate-211. Ce travail a été
commencé par Dmytro Ryzhakov, dans lequel il a pu établir le solvant optimal pour chaque classe
explorée pour le radiomarquage a I'iode-125. Les modes opératoires qu’il a pu développer ont servi de
point de départ afin de réaliser le travail comparatif des différentes classes avec I'iode-125 et I'astate-
211. Tous les protocoles ont une base similaire : un temps de réaction de 30 minutes, qui est un temps
compatible avec la courte demi-vie de I'astate-211, le précurseur a une concentration de 25 mM et
I'utilisation d’un cryptant, le kryptofix 222 (K222) avec K,COs. Ces derniers sont souvent mentionnés
pour les radiomarquages au fluor-18. La source de fluor-18 est obtenue dans de I'eau, qui inhibe la

nucléophilie de I'anion fluorure. Pour éliminer toute trace d’eau, I’halogene est passé sur cartouche
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échangeuse d’anions et est élué avec une solution aqueuse de carbonate alcalin, comme K,COs. La
solution alors obtenue est concentrée par chauffage et sous flux d’hélium. Une étape de séchage est
ensuite réalisée par évaporation azéotropique avec de I'acétonitrile. Afin de dissocier I'ion K* du
fluorure et ainsi exalter sa réactivité, 'usage du K222 est trés largement répandu?®?. L’iode et I'astate
peuvent réagir plus facilement de fagcon nucléophile que le fluor méme en présence d’eau. C’'est ce qui

’astate-211 des sels d’iodonium.*®>

a notamment été observé pour le radiomarquage a l'iode-125 et a
Cependant, le K222 a tout de méme été conservé dans notre cas pour les premiers tests afin de
reprendre strictement les mémes conditions qu’au fluor-18. De plus, la source d’iode utilisée est une
solution aqueuse de [**’I]Nal en NaOH. La présence de K222 et I'évaporation azéotropique qui est
ensuite effectuée permet potentiellement de limiter I'inhibition de la nucléophilie de I'ion iodure par

hydratation et de maximiser les rendements.

Les tests sur le sel de biaryliodonium 1 sont les seuls qui n’ont pas suivi ce schéma opératoire.
En effet, des protocoles optimisés ont déja été mis en place dans notre laboratoire et ce sont ces
derniers qui ont été utilisés. La concentration en précurseur est alors de seulement 2.5 mM au lieu de

25 mM et le K222 n’a pas été employé.

Il est a noter que dans le cas des radiomarquages des esters et des acides boroniques, un
catalyseur au cuivre est nécessaire pour les réactions d’halodéboronations nucléophiles sur ces
composés. Le Cu(OTf),pyrs a donc été employé, la littérature le mentionnant souvent comme un
catalyseur efficace pour des réactions de radiohalogénation via les acides ou les esters

bO roniq u e5204,205,207,210,283—285

Afin de réaliser tous ces marquages, I’halogéne doit étre sous forme nucléophile. La source
d’iode radioactif utilisée est une solution de [*?°I]Nal dans NaOH (10 M). L’iode est donc déja sous sa
forme nucléophile. La source d’astate est quant a elle produite par le cyclotron Arronax par la réaction
209Bj(a, 2n)?MAt. L’'astate-211 est récupéré en chloroforme par distillation comme décrit
précédemment par Lindegren et al*?. Cette source est ensuite acheminée jusqu’au laboratoire. Une
fois regu, I'astate est présent en solution sous plusieurs formes qui ne sont pas identifiées (figure 26)
et qui peuvent varier a chaque nouvelle source. Des effets de radiolyses peuvent intervenir,
provoquant la décomposition du chloroforme en plusieurs sous-produit dépendant de la présence
d’oxygene, de I'humidité et de la dose. Récemment, Aneheim et al ont proposés des possibles
interactions entre I'astate-211 et certains de ces sous-produits, en particuliers les peroxydes et le

chlore®®®.
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Figure 26. Exemple de radiochromatogramme d’une source d’astate-211 a la réception au laboratoire effectué par analyse
HPLC en phase inverse sur une colonne C18.

Afin de I'obtenir sous forme nucléophile, le chloroforme est évaporé et I'astate-211 est réduit
par ajout du dithiothréitol (DTT) dans I’acétonitrile. Le sulfite de sodium est un réducteur plus répandu
pour la réduction de cet halogéne. Cependant, son utilisation dans notre laboratoire a parfois conduit
a des résultats peu reproductibles. L’étude réalisée sur plusieurs réducteurs a montré que I'utilisation

du DTT permettait de s’affranchir de ce probléme, c’est pourquoi il a été sélectionné.

Afin de déterminer le RRC de chaque radiomarquage, la référence iodée froide de chaque
produit ou sous-produit formé a été analysé par HPLC dans le but de déterminer leur temps de
rétention, sachant qu’entre l'iode et I'astate, tres peu voire pas de différence est généralement
observée étant donné leur polarité tres proche. Les résultats des premiers tests sont présentés dans

le tableau 11.
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Tableau 11. Comparatif des différentes classes utilisées pour le radiomarquage a I'iode-125 et a I'astate-211.
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Cl OMe
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Q
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14b X = 211At

X
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14a X =125
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MeO
15a X =125
15b X =211At
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X

+
MeO

15a X =125
15b X = 211At

+
MeO

15a X =125
15b X =211At

Q

15a X =125
15b X = 211At

16a X =125
16b X = 211At

Précurseur

Conditions

RRC (%)

Sel d’iodonium 1

CHsCN, 1 (2,5 mM)

97 (14a) / 3 (15a)°

81 + 2 (14b) / 18 + 4 (15b)"e

Sulfoxyde 2

CHsCN, 2 (25 mM), Cu(OTf)2pyra (25 mM)

4 (14a)/ 0 (15a)°

3(14b) /0 (15b)¢

Sulfone 3

CH5CN, 3 (25 mM), Cu(OTf),pyra (25 mM)

0 (14a)/ 0 (15a)?

0 (14b)/ 0 (15b)

Sel de sulfonium 4

Monoglyme, 4 (25 mM)

97 (14a) / 0 (15a) / 3 (16a) ©

97 (14b) / 0 (15b) / 3 (16b)°

Ylure d’iodonium 5  CHsCN, 5 (25 mM) 9e 894
Acide boronique 6 CH3CN, 6 (25 mM), Cu(OTf)2pyra (25 mM) 95b >99d
Ester boronique 7 CH3CN, 7 (25 mM), Cu(OTf)2pyra (25 mM) 49b -

Conditions standard : 30 min, 100 uL @ 140 °C, » 120 °C, < 100 °C, ¢ 90 °C, € 80 °C, f 60 °C, 9 n = 2. RRCs déterminés par analyse

radio-HPLC du brut réactionnel.
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Sel de biaryliodonium

Les radiomarquages du sel de biaryliodonium 1 ont donné des RRCs quantitatifs ou quasi
guantitatifs avec les deux radionucléides en repartant des conditions établies dans notre laboratoire.
On a toutefois observés une différence de régiosélectivité entre les deux halogenes : 97 % du produit
d’intérét 14a a été obtenu pour le radiomarquage a l'iode-125 avec 3 % d’iodoanisole 15a apres
30 minutes a 80 °C, tandis que ce ratio a baissé pour le radiomarquage a 'astate-211, avec 81 + 2 %
de 14b obtenu et 18 + 4 % d’astatoanisole 15b aprés 30 minutes a 60 °C. La température n’a pas
semblé avoir une influence sur la sélectivité, un radiomarquage a température ambiante ayant donné
des résultats similaires (78 % de 14b et 20 % d’astatoanisole 15b). Cette baisse de ratio a déja été
observée dans une publication de I’équipe et est expliquée par la différence de la constante de réaction
p entre I'iode et I'astate’®. Cette derniére diminue lorsque la taille de I’"halogéne augmente. Plus p est
faible, moins la réaction est sensible aux effets électroniques des substituants, d’ou la différence de
sélectivité observée. Ce radiomarquage possede une cinétique extrémement rapide : un test sur
seulement deux minutes de réaction a température ambiante a permis d’obtenir 14b avec un RRC de
77 % avec 22 % d’astatoanisole 15b. L'investigation menée sur le sel d’'iodonium est la seule dans
laguelle le K222 n’a pas été utilisé car le protocole est décrit de cette facon dans le laboratoire.
Quelques expériences en présence de K222 et K,CO3; ont tout de méme été réalisées et ont conduit a
une dégradation du sel de biaryliodonium 1. Le RRC en a été conséquemment impacté : seulement 59
% de 14b a été obtenu pour le radiomarquage a I'astate (et 18 % d’astatoanisole 15b) et aucune

conversion n’a été observée a I'iode.

Biarylsulfoxyde et biarylsulfone

Quasiment aucun marquage n’a été observé avec le biarylsulfoxyde 2 et la biarylsulfone 3,
méme avec un chauffage important, ou avec I’ajout du catalyseur Cu(OTf),pyra. Le travail sur ces deux

especes n’a pas été poussé plus loin car les autres classes ont toutes données de meilleurs résultats.

Sel de triarylsulfonium

Le sel de triarylsulfonium 4 a donné d’excellent résultats. Un chauffage a 90-100 °C a permis
d’obtenir un RRC global avec I'iode-125 et I'astate-211. Malgré la présence de trois cycles aromatiques,
donc potentiellement trois sites sur lesquels I'astate ou I'iode pourraient se fixer, la régiosélectivité
observée était excellente, 97 % du produit d’intérét 14a ou 14b étant obtenu. Le seul autre produit
observé était I'iodobenzene 16a ou |'astatobenzene 16b, ce qui n’est pas surprenant car le cycle
aromatique possédant le substituant donneur OMe est le moins favorable pour la réaction de

substitution nucléophile (figure 27). Cette régiosélectivité était donc similaire a ce qui a pu étre obtenu
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pour le radiomarquage du sel de biaryliodonium a I'iode-125. Néanmoins, elle s’est avérée bien
supérieure pour le radiomarquage a I'astate-211, ce qui en fait une classe potentiellement intéressante

en tant que nouvelle méthode de radiomarquage avec ce radionucléide.
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Figure 27. Radiochromatogramme du radiomarquage a I'astate-211 du sel de triarylsulfonium 4.

Ylure d’aryliodonium

L'ylure d’aryliodonium 5 a conduit a de tres faibles RRCs avec I'iode-125 apres 30 minutes a
80 °C en acétonitrile. Mais de fagon surprenante, un haut RRC de 89 % a été obtenu a I'astate apres

30 minutes a 90 °C (figure 28).
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Figure 28. Radiochromatogrammes des radiomarquages de I'ylure d’aryliodonium 5 A) a I'iode-125 ; B) a I'astate-211.

En solvant aprotique polaire, la nucléophilie des halogenes diminue lorsque leur taille
augmente. Une meilleure réactivité devrait donc étre observée avec I'iode. Une hypothése est le
passage par une voie radicalaire et non purement nucléophile, similairement a ce qui a été rapporté
dans le cas des sels de diazonium. Une plus grande électronégativité et polarisabilité de I’halogene
favorise ce type de réaction, ce qui justifierait la meilleure réactivité de I'astate. Or, il est connu que
sous certaines conditions, les composés d’iode(lll) peuvent étre sujets a ce type de mécanismes?®’,
Cela pourrait étre vérifié par I'utilisation d’un piege a radicaux comme le 2,2,6,6-tétraméthylpipéridin-
1-yl)oxy (TEMPOQ). Dans tous les cas, afin de mieux comprendre cette différence de réactivité entre les

deux halogénes, des études cinétiques seraient nécessaires afin d’accéder aux données
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thermodynamiques et ainsi pouvoir investiguer le mécanisme mis en jeu. D’autre part, il est important
de noter que contrairement au sel d’iodonium, aucune substitution nucléophile de I'astate-211 sur
I"auxiliaire 6,10-dioxaspiro[4.5]décane-7,9-dione n’est observé, comme ce qui a été constaté pour le
radiomarquage au fluor-18.27* Cette propriété est un net avantage pour les ylures d’iodonium qui n’ont
donc pas de probleme de perte de radioactivité a cause de la formation d’un sous-produit da a la

régiosélectivité.

Acide et ester arylboroniques

L’acide arylboronique 6 conduit a des RRCs quasi-quantitatifs en 30 minutes en présence du
catalyseur au cuivre Cu(OTf),pyrs a 120 °C et 90 °C avec l'iode-125 et I'astate-211 respectivement, en
faisant une classe extrémement prometteuse. La méme réaction appliquée a I'ester boronique 7 n’a
donné qu’un résultat modéré avec 49 %. Néanmoins, un test réalisé en I'absence de K222 et de K;COs;
mené a I'iode-125 a permis de remonter jusqu’a 84 %. Dans ce test, aucune co-évaporation n’a été
effectué, par conséquent, de I'eau venant de la source de [**°|Nal était également présente. De plus,
I’analyse HPLC de I'ester boronique 7 de départ a permis de révéler qu’une quantité non négligeable
de l'acide arylboronique correspondant se trouvait également dans ce précurseur obtenu

commercialement (figure 29).
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Figure 29. Chromatogramme UV (254 nm) du lot de I’ester arylboronique employé lors du radiomarquage 7.
Etant donné les excellents résultats obtenus avec ce dernier, sa présence peut fausser les tests
effectués sur I'ester arylboronique 7. Une purification du composé aurait pu étre envisagée afin de
réitérer des tests sur 7 pur, cependant devant les trés bons résultats de I'acide arylboronique, cette

classe a été préférée et les esters arylboroniques n’ont pas été investigués davantage.
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1.2.2. Conclusions

Il ressort de ce test comparatif que les classes les plus prometteuses sont les sels de
triarylsulfonium, les ylures d’aryliodonium et les acides arylboroniques. Ces trois classes ont donné des
RRCs presque quantitatifs pour le radiomarquage a I'astate-211, et il en va de méme pour le
radiomarquage a l'iode-125 avec le sel de triarylsulfonium 4 et I'acide arylboronique 6. De plus, le sel
de triarylsulfonium 4 a démontré une meilleure régiosélectivité de la réaction par rapport au sel de
biaryliodonium 1, et aucun autre sous-produit n’a été observé avec I'ylure d’aryliodonium 5 et 'acide
arylboronique 6. Par conséquent, ces types de précurseur peuvent potentiellement permettre une
amélioration pour le radiomarquage avec ces deux radionucléides. Ces trois classes ont donc été
sélectionnées afin de les investiguer davantage. Pour chacune d’entre elles, les conditions de réactions
doivent étre optimisées en jouant sur des parametres tels que la température ou la concentration en
précurseur. Dans un second temps, I'influence de la nature du substituant sera étudiée afin de
déterminer si le marquage peut fonctionner aussi bien avec des substituants électrodonneurs
gu’attracteurs et si leur position sur le cycle aromatique peut avoir une importance. Enfin, le dernier
point consistera a voir si le radiomarquage de ces composés peut s’effectuer dans des conditions
expérimentales compatibles avec les protéines (milieu aqueux et basse température), ce qui
permettrait de les utiliser pour réaliser des radiomarquages directs de protéines pré-modifiées par ces

fonctions en deuxieme partie de thése.

I.3. Optimisation du radiomarquage via les sels de triarylsulfonium sur le

composé modele

Cette partie s’est concentrée sur I'optimisation du radiomarquage a I'iode-125 et a I'astate-
211 du sel de triarylsulfonium 4. Tout d’abord, I'importance de la présence des réactifs K222/K,COs
dans les radiomarquages a été testée (tableau 12). Un test de radiomarquage avec les deux
radionucléides sans la présence de ces réactifs a alors été réalisé. Dans ce cas, |'évaporation
azéotropique n’a pas été effectuée. Par conséquent, de I'eau était présente dans le radiomarquage a
I'iode-125, apportée par la source de [*?°I|Nal. Ce n’est cependant pas le cas de 'astate-211, car ce
dernier est réduit par ajout de DTT solubilisé en acétonitrile. Les résultats montrent qu’avec cette
méthode, tres peu de radiomarquage est obtenu. La méthode initiale avec le K222 et K,COs et le
mélange azéotropique semble étre nécessaire pour que la réaction fonctionne et ce pour les deux

radionucléides.
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Tableau 12. Influence de K222/K>COs dans le radiomarquage du sel de triarylsulfonium 4.

R X X X X
g+ OTf /@/ /@/ @/
+ +
/@/ \@\ Monoglyme, 30 min cl MeO
Cl OMe

14aX = 125] 15a X = 125] 16a X = 1251
4 14b X = 211At 15b X = 211At 16b X = 211At

Condition RRC (%)
Avec K222/K,CO3 97 (14a) /0 (15a) / 3 (16a) 97 (14b) /0 (15b) / 3 (16b)
Sans K222/K,COs 0(14a)/0(15a)/0(16a) 0 (14b) / 0 (15b) / 0 (16b)

Conditions standard : 4 (25 mM), monoglyme, 30 minutes. °[*25[]Nal (1,5 MBg), 100 °C ; b[2!1At]JAt (1-5 MBg), 90 °C. RRCs
déterminés par analyse radio-HPLC du brut réactionnel.

On note également que l'ajout de K222/K,COs; entraine une dégradation du sel de

triarylsulfonium 4 de départ (figure 30) :

w] A 4(D—B
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Figure 30. Exemples de chromatogrammes UV (254 nm) de radiomarquages du sel de triarylsulfonium 4 A) avec
K222/K,COs ; B) sans K222/K,COs.

Le protocole initial contenant le K222 avec le K;COs; a donc été conservé pour la suite de
I'optimisation du radiomarquage a l'astate-211, qui a consisté a faire varier la température du

radiomarquage ou la concentration en précurseur. Le résumé de ces tests est montré dans tableau 13 :

Tableau 13. Optimisation du radiomarquage a I'astate-211 du sel de triarylsulfonium 4.

Température RRC (%)
90°C 97
90 °C? 11
60 °C 52
42 °C 27
23°C 21

Conditions standard : 4 (25 mM), monoglyme, 30 min, K222 (10 mg/mL), K,COs (13 mM), [?11At]At 1-5 MBq. 2 4 (2,5 mM).
RRCs déterminés par analyse radio-HPLC du brut réactionnel.
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La concentration en précurseur 4 a tout d’abord été réduite a 2,5 mM, ce qui correspond a la
concentration utilisée pour les radiomarquages des sels d’iodonium. Cela a conduit a une drastique
chute du RRC jusqu’a 11 %. Cela montre que des concentrations tres faibles ne pourront pas étre

atteintes, ce qui est une premiére limite pour cette classe de composé. Si cela ne représente pas un

probléme pour le radiomarquage de petites molécules organiques pour lequel le précurseur peut étre
facilement séparé du produit final, c’est un parametre non négligeable dans le cadre d’un
radiomarquage direct d’anticorps qui serait pré-modifié par des sels de triarylsulfonium. La nécessité
d’une concentration en précurseur trop importante indiquerait qu’il faudrait avoir un anticorps
extrémement concentré et un grand nombre de ce précurseur greffé. A titre d’exemple, une
concentration en sel de triarylsulfonium de 10 mM correspondrait a un anticorps a 30 mg/mL auquel
on aurait greffé en moyenne 50 sels de triarylsulfonium. Trés peu d’anticorps peuvent supporter une
telle concentration, et autant de modifications auraient énormément d’impact sur les propriétés de
reconnaissance de l'anticorps. Toutefois, il resterait intéressant de tester des concentrations

intermédiaires entre 25 mM et 2,5 mM afin de déterminer quelle est la limite a ne pas dépasser pour

un radiomarquage optimal.

Le deuxieme parameétre étudié a été la température. Abaisser la température a 60 °C conduit
a une diminution du RRC jusqu’a 57 %. La haute température semble alors nécessaire pour que la
réaction puisse s’opérer rapidement. Ce parametre est une nouvelle limite pour une application a un
radiomarquage direct d’anticorps. Ces molécules issues du vivant sont thermosensibles et sont
dégradées a des températures supérieures a 42 °C. Si les sels de triarylsulfonium nécessitent un
chauffage a 90 °C en milieu organique, il est fort probable qu’un chauffage encore plus drastique soit

nécessaire en milieu aqueux.

L’observation des chromatogrammes UV montre toutefois que moins de sous-produits sont
formés lorsque la température est abaissée, jusqu’a quasiment aucun a 23 °C (figure 31). Cette étude
plus poussée des sels de triarylsulfonium n’a été réalisée qu’avec I'astate-211, mais il est envisagé de
la conduire avec l'iode-125 afin de mieux caractériser les éventuelles différences de réactivité entre

les deux anions halogénures.
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Figure 31. Chromatogrammes UV (254 nm) du radiomarquage a I'astate-211de 4 A : 390 °C; Ba 60°C;Ca42°C;Da
23 °C.

Pour conclure sur les sels de triarylsulfonium, ils sont finalement peu prometteurs dans le
cadre d’un radiomarquage direct d’un anticorps pré-modifiés avec ce type de composés. La
concentration en précurseur, ainsi que la haute température nécessaire ne sont pas adaptés pour une
telle application. lls restent néanmoins intéressants en tant que nouvelle classe pour le radiomarquage
de petites molécules organiques, de trés bons RRCs ayant été obtenus sur le composé modele dans les
conditions optimisées. Par rapport aux sels de biaryliodonium, ils peuvent étre potentiellement plus
intéressants sur de nombreux points. Tout d’abord le composé modéle 4 a montré une meilleure
régiosélectivité par rapport au sel de biaryliodonium 1. De plus, une des limites principales des sels
d’iodonium est la formation de sous-produits issus d’une éventuelle dégradation, qui conduisent a des
analogues iodés du produit final et qui ne sont donc pas séparables. Ce n’est pas le cas avec les sels de
triarylsulfonium, dont les sous-produits sont soufrés et peuvent donc étre séparés du produit final par
HPLC. Cela conduirait donc a une meilleure Am. Enfin, les sels de triaylsulfonium partagent I'avantage
des sels de biaryliodonium d’étre facilement séparé du produit final par simple filtration sur une
cartouche dessilice, et donc en I'absence de formation de sous-produit, cela éviterait de passer par une

purification en HPLC, plus longue et qui occasionne plus de pertes.

Le temps de réaction est un paramétre qui n’a pas été étudié, mais son investigation serait
intéressante afin de savoir s’il ne pourrait pas étre réduit, ce qui serait un avantage pour le
radiomarquage a |'astate-211 étant donné son court temps de demi-vie. Il resterait a confirmer qu’ils
peuvent effectivement étre dignes d’intérét en réalisant la synthése d’autres sels de triarylsulfonium
avec divers substituants afin de déterminer si, a 'image des sels d’iodonium, les effets électroniques

et stériques peuvent avoir une influence sur les rendements de radiomarquages ou sur la sélectivité.
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Si les sels de sulfonium s’averent efficaces, la prochaine étape serait de synthétiser des précurseurs de
molécules d’intérét, comme le SAB qui pourrait servir pour le radiomarquage d’anticorps en deux
étapes. Il sera alors intéressant de comparer I'efficacité de ce radiomarquage par rapport aux

méthodes déja existantes, notamment celle des sels de biaryliodonium.

l.4. Investigation du radiomarquage a |'astate-211 via les ylures d’aryliodonium

L'ylure d’aryliodonium 5 ayant permis d’obtenir un RRC de 89 % pour le radiomarquage a
I'astate-211, cette classe semble extrémement prometteuse en tant que nouvelle fonction de
radiomarquage de cet halogene. Le premier point a été de trouver les conditions optimales de cette
réaction en faisant varier des parametres comme la température, la concentration en précurseur ou
encore le solvant. Il a également été envisagé de voir si la réaction est possible en milieu aqueux,
toujours dans I'optique de pouvoir réaliser un radiomarquage direct sur un anticorps pré-modifié par
ce type de fonction. Une fois les conditions optimales déterminées, elles ont ensuite été appliquées
pour le radiomarquage d’un large spectre d’ylures d’iodonium aux substituants plus ou moins
électrodonneurs ou attracteurs afin de déterminer si ce type de précurseur est sensible ou non a ces

effets électroniques, et dans quelle mesure il peut étre utilisé.

1.4.1. Optimisation du radiomarquage a I’astate-211 du composé modéle

Tout comme pour le sel de triarylsulfonium, la premiére question était I'utilité du cryptant
K222 avec K,COs pour la réaction de radiomarquage a I'astate-211. En effet, ces derniers ne sont pas
nécessaires pour le radiomarquage de I'autre classe de composé iodé hypervalent, les sels d’iodonium.
Un premier test a donc été effectué avec les mémes conditions utilisées lors de la comparaison des
différentes classes, cette fois-ci sans K222/K,CO; et sans évaporation azéotropique (tableau 14).
Comme pour le sel de triarylsulfonium, le cryptant semble indispensable pour le bon déroulement de

la réaction.

Tableau 14. Influence de K222/K,COs dans le radiomarquage a I'astate-211 de I'ylure d’aryliodonium 5.

Conditions RRC (%)
Avec K222/K,CO3 89
Sans K222/K,COs 7

Conditions standard : 5 25 mM, ACN, 30 min, 90 °C, [211At]JAt 1-5 MBgq. RRCs déterminés par analyse radio-HPLC du brut
réactionnel.

Le principal inconvénient des vylures d’iodonium est que ce sont des composés

thermosensibles?’#%8 La température utilisée dans notre cas pour le radiomarquage (90 °C) est trop
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haute et conduit a une décomposition de I'ylure d’iodonium, formant notamment le 4-

chloroiodobenzéne (figure 32).
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Figure 32. Chromatogrammes UV (254 nm) de I'ylure d'aryliodonium 5 (A) et d'un radiomarquage a I'astate-211 de I'ylure
d'aryliodonium 5 a 90 °C (B).

Ce sous-produit a exactement le méme temps de rétention que le produit astaté final 14b a
cause de la trop faible différence de polarité entre |'astate et I'iode. Par conséquent, séparer les deux
produits s’averera difficile, voire impossible. Etant donné que I'astate-211 est utilisé a I'état de trace,
il est trés largement minoritaire par rapport a son homologue iodé. Il est fort probable que ce probléme
ne soit pas spécifique a I'ylure 5 et qu'’il s’appliquera a tous radiomarquages via cette classe de
composés. Dans le cas du radiomarquage de molécules organiques d’intérét biologique, un mélange
du produit astaté et iodé sera obtenu, impactant négativement I’An du produit purifié. Dans le cas du
radiomarquage d’anticorps en deux étapes passant par la synthése du groupement prosthétique
[2'At]SAB, le large excés de I'analogue iodé (SIB) présent en solution réagirait avec les lysines des
protéines, laissant peu de sites pour le [2!'At]SAB, conduisant a une chute du RRC du couplage. Afin
d’éviter de former ce sous-produit issu de la dégradation, des tests de radiomarquages a plus basse
température ont été réalisés (figure 33). On observe alors beaucoup moins de dégradation du
précurseur 5 dés 60 °C et quasiment aucune a 25 °C. Trés peu de 4-chloroiodobenzene est alors

produit.
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Figure 33. Chromatogrammes UV (254 nm) du radiomarquage de 5 a A 90 °C, B 60 °C, C42 °Cet D 25 °C.

L’abaissement de la température a 25 °C a également permis d’obtenir des RRCs légerement
meilleurs voire presque quantitatifs, sans doute d{ a la préservation du précurseur de départ

(tableau 15).

Tableau 15. Influence de la température sur le radiomarquage de I'ylure d’aryliodonium 5.

‘ Température RRC (%)
90 °C 89
60 °C 87
42 °C 88
25°C 96 + 1°

Conditions standard : 5 (25 mM), ACN, 30 min, K222 (10 mg/mL), K,COs (13 mM), [2X1At]At (1-5 MBq). °n = 3. RRCs déterminés
par analyse radio-HPLC du brut réactionnel.

La température idéale est donc 25 °C. Non seulement elle limite la dégradation du
précurseur 5, mais en plus de meilleurs RRCs sont obtenus. De plus, cette température est
parfaitement adaptée pour les protéines, ce qui permet a ce stade de conserver les ylures d’iodonium
comme candidats potentiels a un radiomarquage d’anticorps qui seraient pré-modifiés par ce type de

fonction chimique.

Les ylures d’iodonium sont connus pour fonctionner sans nécessiter de catalyse métallique
pour réagir en radiofluoration. Cependant des travaux récents ont montré que de meilleurs RRCs
peuvent étre obtenus avec une catalyse au cuivre pour le radiomarquage au fluor-18 d’autres

composés d’iode hypervalent, les sels d’iodonium, tout en abaissant la température de la réaction?®,
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Afin de vérifier si le RRC, déja trés bon dans notre cas, peut étre amélioré par 'usage d’un catalyseur,
un test a été réalisé en rajoutant le Cu(OTf),pyrs. Cela n’a toutefois pas apporté un impact positif, au
contraire, le RRC chutant de 96 + 1 a seulement 2 %. Les ylures d’iodonium peuvent se dégrader en
présence d’un catalyseur de cuivre 12%82%, Cependant dans notre cas, le cuivre est introduit au degré
d’oxydation Il. Plus d’investigation seraient nécessaires afin de comprendre comment agit le catalyseur

au cuivre dans la réaction et en quoi il peut I'inhiber.

Le dernier parametre d’optimisation a faire varier est le solvant (tableau 16). Le rendement de
radiomarquage a 25 °C donnant des rendements quasi-quantitatifs, il a été choisi de réaliser cette

étude a 60 °C afin de pouvoir évaluer si un solvant est meilleur que I'acétonitrile.

Tableau 16. Influence du solvant sur le radiomarquage a I'astate-211 de 5.

Solvant RRC
CH3CN 87
CH3CN 48°
DMF 13
DMSO 7
MeOH 60
CH3CN / Toluéne 40/ 60 89
CH3CN / Toluéne 50 / 50 91°
CHsCN / H,0 50/50 9

Conditions standard : 5 (25 mM), 30 min, 60 °C, K222 (10 mg/mL), K,CO3 (13 mM), [211At]JAt 1-5 MBq. ° 5 (12,5 mM), 25 °C. .
RRCs déterminés par analyse radio-HPLC du brut réactionnel.

Augmenter la polarité du solvant semble conduire a une diminution importante du RRC, qui
passe de 87 % dans I'acétonitrile a 13 % et 7 % avec le DMF et le DMSO respectivement. Le méthanol,
solvant protique moins polaire que les précédents, donne un RRC intermédiaire de 60 %. Afin de
diminuer encore la polarité, un test en toluéne a été réalisé, avec 40 % d’acétonitrile qui permet de
solubiliser le précurseur. Le RRC alors obtenu est de 89 %, ce qui n’est pas une différence significative
par rapport au test en acétonitrile pur. Cependant réaliser ces mémes tests en diminuant la
concentration en précurseur et a 25 °C montre bien que le toluéne favorise la réaction, avec 91 % de
RRC contre seulement 48 % en acétonitrile. Afin de pouvoir estimer si la réaction serait transposable a
un anticorps pré-modifié par des ylures d’aryliodonium, un test a été réalisé en acétonitrile/H,0.
Malgré le fait qu’au-dela de 20 % de solvant organique le marquage n’est pas envisageable sur un
anticorps car cela conduirait a sa dénaturation, un ratio de 50/50 a été choisis sur ce premier test en
raison de la solubilité limitée de I'ylure dans I’eau. Il est a noter que méme avec 50 % d’acétonitrile, le

précurseur n’était pas totalement solubilisé. Cela peut en partie expliquer le faible RRC de 9 % observé,
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car il a été vu précédemment que la concentration en précurseur ne pouvait pas étre diminuée. De
plus, I'eau est un solvant protique tres polaire, ce qui ne favorise pas cette réaction. Ce manque de
réactivité en milieu aqueux montre que ce type de composé est inadapté pour une application en
radiomarquage direct de protéines. L’acétonitrile a été conservé comme solvant pour la suite des

investigations.

Enfin, une étude de la cinétique menée sur I'ylure d’aryliodonium 5 a révélé que la réaction de
radiomarquage est plutét rapide, ne demandant que 15 minutes a 25 °C pour attendre le RRC optimal
(figure 34). Méme au bout de deux minutes, un RRC autour de 60 % peut étre obtenu. On peut
supposer qu’a plus haute température, la réaction serait alors plus rapide et cela pourrait
éventuellement expliquer pourquoi la méme réaction appliquée a l'iode-125 n’a pas fonctionné a
80 °C, car a cette température, on constatait la dégradation du précurseur de départ. Il est possible
gu’a cette température, I'astate-211 réagisse suffisamment rapidement pour que la réaction de
radiomarquage s’effectue avant la dégradation de I'ylure d’aryliodonium 5. La méme réaction avec
I'iode-125 pourrait quant a elle avoir une cinétique plus lente et I’'halogénure pourrait ne pas avoir le
temps de réagir avant la dégradation du précurseur. Il pourrait étre intéressant pour confirmer cette

hypothese de réaliser la méme réaction de radiomarquage avec I'iode-125 mais a 25 °C.
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Figure 34. Cinétique de réaction de I'ylure p-Cl 5 a 25 °C.
Conditions : 5 (25 mM), CHsCN, [211At]At (1-5 MBgq). n = 1 pour 1 min, 20 min et 30 min et n = 2 pour 2 min, 5 min, 15 min.
Au vu des résultats, les ylures d’iodonium semblent finalement peu adaptés a un
radiomarquage direct d’anticorps. Cependant, ils restent intéressants en tant que nouveau précurseur

pour le marquage a I'astate-211 de molécules organiques. lls offrent I'avantage par rapport aux sels

84



de biaryliodonium de ne pas avoir de probleme de régiosélectivité et par conséquent, un seul produit
peut étre obtenu, conduisant a un meilleur RRC. Afin de déterminer dans quels cas ils peuvent étre
utilisés, la suite du travail s’est porté sur l'influence des substituants sur le rendement de

radiomarquage.

1.4.2. Variation des substituants

1.4.2.1. Synthese des précurseurs

Tout d’abord, la synthese de plusieurs ylures d’iodonium avec des substituants aux effets
électroniques variés a été réalisée. Le groupement le plus électrodonneur choisi est le m-QiPr. Le
groupement méthyle a été choisi comme groupement électrodonneur. Similairement a ce qui a été
observé avec les sels de biaryliodonium, I'effet ortho peut avoir une influence majeure sur les ylures
d’aryliodonium dont les rendements de substitution nucléophile sont grandement améliorés lorsqu’un
substituant se trouve dans cette position (cf introduction bibliographique 111.1.1.5). Cela a été expliqué
en radiofluoration par I'état de transition qui est favorisé dans le cas ou I'aryle possede un substituant
en ortho (figure 35).274 Dans le cas ol le substituant est en position para (conformation 1), I'aryle se
retrouve dans le méme plan que celui formé par les liaisons entre |'iode, le carbone et le fluor, ce qui
est supposément di a la stabilisation de ce dernier par liaison hydrogéne. Dans le cas ou le substituant
est en position ortho (conformation2), I'encombrement stérique qu’il génére entraine le
positionnement de I'aryle hors du plan C-I-F, ce qui est plus favorable a la formation de I'état de
transition de la substitution nucléophile qui se déroule également hors du plan. Ces conformations
conduisent a la formation du fluorure d’aryle avec une différence de 5 kcal/mol en faveur de la

conformation 2.
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Figure 35. Conformations adoptées par un ylure d’iodonium lors d’une radiofluoration suivant la position des substituants.
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Afin de vérifier si cet effet ortho serait observé dans notre cas pour le radiomarquage a I'astate-
211, deux versions ont alors été synthétisées, une avec le méthyle en position ortho et l'autre en
position para. Le p-NO; et le p-CN ont été choisis comme groupements attracteurs. Une version p-
CO,Et a également été réalisée car c’est un groupement qui serait proche d’un précurseur du SAB en
termes d’effets électroniques. Enfin, des ylures d’aryliodonium porteurs de groupements N3 ont été
synthétisés car ils pourraient présenter un intérét pour le radiomarquage de protéines par des
approches de chimie click!®. Le premier posséde directement le N3 en para du cycle aromatique.
Cependant des tests de radiomarquages a I'astate-211 de cette molécule menés en paralléle dans
notre laboratoire par la chimie des sels d’aryliodonium a montré que le produit de la réaction serait
trop volatile?®?. Elle a tout de méme été ajoutée a I’étude, mais une deuxiéme version a été synthétisée
avec un m-CH;Ns. Les syntheses des ylures d’aryliodonium se sont effectuées a partir des composés
iodoaryles correspondant. La plupart étaient disponible dans le commerce, hormis les iodoaryles p-

N3 17 et m-CH;N3 18 et ont donc d{ étre synthétisés.

Le traitement de la 4-iodoaniline 19 par NaNO,; en milieu acide a permis de former
I'intermédiaire sel de diazonium. L'iodoaryle 17 a ensuite été obtenu par substitution nucléophile avec

le groupement azoture de NaNs avec un rendement de 79 % (schéma 25).

/©/' 1) NaNO, HCl, 0 °C, 1 h, H20 /©/'
H,N 2)NaN3, T<5°C,1h N3

2
79% 17

19

Schéma 25. Syntheése de I'iodoaryle 17.
L'iodoaryle 18 a quant a lui été obtenu a partir du composé bromé correspondant 20 par
substitution nucléophile avec le groupement azoture de NaN; avec un rendement de 83 %

(schéma 26).

NaN3

70 °C, 4h30, DMSO
Br 83% N3

20 18

Schéma 26. Syntheése de I'iodoaryle 18.
Deux méthodes de syntheses d’ylures d’aryliodonium ont été employées. La méthode A est la
méme que celle utilisée pour la synthése de I'ylure p-chloro 5. Elle a été utilisée pour la plupart des
ylures de la série. Cependant ce protocole ne semblait pas adapté pour la synthése du composé avec

le groupement ester car le milieu extrémement basique nécessaire a I'étape de substitution
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nucléophile de I'acide de meldrum 12 sur I'intermédiaire aryle iodane A3 (7 équivalents de KOH)
pourrait engendrer sa saponification. Afin d’éviter cela, un test a été effectué en remplacant KOH par
Na,COs, qui est une base plus douce parfois employée pour cette étape?’527:2%2_ Cependant, cela n’a
pas conduit a la formation de I'ylure 31. La méthode B a ensuite été réalisée. Cette derniére consistait
a réaliser I'étape d’oxydation de I'iodoaryle 29 par I'acide péracétique en présence d’acide acétique et
d’anhydride acétique pour obtenir I'intermédiaire ester 4-(Diacétoxyiodo)benzoate d’éthyle 30 selon
un protocole déja décrit pour cette molécule®®3, L’acide de meldrum est ensuite ajouté avec seulement
un équivalent de KOH sur I'intermédiaire 30 pour former I'ylure d’aryliodonium 31 avec un rendement

de 14 %. Les rendements obtenus pour chaque ylure d’iodonium sont reportés dans le tableau 17 :

Tableau 17. Synthése des ylures d’aryliodonium.

Méthode A

o)

1) mCPBA . )

| 42°C, 4h30, CHCl | ‘ o = 21:0-Me 25: m—CHzNa

22 :p-Me 26 : m-OiPr
o 0“0 23:H 27 : p-NO;

R 2){;@ 12, KOH R 24:pNs  28:p-CN

o
25°C, 3h, CH2Cl2

Méthode B -

OAc

o
\ o o}
[ |
A0 / AcOH 1/1 ~OAc {;9012, KOH e \
Acide peracétique J /©/ o
7 .
EtO,C EtO,C E1O,C oF O)O
31

25°C, 7 jours 25°C, 3 h, CHxCl2
14%
29 30

m-OiPr o-Me p-Me p-Ns m-CH2Ns  p-COOEt p-CN p-NO2

Rendement 38 % 21% 23 % 43 % 18 % 15% 14 % 16 % 19%

La nature du groupement sur le noyau aromatique a un impact sur le rendement de synthése.
Le meilleur rendement a été obtenu en I'absence de substituant. Les groupements donneurs sont
ensuite les plus efficaces, avec le m-OiPr qui conduit a un rendement de 38 %. A l'inverse, les
groupements attracteurs défavorisent la réaction, jusqu’a seulement 14 % de rendement pour I'ester.
Devant les faibles rendements pour ces derniers ylures d’aryliodonium, un autre protocole a été
investigué sur le composé cyano, en réalisant d’abord I'oxydation de I'iodoaryle 32 correspondant avec
un mélange d’oxone et de TFA suivant un protocole déja décrit?®*® pour obtenir I'intermédiaire 4-
(diacetoxyiodo)benzonitrile 33. La condensation entre 33 et I'acide de meldrum 12 en présence de
KOH a permis d’obtenir I'ylure d’aryliodonium 28 avec un rendement de seulement 0,7 % (schéma 27).
Malgré les rendements trés faibles obtenus, il n’y a pas eu davantage de tentatives d’optimisation car
tres peu de matiére est nécessaire pour effectuer un radiomarquage (quelques milligrammes) et

suffisamment de produit a pu étre obtenu.
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#

?Ac o o
o

| 1) oxone /TFA I z; 12, KOH | I

/©/ 25°C, 4h30, CHzCl, /©/ OAc J o@ /©/ j\o
NC 2) AcOH, 25°C, 1h NC 25°C, une nuit, CH>Cla NG o” O)Q
0,7%
32 33 28

Schéma 27. Synthése alternative de I'ylure d’aryliodonium 28.

1.4.2.2. Radiomarquage des précurseurs a |'astate-211

Une fois la série d’ylures d’iodonium obtenus, ils ont pu étre testés en radiomarquage a
|"astate-211 dans les conditions optimisées précédemment établies. Les résultats sont présentés dans
le tableau 18. Les RRCs sont comparés a la constante de Hammett, qui est un paramétre caractéristique
de chaque substituant. Une valeur négative défavorise la réaction, tandis qu’un parameétre positif la
favorise, dans le cas de processus nucléophiles. Cette logique se retrouve dans notre cas, avec des
rendements plus faibles obtenus avec le groupement p-Me qui a une constante de Hammett négative
(o =-0,17) par rapport a I'ylure d’aryliodonium sans substituant qui sert de référence (o = 0). L’effet
ortho n’a pas amélioré la réaction, avec un RRC obtenu avec le substituant o-Me comparable avec le
p-Me. Al'inverse, les groupements qui ont un o positif donnent de meilleurs RRCs. La logique voudrait
gue le RRC augmente avec cette constante, ce qui se vérifie entre les groupements p-Ns;, m-QiPr et p-
Cl. Cependant, les groupements p-COEt, p-NO; et p-CN donnent tous des rendements inférieurs au p-
Cl alors que leur constante est supérieure. Cela peut s’expliquer par le fait que ces derniers se sont en
partie dégradés pendant la réaction de radiomarquage. De plus, I'ylure d’aryliodonium 31 n’était pas
entierement soluble a 25 mM dans I'acétonitrile. Or les tests d’optimisation ont montré que la
concentration en précurseur ne pouvait pas étre baissée, ce qui explique un RRC moins bon dans ce
cas. Les ylures d’aryliodonium sont connus pour étre souvent difficilement solubles dans la plupart des
solvants organiques. Cependant leur solubilité peut étre améliorée par I'ajout d’'un groupement
coordonnant donneur en position ortho de I'aryle, notamment le groupement o-alkoxy?**. On peut
conclure de cette étude que la constante de Hammett semble tout de méme étre prédictive du RRC,

ce qui prouve que la réaction de radiomarquage suit bien un mécanisme de SyAr.
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Tableau 18. Influence du substituant sur le RRC du radiomarquage des ylures d’iodonium a I'astate-211.

0
0" NF '\@ ZKIZ\; K>COs e
C}\O Xo R 25°C, 30 min, ACN R
R Constante de Hammett ¢ RRC (%)
o-Me - 4
p-Me -0,17 5
H 0 14
p-Ns¢ 0,08 17
m-OiPr 0,1 21
p-Cl 0,227 96 + 1°
p-CO,Et>* 0,45 75
p-CN¢ 0,66 79
p-NO;¢ 0,78 71

Conditions standard : Précurseur (25 mM), ACN, 25 °C, 30 min, K222 (10 mg/mL), K,COs (13 mM), [?11At]At 1-5 MBgq. °n = 3,
bprécurseur peu soluble, cdégradation du précurseur. RRCs déterminés par analyse radio-HPLC du brut réactionnel.

Les ylures d’iodonium seraient donc des précurseurs adaptés pour le radiomarquage a I'astate-
211 par SyAr de molécules organiques possédants des groupements attracteurs. Cependant, la
formation de I'iodoaryle a été observé lors de la plupart des radiomarquages sur les chromatogrammes
HPLC UV (R = 0-Me, m-0QiPr, CO,Et, H, p-CN, p-NO,). Ce composé ayant un temps de rétention trés
proche du produit astaté final, ils sont difficilement séparables, ce qui peut représenter une limite de
la chimie des ylures d’iodonium lorsqu’une A, élevée est souhaitée. Néanmoins cette dégradation n’a

pas été observée dans tous les cas et dépend donc du substrat.

1.4.2.3. Conclusion sur les ylures d’aryliodonium
Pour conclure sur les ylures d’aryliodonium, les conditions nécessaires a un radiomarquage
efficace ne semblent pas étre compatibles avec un éventuel radiomarquage de protéines pré-
modifiées par ce type de fonction, de par la faible réactivité de ce type de précurseur en milieu aqueux

ainsi que sa concentration importante nécessaire pour des RRCs optimaux.

Cependant, cette catégorie de précurseurs pourrait étre utilisée pour le radiomarquage a
|'astate-211 de molécules organiques possédants des substituants attracteurs, ou des RRCs satisfaisant
ont pu étre obtenus. lls présentent I'avantage par rapport aux sels de biaryliodonium de ne pas avoir
de probléme de régiosélectivité, un seul produit radiomarqué étant possible. Par conséquent, méme

avec des faibles RRCs, cela permet I'obtention de composés aryles avec des substituants désactivants.
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Un composé d’intérét pour la chimie click, porteur d’'un groupement p-N; a notamment pu étre
synthétisé. D’autres ylures d’intéréts pourraient étre envisagés. Un précurseur pour le SAB semble
difficilement envisageable, car il serait difficile a synthétiser de par I'utilisation de KOH a la derniere
étape, ce qui entrainerait probablement I'hydrolyse de I'ester activé. D’un autre c6té, un ylure
d’aryliodonium possédant une fonction maléimide qui permettrait le couplage aux cystéines des
protéines pourrait étre une bonne alternative. Un autre aspect a investiguer serait I'étude cinétique
qui permettrait d’établir le mécanisme de la réaction et de comprendre la différence de réactivité entre

'iode-125 et I'astate-211.

I.5. Optimisation du radiomarquage via les acides arylboroniques

Les acides arylboroniques ont donné des RRCs quasiment quantitatifs avec les deux
radionucléides en 30 minutes a haute température dans les tests préliminaires, ce qui en fait une classe
particulierement prometteuse pour le radiomarquage avec ces deux halogenes. A I'image de ce qui a
été fait pour les sels de triarylsulfonium et les ylures d’aryliodonium, le premier objectif a été de
déterminer les conditions optimales de radiomarquage sur le composé modele 6. L'importance de la
présence du kryptofix a été le premier parametre investigué. Un nouveau radiomarquage a 'astate-
211 a été effectué en I'absence de K222/K,CO; et sans I'évaporation azéotropique. Le RRC obtenu reste
quantitatif, montrant qu’ils n’étaient pas nécessaires (tableau 19). K222/K,COs ont donc été éliminés
pour la suite des tests, ce qui permet une simplification de la procédure de radiomarquage car elle ne

nécessite plus d’étape d’évaporation.

Tableau 19. Influence de K222/K,CO;3 dans le radiomarquage a I'astate-211 de I'acide arylboronique 6.

Condition RRC (%)?

Avec K222/K,COs >99 %

Sans K222/K,COs >99 %

aConditions standard : 6 (25 mM), ACN, 30 minutes, 90 °C, [?!1AtJAt 1-5 MBgq. RRCs déterminés par analyse radio-HPLC du
brut réactionnel.

Méme si le radiomarquage fonctionne de maniere quantitative en acétonitrile, le
précurseur est peu soluble dans ce solvant. C'est pourquoi il a été remplacé par du méthanol, qui
permet une parfaite solubilisation du précurseur et du catalyseur, tout en maintenant un RRC
quantitatif. L’étude de l'influence de la température a ensuite été réalisée sur le radiomarquage a
I'astate-211 (tableau 20). Un RRC quantitatif est obtenu pour chaque température testée, méme a

25°C.
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Tableau 20. Influence de la température sur le radiomarquage a I'astate-211 de I’acide arylboronique 6.

Température (°C) RRC (%)?

90° >99
90 99

60 >99
42 >99
25 >99

aConditions standard : 6 (25 mM), Cu(OTf)pyrs (25 mM), MeOH, [211At]JAt 1-5 MBq, b CH3CN. RRCs déterminés par analyse
radio-HPLC du brut réactionnel.

Ces conditions optimisées obtenues pour le radiomarquage a l'astate-211 (absence de
K222/K,COs3, MeOH, 25 °C) ont ensuite été appliquées en radioiodation et des RRCs de 99 + 1 % (n = 3)
ont été obtenu. Le radiomarquage d’acides boroniques a l'iode-131 a déja été décrit a température
ambiante avec un catalyseur de cuivre | (Cu,0) en présence de la 1,10-phénantroline?®. Reprendre ces
conditions a conduit a un RRC de seulement 73 % a I'iode-125 dans notre cas*. Nos conditions ont alors

été préservées.

La suite de cette I'étude trés prometteuse consistait a réaliser un radiomarquage a l'iode-125
et a I'astate-211 sur différents acides boroniques avec des substituants variés afin d’évaluer la portée
de cette réaction. Cependant ce travail a été publié par le laboratoire de R. Mach et al de I'université
de Pennsylvanie en 2018 alors que nous commencions cette phase du projet?°. Ce groupe a montré
la grande versatilité de ce radiomarquage qui fonctionne sur une large gamme de composés modéles
(hétéro)aromatiques avec des substituants aux différents effets électroniques et I'a appliqué a la
synthése du [2!!At]PARP-1, une petite molécule d’intérét pour le traitement de divers cancers. Par
conséquent, la suite du travail s’est orientée plus rapidement que prévu vers I'exploitation de cette
classe de précurseurs prometteuses pour le radiomarquage en milieu aqueux dans l'optique de
radiomarquer des protéines pré-modifiées par des acides boroniques. Ce travail est décrit dans la

deuxiéme partie de la thése.

[.6. Conclusion

L'objectif de cette partie était de trouver de nouvelles classes de précurseurs pour le
radiomarquage a |'astate-211. Parmi toutes celles testées, trois se sont révélées digne d’intérét : les
sels de sulfonium, les ylures d’iodonium et les acides boroniques. Le sel de sulfonium présente
I"avantage, par rapport aux sels d’iodonium déja connu, de posséder une meilleure sélectivité, ce qui

permet d’accéder a des RRCs plus élevés, en plus de ne pas engendrer de sous-produit iodé qui ne

k Conditions : 1 h, 25 °C, CH3CN, 50 uL, 6 (40 mM), Cu20 (=~ 8 mM), 1,10-phénantroline (16 mM)
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serait pas séparable du produit final. Cependant une haute température est nécessaire, ainsi qu’une
concentration importante en précurseur. Ce type de composé semble donc adapté pour le
radiomarquage a I'iode-125 et a |'astate-211 de petites molécules organiques, mais est inenvisageable
pour un radiomarquage direct de protéines. Concernant cette catégorie de précurseur, il resterait a
réaliser la synthese d’autres composés aux substituants variés afin d’évaluer I'influence des effets
électroniques et stériques sur les RRCs. La synthése de composés d’intéréts, comme un précurseur

pour la synthése du SIB ou du SAB pourrait étre envisagée.

Les ylures d’iodonium ont la particularité de ne fonctionner qu’au radiomarquage a I’astate-
211. Des rendements quantitatifs ont pu étre obtenus a 25 °C avec le composé modele. Cependant ils
restent des composés tres sensibles et des dégradations ont pu étre observées lors du radiomarquage
a l'astate-211 de la plupart des ylures d’aryliodonium testés. lls peuvent toutefois donner des RRCs
intéressants lorsque des groupements activants sont présents sur le cycle aromatique. Leur faible
réactivité dans les solvants polaires laisse penser qu’ils seront difficilement utilisables dans le cadre de
radiomarquage de protéines. Néanmoins, ils restent intéressants pour le radiomarquage de molécules
organiques, avec comme avantage considérable par rapport aux sels de biaryliodonium de ne pas
poser de probléme de régiosélectivité. La synthése de nouveaux ylures d’intéréts, notamment
possédant un groupement maléimide pour le couplage aux cystéines des protéines, pourrait étre
envisagée. De plus, une étude cinétique pourrait étre réalisée afin de mieux comprendre le mécanisme
de la réaction de radiomarquage et ainsi expliquer la différence de réactivité entre I'iode-125 et

I'astate-211.

Enfin, les acides boroniques donnent des RRCs quantitatifs pour les radiomarquages a l'iode-
125 et a I'astate-211 du composé modele, méme a 25 °C. L'étude de sa réactivité en milieu aqueux a
donc été envisagée afin de savoir s’ils peuvent étre utilisés pour le radiomarquage direct de protéines,

ce qui sera le sujet de la partie Il.
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Il. Mise au point d’'une méthode de radiomarquage d’anticorps
en une étape par halodéboronation nucléophile

Les acides arylboroniques ont déja montré dans la partie précédente qu’ils pouvaient
permettre le radiomarquage a 25 °C et que la présence de 10 % d’eau dans le milieu réactionnel ne
perturbait pas la réaction. Si c’est un début prometteur, de nombreux points restent a investiguer sur
le composé modele avant d’envisager un radiomarquage d’anticorps. Notamment, la concentration en
précurseur (25 mM) qui doit étre considérablement réduite et surtout, I'efficacité du radiomarquage
a l'iode-125 et a l'astate-211 dans un milieu majoritairement aqueux. Une part de solvant organique
devra tout de méme étre conservée afin de solubiliser les réactifs, mais elle ne devra pas excéder 15 %
en volume car c’est la valeur maximale tolérée par les protéines. Si la réaction est toujours possible
dans de telles conditions, alors des tests sur des protéines peuvent étre effectués. L’anticorps anti-
CD22 a été le premier testé car il présente I'avantage d’étre disponible en large quantité dans le
laboratoire, permettant de mener des tests d’optimisation de la chimie. Cependant, le laboratoire ne
posséde pas I'antigene cible de cet anticorps, par conséquent, il ne sera pas possible d’effectuer des
tests biologiques, qui seront pourtant nécessaires afin de vérifier que le nouveau procédé de
radiomarquage n’altere par ses propriétés. C'est pourquoi une fois les conditions optimales
déterminées avec I'anti-CD22, ces dernieres seront appliquées a un autre anticorps produit au

laboratoire, le 9E7.4, sur lequel des tests biologiques sont possibles.

[I.1. Mise au point sur un composé modele

La premiere étape de ce travail a consisté en I'étude de la réaction de radiomarquage a l'iode-
125 et a I'astate-211 sur un composé modele afin de déterminer si elle était réalisable dans un milieu
compatible avec les protéines. Pour ce faire, le méme composé modele que celui utilisé dans la partie
I, 'acide 4-chlorobenzéne boronique 6 a été utilisé. Tout d’abord, le premier parametre travaillé a été
la concentration en précurseur qui devait étre diminuée afin que, d’une part, il puisse étre plus
facilement solubilisé lorsque le radiomarquage sera effectué en milieu aqueux et d’autre part, pour
avoir une concentration qui correspondrait a un nombre raisonnable d’acides arylboronique greffés
par anticorps. Comme vu dans la partie précédente, des RRCs quantitatifs sont obtenus en 30 minutes
a 25 °C en méthanol avec une concentration en précurseur de 25 mM pour les deux radionucléides
(tableau 21). Il est intéressant de noter que la méme réaction sans catalyseur ne conduit a aucune
radioiodation, tandis que 44 % d’astatation est observé. Or, un procédé nucléophile sans catalyseur ne
devrait pas pouvoir conduire a une conversion radiochimique. Il est possible que I'anion astature

s’oxyde partiellement dans le milieu réactionnel en At* et réagit en tant qu’électrophile sur la fonction
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acide boronique, a l'image de ce qui a été observé pour la radioiodation électrophile
d’aryltrifluoroborate ou d’acides boroniques qui peut s’effectuer en présence ou en I'absence de
catalyseur.1%2% |3 concentration en précurseur et en catalyseur a ensuite été réduite, afin de faciliter
leur solubilisation une fois que le radiomarquage passera en milieu aqueux d’une part, et de ramener
le précurseur a une concentration acceptable pour le radiomarquage d’une protéine d’autre part. Des
RRCs toujours quantitatifs ont alors été obtenus, méme a une concentration de 250 uM, une condition
qui correspondrait a approximativement une solution d’anticorps concentré a 6 mg/mL avec environ
6 acides boroniques par protéines en terme de groupements acides boroniques disponibles, ce qui
semble adapté. La concentration de 6 mg/mL est suffisamment faible pour étre supportée par la
plupart des anticorps. Quant au nombre de modifications, il semble suffisamment faible pour ne pas
altérer les propriétés de reconnaissances de I'anticorps. Aneheim et al ont notamment reportés des
anticorps modifiés avec un nombre de linkers de structure similaire compris entre 5 et 9 par anticorps

et dont les immunoréactivités n’étaient pas altérées2662%,

Le passage en milieu aqueux a ensuite été effectué, en gardant toujours 15 % de méthanol en
co-solvant pour permettre la dissolution du précurseur et du catalyseur. Ces conditions ont conduit a
une chute des RRCs pour les deux radionucléides. Si la radioiodation a chuté jusqu’a 17 %, I'astatation
est toutefois restée relativement haute avec un RRC de 74 %. La premiere hypothése pour expliquer
cette différence est le méme mécanisme électrophile formulé pour le radiomarquage a I'astate-211
qui peut s’effectuer sans catalyseur en méthanol. Cependant cette hypothese a été éliminée car un
test mené dans les mémes conditions aqueuses en |'absence de catalyseur a conduit a un RRC nul. La
deuxieme hypothese qui pourrait expliquer cette différence entre les deux halogénes est la plus grande
polarisabilité de I'astature. Par conséquent, il est moins désactivé que I’'anion iodure par le phénomeéne

d’hydratation dans un mécanisme nucléophile.

Les ligands de types phénantrolines ont montré leur capacité a améliorer la radiohalogénation
nucléophile via les acides boroniques a I'iode et a I'astate en milieu organique.?%>?1° C’est pourquoi la
1,10-phénantroline 34 a été utilisée, conduisant a une nette amélioration des RRCs en milieu aqueus,
passant de 17 a 85 % pour la radioiodation et de 74 a > 99 % pour |'astatation. D’autres solvants
organiques couramment utilisés avec les protéines (quand ils sont utilisés dans des proportions
inférieures a 20 %) ont ensuite été testés, et bien qu’aucune différence notable n’a été observée pour
le radiomarquage a 'astate, le DMF s’est avéré légerement meilleur pour la radioiodation. Il permet
de plus une meilleure dissolution du catalyseur par rapport au méthanol. C'est pourquoi le DMF a été

conservé comme co-solvant pour la suite des tests.
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Tableau 21. Investigation préliminaire de la 12°I-radioiodation et I’?!1At-astatation de I'acide 4-chlorobenzéne boronique 6.
RRCs déterminés par analyse radio-HPLC du produit brute.

[Cu(OTf)2pyra] [1,10-phénanthroline] Solvant
(mM) (mM)

25 0 0 MeOH/H,0 (9/1) 0 44 + 7°

25 25 0 MeOH/H,0 (9/1) 9+1 9+1

10 10 0 MeOH/H,0 (9/1) >99 98+3
0,25 10 0 MeOH/H,0 (9/1) >99 9+1
0,25 10 0 H,0/MeOH (85/15) 17+ 2 74 £5
0,25 0 0 H,0/MeOH (85/15) - 0
0,25 10 10 H,0/MeOH (85/15) 85+2 >99 %
0,25 10 10 H,O/DMF (85/15) 91+1 9+1
0,25 10 10 H,0/DMSO (85/15) 88+2 9+1

aConditions standard : [*2°]Nal ou [?*1At] (0,5 — 2 MBg), 100 uL, 30 min, n = 3, bn = 7.
Il est a noter que le DTT, qui était utilisé comme réducteur de I'astate de la partie précédente,

a été remplacé ici par une solution de sulfite de sodium a 1 mg/mL en eau car le DTT entrainait une

dégradation de la 1,10-phénantroline faisant chuter le RRC.

Enfin, pour se rapprocher des conditions de radiomarquage d’une protéine qui sont
généralement stockées et utilisées dans une solution tampon et non en eau pure, la réaction a été
investiguée dans plusieurs solutions tampons (tableau 22). Tous les tampons ont été utilisés a un
méme pH autour de 7,4 - 7,5 pour dissocier les effets du pH de la nature des ions en solution dans la
réaction. Tous les tests ont conduit a une diminution drastique du RRC. La chute de ce dernier en
solution NaCl montre que les ions chlorures défavorisent la réaction. L’hypothése est que le chlore
entre en compétition avec I'iode ou I'astate dans la réaction d’halogénation. Ceci peut également en
partie expliquer le tres faible RRC obtenu en PBS (21 et 31 % pour la radioiodation et I'astatation
respectivement) qui contient également des ions chlorures (139,7 mM). Mais le fait que le RRC obtenu
en PBS soit inférieur a celui observé en solution NaCl peut étre expliqué également par la présence de
phosphates (11,76 mM) qui sont connus pour causer la précipitation du cuivre sous certaines
conditions. Dans notre cas, aucune précipitation n’a été observée. Cependant, des interactions entre
les ions phosphate et le cuivre altérent probablement la réaction. Les meilleurs résultats ont été
obtenus avec le tampon borate, qui a donné des RRCs de 55 % en radioiodation et 90 % pour le

radiomarquage a I'astate. Ce dernier a donc été utilisé pour les tests suivants.
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Tableau 22. Influence du tampon sur la 12°|-radioiodation et I’’*1At-astatation de I’acide 4-chlorobenzéne boronique 6. RRCs
déterminés par I'analyse radio-HPLC du produit brute.

Solvant RRC (%)?

AL
NaCl/DMF (85/15) 381+ 2,5 78 £ 13
PBS/DMF (85/15) 21+2,1 31+7,2
Tampon acétate de sodium 0,1 M pH 7,5 / DMF (85/15) 40+ 4,4 84+79
Tampon borate de sodium 0,5 M pH 7,5 / DMF (85 /15) 55+ 3,2 90+ 3,5
Tampon Tris 0,5 M pH 7,5 /DMF (85/15) 35+7,9 47 +9,2

Conditions standard : 6 (0,25 mM), Cu(OTf).pyrs (10 mM), 1,10-phénantroline (10 mM), [1251]Nal ou [?*At]NaAt (1-5 MBg),
30 min, 100 uL, 25 °C, n = 3.

L'étape d’optimisation de la concentration des différents constituants du mélange a alors été
initiée, a commencer par celles du catalyseur et du ligand pour le radiomarquage a l'iode-125
(tableau 23) et a I'astate-211 (tableau 24). Il apparait que des meilleurs RRCs sont obtenus lorsque ces
deux réactifs sont introduits en proportions équimolaires, ce qui permet de diminuer
considérablement leur concentration, jusqu’'a 625 pM pour la radioiodation et 39,1 puM pour
|’astatation. On note que le RRC augmente lorsque la concentration passe de 10 mM a 2,5 mM pour la
radioiodation. Il est a noter que ces derniers tests ont été réalisés selon une autre procédure dans
laquelle le solvant de radiomarquage est le tampon borate/DMF 90/10 alors que ce ratio était a 85/15
dans les tests précédents. De plus, les solutions de réactifs ont été préparées dans un mélange tampon
borate/DMF 90/10 alors que pour les tests effectués avant, les réactifs étaient en DMF purs.

Tableau 23. Influence de la concentration en catalyseur et en ligand sur la 1?°I-radioiodation de I'acide 4-chlorobenzéne
boronique 6. RRCs (%) déterminés par I"analyse radio-HPLC du produit brut.

CLigand 1,25 mM 625 UM

312,5 uM

156,25 uM

cCata lyseur

10 mM 55 &+ 3,22 - - - - -

2,5mM - 87 85 + 2,8 59 + 132 - -
1,25 mM - 82 85 78 + 3,50 - -
625 pM - 12 - 83 75 34
312,5 uM - - - - 71+9,7° 51+5,7°
156,25 uM - - - - 31+5,7b 49

Conditions standard : 6 (0,25 mM), [*?°[]Nal (1-5 MBg), 30 min, 100 uL, 25 °C, tampon borate 0,1 M pH 7,5/DMF 90/10,
atampon borate 0,1 M pH 7,5/DMF 85/15, n = 3, bn = 2.
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Tableau 24. Influence de la concentration en catalyseur et en ligand sur I’?!1At-astatation de I'acide 4-chlorobenzéene
boronique 6. RRCs (%) déterminés par I'analyse radio-HPLC du produit brut.

Cuigand 10 mM 2,5mM 1,25 mM 625 um 312,5pM 1563 pM 78,13 pM 39,1 uM 19,5 uM

Ceatalyseur

10 mM 90 £ 3,5°
2,5mM - 90 + 3,5 - - - - y . -
1,25 mM - 89 91 85 77 87 45,7 47 - -
625 pM - 12 - - - - - - .
312,5 uM - - - - >99 - - - -
156,25 uM - - - - - >99 . . .
78,13 uM - - - - - - 98 +2,8° - -
39,1 M - - - - - - - 93 £6,5° 92
19,5 uM - - - - - - - 86 62 + 34°

Conditions standard : 6 (0,25 mM), [211At]NaAt (1-5 MBg), 30 min, 100 uL, 25 °C, tampon borate 0,1 M pH 7,5/DMF 90/10,
atampon borate 0,1 M pH 7,5/DMF 85/15,n =3,bn =2

La concentration en précurseur a ensuite été testée pour savoir s’il était possible de la réduire,
ce qui correspondrait a un radiomarquage sur un anticorps moins concentré, ou comportant moins de
modification (tableau 25). Cependant, le RRC commence a diminuer dés que cette concentration est
divisée par deux. Cependant cela n’est pas un probléme car 250 uM est parfaitement compatible pour

un radiomarquage de protéines pré-modifiées par des acides boroniques.

Tableau 25. Influence de la concentration en précurseur sur la 12°I-radioiodation et I’ At-astatation de I'acide 4-
chlorobenzene boronique 6. °RRCs déterminés par I'analyse radio-HPLC du produit brut.

Crrécurseur 6 RRCs? (%)

(wv) S AEap
250 87 90 + 3,5°
125 75 82
62,5 - 81
25 - 0

Conditions standard : Cu(OTf),pyrs (2,5 mM), 1,10-phénantroline (2,5 mM), [*2°I]Nal ou [?*1At]NaAt (1-5 MBg), 30 min, 100 L,
25 °C, tampon borate 0,1 M pH 7,5/DMF 90/10, bn = 2.

Enfin, d’autres phénantrolines ont été testées afin d’essayer d’améliorer encore la réaction
(tableau 26). La premieére est la 4,7-dihydroxy-1,10-phénantroline 35. La dichloro(1,10-phénantroline)
de cuivre Il 36 a également été choisie car elle est déja chélatée a du cuivre, ce qui pourrait peut-étre
permettre de <s'affranchir du Cu(OTf)pyrs. L'hydrate de sel disodique de [I'acide
bathophénantrolinedisulfonique 37 a notamment été évalué en raison de sa solubilité en milieu
aqueux. La 3,4,7,8-tétraméthyl-1,10-phénantroline 38 étant le ligand utilisé dans la publication
reportant le radiomarquage a 'astate des esters boroniques, elle a également été ajoutée aux tests?°,
Afin de savoir si I'une d’entre elles était supérieure a la 1,10-phénantroline utilisée jusqu’a présent,

des conditions non optimales en termes de concentration en catalyseur et ligand ont été choisis. Il
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ressort de ces tests qu’aucun des ligands testés n’a conduit a de bons RRCs de radioiodation tandis que
tous sauf la 3,4,7,8-tétraméthyl-1,10-phénantroline 38 a conduit a des RRCs d’astatation similaires a
la 1,10-phénantroline 34. Il est a noter que les ligands 35 et 38 n’étaient pas solubles dans les
conditions utilisées, ce qui peut expliquer les mauvais RRCs obtenus. On remarque que |utilisation du
ligand 36 sans catalyseur conduit a une Iégére diminution du RRC avec les deux radionucléides, ce qui
indique que le catalyseur CuCl; doit étre moins efficace que Cu(OTf),pyrs. La 1,10-phénantroline 34 a

donc été conservée pour la suite de I'étude.

Tableau 26. Influence du ligand sur la 1%°I-radioiodation et I’ At-astatination de I'acide 4-chlorobenzene boronique 6. RRCs
déterminés par I'analyse radio-HPLC du produit brut.

RRCs (%)

34 85+ 2,8° 87 +5,7°
35 1,3 85
36 48 87
36¢ 34 72
37 13 83
38 8,8 36

Conditions standard : 6 (0,25 mM), 30 min, 100 uL, 25 °C, tampon borate 0,1 M pH 7,5/DMF 90/10, n = 1, °n = 2, *Cu(OTf)2pyra4
(2,5 mM), ligand (2,5 mM), [*2°I]Nal, ® Cu(OTf),pyrs (1,25 mM), ligand (156,3 uM), [221At]NaAt (1-5 MBgq), *Cu(OTf),pyrs 0 mM

A l'issu de cette partie, le radiomarquage du composé modeéle a I'iode-125 et a I'astate-211 a
pu étre réalisé en milieu aqueux grace a I'ajout du ligand 1,10-phénantroline 34. Les conditions
optimales ont été déterminées, que ce soit en terme de concentration en précurseur, catalyseur ou
ligand, ou en terme de solvant, ol le mélange DMF/tampon borate pH 7,5 s’est révélé étre le plus
efficace. La réaction s’avére fonctionner bien plus facilement avec I'astate-211 par rapport a l'iode-
125. La concentration en catalyseur et en ligand peut notamment étre largement plus abaissée dans

le cas de |'astate.
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Les conditions optimales du radiomarquage a l'iode-125 et a [l'astate-211 ayant été
déterminées sur le composé modele, les premiers tests sur un anticorps pré-modifié par des acides
boroniques, a commencer par une IgG anti-CD22, ont débutés. Cependant, la précipitation de ce
dernier a rapidement été observée a I'ajout du catalyseur. Cette précipitation a donc été attribuée a
la présence de cuivre Il en solution. En effet, les sels de cuivres, et plus généralement les ions
métalliques multivalents, sont connus pour interagir avec les protéines, conduisant a leur précipitation
ou a leur dégradation®”?°®, Diminuer la concentration en catalyseur afin de limiter ce phénoméne
aurait pu étre une option. Cependant cette précipitation a été observée méme avec une concentration
en catalyseur et ligand de seulement 78,13 uM. Il a alors été décidé d’investiguer I'influence de la
nature du tampon utilisé lors du radiomarquage sur la précipitation de I'anti-CD22 (tableau 27). Les
tampons ont été testés avec différentes concentrations en sels car plus ces derniers sont concentrés,
moins les protéines sont susceptibles de précipiter. Pour cela, I'anticorps non modifié a été
conditionné dans le tampon a tester, puis le catalyseur ajouté. Sur les tampons testés, seuls les
tampons citrate, phosphate, tricine (N-[tris(hydroxyméthyl)méthyllglycine) et Tris (tris-
hydroxyméthyl)aminométhane) n’ont pas conduits a la précipitation de I'anticorps. Les ions
phosphates sont néanmoins connus pour faire précipiter le cuivre, ce qui a d’ailleurs pu étre observé.
Cette précipitation a donc empéché le cuivre d’interagir avec la protéine et donc de la faire précipiter.
Le tampon tricine peut former des complexes avec les métaux de transition, notamment le cuivre
[1,2993% ce qui empéche également le cuivre Il de se fixer aux protéines. Il en va de méme pour le
tampon Tris, qui est capable d’agir comme un agent chélatant efficace pour Cu?* via ses trois
groupements hydroxyles et son amines primaire a des pH > 731, Ces tampons ont par la suite été testés
pour la radioiodation du composé modele et seul le tampon Tris a permis d’obtenir un radiomarquage.
Comme la concentration n’a pas d’impact sur le RRC obtenu, celle a 0,5 M a été conservée afin de

limiter les risques de précipitation.
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Tableau 27. Influence de la nature du tampon sur la précipitation de I'anti-CD22 et sur le RRC de la 1%°I-radioiodation de 6.

Concentration du Précipitation de I’anti- RRC (%) avec 6°
tampon CD22*

Borate de sodium 0,1M Oui -
0,5M Oui 55+ 3,2f
0,7M Oui -

Acétate de sodium 0,5M Oui -

Citrate de sodium 0,5 M Non o¢

Phosphate de sodium 0,3M Non 0de
0,5 M Non 0de

HEPES 0,25 M Oui -
0,5M Oui -

1M Oui -

MES 1M Oui -

Gly-Gly 0,5M Oui 0

MOPS 05M Oui -
0,9M Oui -

Tricine 0,5M Non 0

Tris 0,25 M Non 49
0,5 M Non 35 4 7,9f

1M Non -

NaCl (0.9%) - Oui 38 42,5

9pH = 7,5, HEPES = 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazineéthanesulfonate de sodium, MES = 2-(N-morpholino)éthanesulfonate de
sodium, Gly-Gly = glycylglycine, MOPS = 3-(N-morpholino)propanesulfonate de sodium. banti-CD22 (240 ug) incubés 5 min
avec Cu(OTf),Pyrs (10 mM) en tampon/DMF (9:1). <Conditions standard : 6 (250 uM), catalyseur (10 mM), ligand (10 mM),
[*%°I]Nal (1-5 MBg), 30 min, 25 °C en tampon/DMF (92,5:7,5). Ycatalyseur (625 uM), ligand (625 uM). ePrécipitation du
catalyseur observée. 'n = 3.

Les RRCs obtenu en tampon Tris sont tout de méme loin d’étre optimaux pour le
développement d’'une méthode de radiomarquage efficace. Afin d’améliorer la réaction, une étude de
I'influence du pH sur le radiomarquage du composé modeéle 6 a alors été réalisée. On observe ainsi
gue des RRCs quantitatifs peuvent étre obtenus avec les deux radionucléides lorsque le pH est inférieur
a 7,5 jusqu’a pH = 2, pH en dessous duquel le catalyseur précipite (figure 36). Afin de préserver un pH

qui reste doux pour I'anticorps, le pH 6 a été sélectionné pour poursuivre les investigations.
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Figure 36. Influence du pH sur la 125I-radioiodation (e) et I’’11At-astatation (e) de I'acide 4-chlorobenzéne boronique 6.

Conditions standard : 6 (0,25 mM), Cu(OTf).pyrs (10 mM), 1,10-phénantroline (10 mM), [125I]Nal ou [?11At]NaAt (1-5 MBg),
30 min, 100 uL, 25 °C en tampon Tris 0,5 M/DMF (92,5:7,5), n = 2 ou 3. RRCs déterminés par I'analyse radio-HPLC du produit
brut.

Les conditions optimales de radiomarquage a l'iode-125 et a I'astate-211 du composé modeéle
a présent déterminées, la transposition de cette chimie aux anticorps pré-modifiés par des acides

boroniques a été investiguée.

II.2. Radiomarquage d’anticorps pré-modifiés par des acides boroniques

11.2.1. Modification des anticorps

La bioconjugaison des groupements acides boroniques sur les anticorps a été réalisée avec
I'acide 3-(succinimidyloxycarbonyl)phénylboronique 40 qui a été synthétisé afin de réaliser le couplage
sur les lysines via une approche conventionnelle (schéma 28). Ce précurseur a été choisi car il conduit
a la méme protéine radiomarquée que dans I'approche de radiomarquage classique en deux étapes
basée sur la conjugaison du SIB ou du SAB sur les groupements lysines, ce qui permettra de comparer
directement les deux méthodes. 40 a été obtenu par substitution nucléophile de la N-
hydroxysuccinimide sur |'acide 3-(dihydroxylboryl)benzoique 39 en présence de 1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDCI) et de triéthylamine avec un rendement de 45 %. Le
couplage aux protéines se fait en tampon borate a pH 8,6 afin d’activer les lysines des protéines. Ces
dernieres, originellement stockés en PBS, sont conditionnées dans ce tampon par ultracentrifugation.
Les anticorps sont amenés a une concentration de 5 mg/mL puis 40 en solution dans le DMSO est
ajouté a hauteur de 10, 25 ou 50 équivalents. Afin d’éviter une dégradation de la protéine, chaque
couplage a été réalisé avec un ratio tampon borate/DMSO toujours supérieur a 93/7. Une fois le

couplage achevé, les protéines sont purifiées par ultracentrifugation dans le tampon qui servira au
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radiomarquage, a savoir le tampon Tris 0,5 M a pH 6 déterminé comme optimal dans le travail

préliminaire.
o N-hydroxysuccinimide o SN
HO)LB Epc HO)B
(HO), oH FoN (HOY, oN
[¢)
28 h, 25 °C, DMF
39 45 % 40
/\/\/Anticorps
H,N
Tampon borate 0,3 M pH 8,6
1h40, 25 °C
[*X]NaX (X = 125 ou 211At)
le) Cu(OTf)2pyra 0
*X N/\/\/Anticorps 1,10-phénantroline (HOYB N/\/\/Anticorps
H Tampon Tris 0,5 M pH 6 / DMF (92,5 / 7,5) H
30 min, 25 °C

Schéma 28. Stratégie de radiomarquage d’anticorps.

Le nombre d’acides arylboroniques fixés par anticorps a ensuite été déterminé par analyse en
spectrométrie de masse en mode d’ionisation par électrospray, une technique qui a déja été utilisée
dans le laboratoire3®. Une déconvolution du spectre de masse obtenu a été réalisée, ce qui permet
d’obtenir des pics correspondant aux différents poids moléculaires possibles, le plus probable étant
représenté par le pic le plus intense. Deux méthodes ont été utilisées. La premiére consistait a analyser
I"anticorps entier. Un exemple est illustré en figure 37. La différence de masse entre le pic le plus
intense observé pour I'anticorps modifié et le non modifié divisée par la masse molaire du greffon (148
g/mol) a permis de déterminer le nombre d’acides arylboroniques greffés par anticorps. Dans

I’exemple illustré sur la figure 37 le ratio déterminé était de 5,7 acides boroniques/anticorps.

+ 845 g/mol
L 00- 149469 1004 150314
150480
A B 0
150133
N\
149615 150636 153083
B B3 4 7
149208
1as110 147392
152301
146991
152096 153266 155898
146963 152606
156214
144129 m ‘ 13407 143933 /
158551
0 T T T T T mass 0 T T .t y mass
130000 135000 140000 145000 150000 155000 160000 130000 135000 140000 145000 150000 155000 160000

Figure 37. Spectres de masses déconvolués de I'anti-CD22 (A) et de I'anti-CD22-AB (B) modifié avec 10 équivalents de 40 lors
du couplage.

La deuxiéme méthode consistait a réduire I'anticorps avec du tris(2-carboxyethyl)phosphine
(TCEP) permettant de réduire les ponts disulfures de I'anticorps, dissociant ainsi les chaines lourdes et
les chaines légéeres. L'exemple du spectre de masse déconvolué obtenu a partir de cette méthode pour

le méme lot d’anticorps que celui de I'exemple précédent est illustré en figure 38. Cette méthode est
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plus précise que I'analyse de la protéine entiére. De plus, elle permet d’identifier sur quels fragments
de I'anticorps se trouvent les greffons. Dans I’'exemple de la figure 38, une modification de + 126 g/mol
a été faite sur les chaines légeres et + 124 g/mol sur les chaines lourdes. Un anticorps ayant deux
chaines lourdes et deux chaines légéres, cela a amené a une modification de + 500 g/mol, ce qui donne
environ 3,4 acides boroniques/anticorps répartis équitablement entre les chaines lourdes et les

chaines légeres.

Chaines légeres Chaines lourdes Chaines légéres

100 24044 100- 24170 +126 g/mol Chaines lourdes
A 24145 50712 B +124 g/mol
24157
50836
24045
=] =
(24273 50972
30863 4
25434 50557 27039
22042 Bsst1 0959 16074 23975, 40301 42755 50097~[12%
16853 f 32066 137002 46471 L 50549 63714 32233 7 56463 63864
4345285470 9 8371 6667558016 { | 40053\&\1 68498
obadw kb Lo e Tyl S3e62y N PETVTIO VR B 0 J. Lasdl ‘J‘mhl.mlu L JLu 1‘|J hersndl kot bl 25

T Y | mass

70000

20000 30000 40000 50000 60000 20000 30000 40000 50000 60000

Figure 38. Spectres de masses déconvolués de I'anti-CD22 (A) et de I’anti-CD22-AB (B) modifié avec 10 équivalents de 40 lors
du couplage, apres réduction par le TCEP.

On obtient dans ce cas une différence assez prononcée de la valeur d’acides boroniques par
anticorps suivant la méthode utilisée. La déconvolution est une méthode mathématique qui va calculer
les pics de masse moléculaire les plus probables. Des résultats plus précis sont obtenus avec des
molécules de petites tailles, dans notre cas avec des fragments d’anticorps plutét que sur I'anticorps

entier. La mesure réalisée par la deuxieme méthode est donc plus fiable.

11.2.2. Radiomarquage de I’anticorps anti-CD22

L’antigene CD22 est une protéine transmembranaire exprimé sur les cellules B et est
responsable de leur régulation ou de leur activation3°®. Cet antigéne est surexprimé sur les cellules B
malignes et est utilisé comme cible pour le traitement des lymphomes non hodgkiniens. L’anti-CD22
utilisé, également appelé épratuzumab, a été sélectionné en raison de sa grande disponibilité au
laboratoire, ce qui a permis de multiplier les tests de mise au point. Cependant le laboratoire ne
possédant pas les cellules cibles de cet anticorps, il n’a pas été possible de réaliser des tests biologiques
permettant de vérifier si les propriétés de reconnaissance de I'anticorps sont préservées avec notre
nouvelle méthode. Les résultats présentés ci-dessous ne permettent donc qu’une validation de la

méthode d’un point de vue chimique.

Le couplage de I'anti-CD22 a été réalisé avec 10, 25 et 50 équivalents de 40, formant I'anti-
CD22-AB, afin de déterminer le nombre minimal d’équivalents a ajouter pendant le couplage pour
avoir un radiomarquage optimal. Comme expliqué plus haut, ajouter un trop grand nombre de greffons

pourrait certes permettre de meilleurs RRCs, mais risquerait de dénaturer I’anticorps, notamment s’ils
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sont couplés sur les zones de reconnaissances de ce dernier, le rendant donc inapte a reconnaitre sa

cible.

Les conditions optimales déterminées sur le composé modéle ont servi de base au
radiomarquage de 'anticorps modifié anti-CD22-AB en repartant de concentrations assez importantes
en catalyseur et en ligand (10 mM) dans un premier temps afin de favoriser la réaction. La
concentration en anticorps pour les premiers tests de radiomarquage a été fixée a 4,8 mg/mL, ce qui
correspond a celle utilisée lors du radiomarquage en deux étapes via la méthode SIB ou SAB. Les
différents lots d’anticorps modifiés par 50, 25 et 10 équivalents ont été testés afin de déterminer le
minimum nécessaire pour obtenir un radiomarquage optimal. Un quatriéme test a été réalisé en
divisant la concentration de I'anti-CD22-AB modifié avec 10 équivalents par deux, afin de mimer un
anticorps modifié par 5 équivalents. L'anticorps non modifié a également été testé afin de savoir si
I'iode-125 ou l'astate-211 pouvaient réagir sur d’autres sites que les acides boroniques, ce qui
résulterait en une liaison faible qui serait instable in vivo. Ce type de liaison non spécifique n’est donc
pas souhaitable car aprés injection dans I'organisme du radiopharmaceutique, I’halogene libre ira
s’accumuler dans ses organes cibles, notamment la thyroide, I’estomac et les reins, causant alors une

radiotoxicité non négligeable.

Les RRCs ont été déterminés par radiolTLC-SG (Instant Thin Layer Chromatography-Silica Gel)
du produit brut. Cette technique consiste a mesurer I'activité présente sur la bande ITLC-SG grace a un
scanner Cyclone phosphorimager. Dans notre cas, le méthanol est choisi comme éluant afin de faire
précipiter I'anticorps au point de dép6t, tandis que toutes les autres especes migrent en haut de I'lITLC.
Le RRC a pu étre déterminé en faisant le rapport entre I'activité détectée au dépot et I'activité totale

sur la bande ITLC. Chaque ITLC-SG est réalisée en duplicata et le RRC moyen est calculé (figure 39).

Espéces d’?11At
n‘ayant pas réagi

Dépot

— lye
[211At]anti-CD22-AB E

Figure 39. Exemple d’ITLC-SG de radiomarquage a I'astate de I’anti-CD22-AB.

Des RRCs quasi-quantitatifs sont obtenus pour ceux avec 50, 25 et 10 équivalents (tableau 28).
Passer a 5 équivalents entraine une diminution jusqu’a 58 % et 49 % pour la radioiodation et

I’astatation, respectivement. Cependant, les anticorps modifiés avec 50 et 25 équivalents précipitent
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al’ajout du catalyseur. Dans le mécanisme, le catalyseur se lie a I’aryle par transmétallation avec |'acide
boronique. On peut émettre I'hypothése qu’un trop grand nombre d’acides arylboroniques sur
I'anticorps provoque le rapprochement du catalyseur en quantité suffisante pour causer sa
précipitation. Comme attendu, aucun marquage non spécifique significatif n’est observé pour l'iode-
125. A l'inverse, un RRC important est obtenu lors du radiomarquage de |’anticorps non modifié a
I'astate-211 (22 %). Le phénoméne de couplage de I'astate sur les protéines est déja connu et sera

discuté plus en profondeur dans la partie 11.2.3.

Tableau 28. Influence du nombre d’équivalents de 40 ajoutés lors du couplage avec I'anti-CD22 sur la 1?°I-radioiodation,
I?11At-astatation et la précipitation de I'anti-CD22-AB sur I’étape de radiomarquage®.

Equivalents de 40 RCY (%)® Précipitation de
lors du couplage T I’anticorps

0 1,3 22 Non

5 58 49 Non

10 93 94 Non

25 94 95 Oui

50 98 98 Oui

aConditions standard : anti-CD22-AB (4,8 mg/mL), Cu(OTf),Pyrs (10 mM), 1,10-phénantroline (10 mM), [2°I]Nal ou [211At]NaAt
(1-5 MBg), 30 min, 25 °C en tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5), ® RRCs déterminés sur I’analyse ITLC-SG du produit brut.

10 équivalents de 40 utilisés lors de I'étape de couplage a donc été considéré comme les
conditions les plus adaptées pour le radiomarquage d’anticorps. L'analyse par spectrométrie de masse
des anticorps entiers montre que ce nombre d’équivalents conduit a 4,6 + 1,1 (n = 2) acides
boroniques greffés par anticorps. Cependant, I'analyse ses anticorps réduits indique une valeur
inférieure, 3,5 + 0,1 (n = 2), une valeur sans doute plus précise et plus reproductible d’un anticorps a
I"autre. Dans tous les cas, ce nombre de modification suffit donc a obtenir un radiomarquage optimal,
tout en étant suffisamment faible pour espérer ne pas altérer les propriétés pharmacocinétiques de

I"anticorps.

Afin de limiter le risque d’altérer la protéine ou la présence de cuivre résiduel dans le
radiopharmaceutique final, la suite de I'optimisation a visé a réduire la concentration en catalyseur
pendant I'étape de radiomarquage, tout en gardant une proportion équimolaire de ligand (tableau 29).
Les RRCs obtenus en radioiodation diminuent lorsque la concentration en catalyseur passe de 10 mM
a2,5mM (de 93 a 58 %) tandis qu’ils sont restés quasi-quantitatifs, méme a une concentration de 1,25
mM pour le radiomarquage a I'astate. Le marquage non-spécifique a également été évalué en
effectuant le radiomarquage sur I’anticorps non modifié. Comme attendu, le marquage non-spécifique

est resté négligeable pour la radioiodation (< 1,4 %). Pour I’astatation, on remarque que le marquage
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non spécifique est réduit lorsque la concentration en catalyseur et ligand diminue (de 22 % pour

10 mM a 7,8 % pour 1,25 mM).

Tableau 29. Influence de la concentration en catalyseur et en ligand sur la 12°I-radioiodation et I’’11At-astatation de I'anti-
CD22-AB et de I'anti-CD22 (marquage non spécifique)?.

Concentration en RCC (%)®
Catalyseur et Ligand 125) L\
(mM) Anti-CD22-AB Anti-CD22 Anti-CD22-AB Anti-CD22
10 93 1,3 95 22
5 80 1,3 93 18
2,5 58 1,4 90 13
1,25 - - 95 7,8

aConditions standard : mAb (4,8 mg/mL), Cu(OTf),Pyrs, 1,10-phénantroline, [125I]Nal ou [211At]NaAt (1-5 MBg), 30 min, 25 °C
en tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5), ® RRCs déterminés par I’analyse ITLC-SG du produit brut.

Afin de déterminer si du couplage non spécifique de I'astate-211 se réalisait lors du
radiomarquage du 9E7.4-AB, un test de stabilité de I'[?*'At]anti-CD22-AB et I'[*!!At]anti-CD22
conservés a 37 °Cen PBS et en sérum humain sur 7 h a également été réalisé (figure 40). Une excellente
stabilité a été constatée dans le cas de I'[?!!At]anti-CD22-AB qui passe d’une pureté radiochimique
>99 % a 95 % et 97 % au bout de 7 h en PBS et en sérum humain, respectivement. Quant a I'[?!!At]anti-
CD22 obtenu par un marquage non-spécifique, sa pureté radiochimique apres purification était de
seulement 72 %. Cette derniere est passée a 36 % et 60 % aprés 7 h en PBS et en sérum humain
respectivement, montrant la faiblesse de la liaison formée. Cette expérience a démontré que trés peu
de marquage non spécifique se produit de fagon compétitive a I'astatodéboronation espérée et que

cette faible proportion est probablement éliminée lors de la purification.
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Figure 40. Pureté radiochimique du [?*1At]anti-CD22-AB conservé a 37 °C en PBS () et en sérum humain () et du [?!1At]anti-
CD22 conservé a 37 °C en PBS () et en sérum humain ().

Les tests d’optimisation ont jusqu’a présent été réalisés sur faible activité (entre 1 et 5 MBq).
Cependant il a rapidement été constaté que les résultats commencaient a étre difficilement
reproductibles lorsque des activités plus élevées étaient employées (de I'ordre de 20-25 MBq) avec
des RRCS allant de 21 a 90 % dans les conditions optimisées établies. Si une hypotheése possible serait
gue l'augmentation de I'activité s’accompagne d’un effet de radiolyse plus marqué, il est peu probable
que les effets de la radiolyse produits pendant la réaction s’en ressentent étant donné que 25 MBq
représentent une activité relativement faible. En revanche, la source d’astate-211 regu au laboratoire
est de plusieurs centaines de mégabecquerels. La radiolyse du chloroforme dans lequel le
radionucléide est dissous peut s’effectuer entre le moment ol l'astate-211 est solubilisé en
chloroforme au cyclotron Arronax jusqu’a la paillasse (soit 1h30 a 2h00 en moyenne), générant des
impuretés (peroxydes ou composés chlorés)?62263.285 | orsqu’une plus grande activité de cette source
est prélevée pour le radiomarquage, cela s"accompagne également d’une plus grande concentration
d’impuretés qui peuvent perturber la réaction ou I'étape de réduction de I'astate, ce qui peut

éventuellement expliquer ces problémes de reproductibilité.

Une étude de la réduction de I'astate a alors été menée sur des activités de 'ordre de 20-
25 MBq afin de mieux maitriser cette étape. Initialement la méthode de réduction consistait a ajouter
de I'acétonitrile et la solution de sulfite de sodium a 1 mg/mL sur I'astate a sec. L’astate réduit ainsi
obtenu est prélevé et est introduit dans le milieu de marquage contenant I'anticorps, le catalyseur et
le ligand. La premiére étape a été de voir l'influence de la concentration en sulfite sur la réduction de
I'astate, puis sur le radiomarquage de I'anti-CD22 (tableau 30). De fagon surprenante, abaisser la

concentration en réducteur permet d’obtenir de meilleurs RRCs, jusqu’a 93 + 2,5 % avec 0,125 mg/mL.
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Tableau 30. Influence de la réduction de I'astate sur I’?!1At-astatation de I’anti-CD22.° RRCs déterminés par I’analyse ITLC-SG
du produit brut.

Concentration en réducteur (mg/mL) RRC (%)
1 38
0,5 79
0,25 87
0,125 87
0,125° 93+25

aConditions standard : Réduction de I'astate : ACN (10 uL), Na,SOs3 (10 ulL) ; Radiomarquage : mAb (4,8 mg/mL), Cu(OTf),Pyrs,
1,10-phénantroline, [211At]NaAt (20 - 25 MBq), 30 min, 25 °C en tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5) ; bréduction sans
acétonitrile.

La solution de sulfite de sodium est instable en milieu aqueux et I'ion sulfite peut notamment
s’oxyder en sulfate. Une premiére hypothese est que les ions sulfates formés perturbent la réaction,
et que réduire la concentration en réducteur permet de limiter la formation de ces ions. Une autre
explication serait que la présence en trop grande quantité des ions sulfite soit également néfaste pour
la réaction. Le sulfite est notamment sujet au phénomeéne d’autoxidation (oxidation en présence
d’oxygene) et peut former I'espéce SO,*. Cette réaction peut étre activée par la présence de métal,
dont le cuivre(ll) qui est un catalyseur fort sur une large gamme de pH (schéma 29)3%. Dans ce
mécanisme, I'ion Cu®* forme un complexe avec SOs%, puis va étre réduit en Cu(l). Cette interaction

pourrait se réaliser partiellement dans notre cas entre le réducteur et le catalyseur, ce qui abaisserait

les RRC.
0, 0,
sav)-me™ " S(IV)-Me” — - SO5" S0~
K )
. me" " s0,”
HSO; HSO,

Schéma 29. Réaction d’autoxidation du sulfate métallo-catalysée en milieu acide.
Abaisser la concentration permettrait donc de limiter cette réaction secondaire, ce qui
expliquerait les meilleurs RRCs obtenus a plus basse concentration de réducteur. La solution a
0,125 mg/mL a donc été conservée pour la suite de I'étude. Le deuxiéme point a vérifier était

I'influence de la présence de I'acétonitrile dans la réduction. Ce dernier est ajouté afin de faciliter la
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solubilisation de I'astate. On observe qu’un meilleur RRC est obtenu en I'absence de ce dernier (87 vs
93 % de RRC pour une réduction avec et sans acétonitrile respectivement). Une explication possible
serait que l'acétonitrile dissous également des formes d’astate qui ne se réduisent pas. Le retirer
permettrait donc de ne prélever que les espéces réduites réactives de I'astate. De nouvelles conditions
de réduction de l'astate ont donc pu étre déterminées, avec une solution de sulfite de sodium a

0,125 mg/mL sans utilisation d’acétonitrile.

Une fois la réduction de I'astate mieux maitrisée, la suite de I'optimisation de la réaction de
radiomarquage a été menée, notamment en étudiant l'influence de la concentration en mAb, I'intérét
étant premierement de savoir si le marquage non-spécifique de |’astate sur I'anticorps pouvait étre
réduit et deuxiemement d’augmenter I’As qui peut étre obtenue avec cette nouvelle procédure de
marquage. Jusqu’a présent, les tests utilisaient I'anticorps a une concentration de 4,8 mg/mL. Cette
derniére a été choisie car il s’agit de la concentration minimale nécessaire a une radioiodation ou
astatation efficace d’anticorps par la méthode en deux étapes. Le test de concentration a été effectué
uniquement pour le radiomarquage a I'astate sur I'anti-CD22-AB et sur 'anti-CD22 (figure 41). Des
RRCs optimaux sont obtenus jusqu’a 3,6 mg/mL pour le radiomarquage de I’anti-CD22-AB (> 90 %). En
parallele, les résultats obtenus avec I'anti-CD22 non modifié montrent que le radiomarquage non
spécifique diminue légerement avec la concentration. Ce nouveau procédé permet donc d’avoir

potentiellement acces a de meilleures activités spécifiques par rapport a la méthode en deux étapes.

100
P
o
g 60_ .’ A
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Figure 41. Influence de la concentration en anticorps sur le radiomarquage a I'astate-211 de I'anti-CD22-AB (e) et I'anti-
CD22 (o).

Conditions standard : Cu(OTf),Pyr,4 (2,5 mM), 1,10-phénantroline (2,5 mM), [211At]NaAt (1-5 MBg), 30 min, 25 °C en tampon
Tris 0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5), ® RRCs déterminés par I’analyse ITLC-SG du produit brut.
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La méme étude aurait pu étre réalisée pour le radiomarquage a I'iode. Cependant les travaux
avec cet anticorps n’avaient pour but que de valider sur une protéine I'efficacité de la réaction mise
au point sur le composé modele. Il est probable que les conditions optimales varient d’un anticorps a
un autre. Cet anticorps modele ne pouvant pas servir a aller plus profondément dans I'étude du
nouveau procédé, via des études biologiques, les expérimentations se sont poursuivie a partir d'un

anticorps d’intérét biologique pour I’équipe, I'anti-CD138 noté 9E7.4.

11.2.3. Radiomarquage de I'lgG 9E7.4

Le 9E7.4 est un anticorps murin qui a été produit au sein de I'équipe d’Oncologie Nucléaire par
immunisation de rats. C’'est une 1gG,. qui cible I'antigéne CD138 (nommé aussi Syndecan-1),
surexprimé par les cellules de myélome multiple et qui participe a la prolifération tumorale. Cet
anticorps a déja montré d’excellentes propriétés dans des études de thérapie alpha ou béta vectorisée

et en imagerie immunoTEP du myélome multiple dans un modéle animal syngénique3®3%.

10 équivalents de 40 lors de la bioconjugaison de I'anti-CD22 s’étant avérés suffisants pour un
RRC optimal, le méme nombre a été utilisé pour celle du 9E7.4, formant ainsi le 9E7.4-AB. L’analyse
par spectrométrie de masse de I'anticorps entier a montré que cela conduisait a 3,4 + 0,6 acides
boroniques par anticorps, une valeur qui semble suffisante pour faire des tests de radiomarquages
tout en restant suffisamment faible pour préserver les propriétés pharmacocinétiques de I'anticorps.
L’analyse de I'anticorps réduit par le TCEP a également été réalisée mais s’est avérée plus difficile a
analyser dans le cas du 9E7.4 et pouvait parfois conduire a des résultats aberrants (comme 25 acides
boroniques/anticorps, valeur impossible car seulement 10 équivalents ont été utilisés). Pour cette

raison, la valeur donnée par I'analyse de I'anticorps entier a été privilégiée.

Les conditions optimales pour le radiomarquage de I'anti-CD22 et le 9E7.4 pouvant étre
potentiellement différentes, I’étude de I'optimisation de la réaction a été menée de la méme fagon sur
ce nouvel anticorps, a commencer par l'investigation de I'influence de la concentration en catalyseur
et en ligand (tableau 31). Les premiers tests de radiomarquages a 10 mM ont donnés d’excellents
résultats, avec des RRCs de 87 + 1 % et 94 + 3 % pour la ?°I-radioiodation et I’*!!At-astatation
respectivement, de facon similaire a ce qui a été obtenu avec I'anti-CD22. La diminution de la
concentration en catalyseur et en ligand entraine une chute du RRC notable en radioiodation (de 87 %
a 58 %) lorsque cette derniere passe de 10 mM a 1,25 mM. Concernant le radiomarquage a I'astate,
les RRCs sont restés inchangés, méme a la plus basse concentration testée. Le marquage non
spécifique a également été évalué en réalisant le radiomarquage du 9E7.4 non modifié. Ce dernier est
resté non significatif en radioiodation (<1,2 %), a I'image de ce qui a été obtenu avec I'anti-CD22, tandis

qu’il apparait considérablement plus élevé en astatation (62 + 8 % pour une concentration en
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catalyseur et ligand de 10 mM). Cette valeur a été divisée par deux en passant a 5 mM, mais n’a pas
pu étre réduite davantage avec des concentrations plus basses. La radioiodation restant suffisamment
élevée a5 mM (79 * 4 %), cette concentration a été choisie pour la suite de I'étude, tandis que 2,5 mM
a été choisi pour le radiomarquage a I'astate, similairement aux conditions de marquage de I'anti-
CD22.

Tableau 31. Influence de la concentration en catalyseur et en ligand sur la 12°I-radioiodation et I’’11At-astatation du 9E7.4-AB
et du 9E7.4°.

Concentration en RCC (%)

Catalyseur et Ligand

(mM) 9E7.4-AB 9E7.4-AB
10 87+1 0,4 94 +3 62+8
5 79+4 1,2 93+4 42+5
2,5 732 - 96 +1 32+7
1,25 58 +8 0,3 93+4 37+12

aConditions standard : mAb (4,8 mg/mL), Cu(OTf),Pyrs, 1,10-phénantroline, [12°1]Nal ou [?*1At]NaAt (1-5 MBg), 30 min, 25 °C
en tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5), n > 3, RRCs déterminés par I'analyse ITLC-SG du produit brut.

L'influence de la concentration en anticorps sur la radioiodation et I'astatation du 9E7.4 a
ensuite été évaluée, toujours dans I'optique de déterminer si I'As peut étre améliorée (figure 42). Les
premiers tests ont été réalisés avec une concentration de 4,8 mg/mL. Les RRCs en radioiodation restent
optimaux (80 £ 9 %) lorsque la concentration en 9E7.4-AB est abaissée a 3,6 mg/mL, puis diminuent
progressivement aux concentrations plus faibles. Dans le cas du radiomarquage a l'astate-211, la
concentration en anticorps peut étre réduite jusqu’a 1,8 mg/mL sans impacter de maniére significative
le RRC(91 + 2% vs 96 + 1 % a 4,8 mg/mL). Il est intéressant de noter que le radiomarquage non
spécifique de I'astate sur le 9E7.4 diminue également avec la concentration en mAb de 32 + 7 % a

4,8mg/mLal16+4%al1,8mg/mLoumémejusqu’ab+1%a0,6 mg/mL.
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Figure 42. Influence de la concentration en anticorps sur le radiomarquage a I'iode-125° du 9E7.4-AB (e) et du 9E7.4 (e) et a
I'astate-211° du 9E7.4-AB (e) et du 9E7.4 (e).

Conditions standard : mAb, 30 min, 25 °C en tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5), n = 3, @ Cu(OTf),pyrs (2,5 mM), 1,10-

phénantroline (2,5 mM), [211At]NaAt (1-5 MBq) b Cu(OTf)spyra (5 mM), 1,10-phénantroline (5 mM), [15I]Nal (1-5 mBgq). RRCs
déterminés par I'analyse ITLC-SG du produit brut.

Il est déja connu que l'astate libre puisse se lier avec des protéines. L'espéce At(l) a montré
pouvoir former des liaisons faibles avec les protéines en I'absence de groupements thiols provenant
des cystéines, ce qui conduit a un radiomarquage qui se dissocie facilement. Ces liaisons sont tellement
faibles que I'astate se dissocie lors de la précipitation des protéines ou lorsque cette derniere est
passée sur une colonne chromatographique Sephadex lors d’'une analyse ou d’une purification?*. Le
fait que du radiomarquage non spécifique soit observé avec I'astate-211 peut représenter un probleme
dans la mesure ou la liaison formée est trop faible pour subsister lorsque le radiopharmaceutique sera
injecté in vivo. C'est pourquoi la possibilité que le radiomarquage non spécifique se réalise de maniere
compétitive a l'astatodéboronation a été investiguée. Afin d’élucider cette question, la pureté
radiochimique apreés purification par exclusion stérique (colonne PD10) du 9E7.4-AB et du 9E7.4 non
modifié radiomarqués a |'astate-211 ont été comparées par analyse ITLC-SG (éluant : méthanol).
L’analyse chromatographique montre qu’apres purification, 'activité est détectée le long de la bande
ITLC-SG dans le cas du [*!At]9E7.4 non modifié d0 a la dissociation progressive de I'astate-211
faiblement lié a I'anticorps pendant I'élution (figure 43B). Au contraire, la pureté radiochimique du
[21At]9E7.4-AB était trés élevée, la plupart de I'activité restant au bas de I'ITLC (>99 %) (figure 43A).
Ces résultats, similaires aux observation de Visser?!*, montrent que trés peu, voir aucun couplage non-
spécifique ne se produit lors du radiomarquage du 9E7.4-AB, ou que s’il se produit, il est éliminé

pendant I'étape de purification.
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Le comportement chromatographique et de précipitation sur le radiomarquage non spécifique

du le 9E7.4 suggére I'établissement d’une liaison faible, comme déja rapportée par Visser et al?'4,

Cependant, la nature exacte de cette liaison est encore inconnue aujourd’hui.

A B

purification purification

B B —

Figure 43. Analyses ITLC-SG (MeOH comme éluant) de A) [?11At]9E7.4-AB avant et apres purification sur une colonne PD-10;
B) [?11At]9E7.4 (marquage non-spécifique) avant et apres purification sur une colonne PD-10.

Il est intéressant de noter que les RRCs plus faibles obtenus aux concentrations d’anticorps
plus basses ont pu étre améliorées par I'augmentation du temps de radiomarquage ou de la
température (tableau 32). Lorsque le temps de radiomarquage a été étendu de 30 a 60 minutes, le
RRC d’astatation a augmenté de 55 + 17 % a 85 + 4 % pour une concentration en mAb de 0,6 mg/mL.
En ce qui concerne la radioiodation, les RRCs ont pu passer de 34 £ 1 % a 74 % en augmentant le temps
de réaction de 30 minutes a 6 h pour une concentration en anticorps de 1,2 mg/mL. Dans tous les cas,
aucune augmentation du radiomarquage non spécifique sur le 9E7.4 n’a été observée. De plus,
chauffer la réaction a 42 °C accélere la cinétique de réaction et augmente de maniére significative le
RRC du radiomarquage a I'astate-211 de 55 + 17 % a 73 £ 4 % en 30 minutes avec une concentration
en 9E7.4-AB de 0,6 mg/mL. Cependant, cela s"accompagne d’une augmentation du marquage non
spécifique, qui passe de 6 £ 1 % a 25 °Ca 16 + 2 % a 42 °C. Le méme chauffage n’accélere pas la
cinétique de la radioiodation. En effet, les RRCs obtenus apres 30 minutes de réaction pour une
concentration en 9E7.4-AB de 0,6 et 1,2 mg/mL restent similaires entre 25 °C (26 + 2 %) et 42 °C (20
+ 1 %). Ce chauffage semble méme défavorable, les RRCs diminuant de 60 £+ 8 % a25°Ca34+4%a
42°Cetde 74 % a25°Ca58+8%a42 °Caubout de 6 h de réaction pour une concentration en 9E7.4-
AB de 0,6 et 1,2 mg/mL, respectivement. La cinétique de la radioiodation dans ces conditions étant
bien plus lente que celle de I'astatation, cela explique le fait que le chauffage n’a pas eu d’influence
sur les temps courts. En ce qui concerne les temps plus longs, une hypotheése est que le chauffage sur
le long terme altére le catalyseur, le ligand ou méme |'acide boronique. La protodéboronation est
notamment un phénoméne possible en milieu aqueux3®. Ce dernier nécessite Iutilisation d’une base,
souvent d’un chauffage a plus haute température (60-150 °C) et d’un catalyseur au palladium ou a

I'argent. Un exemple dans la littérature fait toutefois mention d’'une protodéboronation a I’aide d’un
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catalyseur de cuivre (CuS0O4).3% Cette réaction nécessite toutefois un chauffage a 80 °C et est favorisée
par la présence d’une base. Il est possible que dans notre cas, le chauffage prolongé a 42 °C conduise
tout de méme a une légere protodéboronation, ce qui expliquerait le RRC inférieur par rapport a la

réaction réalisée a 25 °C.

Pour la suite de I’étude, les conditions optimales ont donc été sélectionnées sur la base de
30 minutes de réaction a 25 °C. Les concentrations optimales choisies sont respectivement de

3,6 mg/mL et 1,8 mg/mL pour le radiomarquage a I'iode-125 et a I'astate-211.

Tableau 32. Optimisation de I’As du [12°1]9E7.4-AB et du [?11At]9E7.4-AB.

Temps de réaction Concentration en 9E7.4-AB  Température RRC (%)
(h) (mg/mL) (°C)
0,5 0,6 25 26 +2 55 +17
0,5 0,6 42 20t1 73t+4
0,5 1,2 25 34+1 -
0,5 1,2 42 361+ 4 -
1 0,6 25 - 85+4
1 0,6 42 - 8143
6 0,6 25 60+ 8 -
6 0,6 42 34+ 4 )
6 1,2 25 74°¢ -
6 1,2 42 58+ 8 -

aConditions standard : 9E7.4-AB, Cu(OTf)pyrs (5 mM), 1,10-phénantroline (5 mM), tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5),
[*%51]Nal (1-5 MBg), n = 3. ®Conditions standard : 9E7.4-AB, Cu(OTf):pyrs (2,5 mM), 1,10-phénantroline (2,5 mM), tampon Tris
0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5) [Z1At]NaAt (1-5 MBg), n = 3. n = 1.

Une fois ces conditions optimales déterminées, des tests sur plus haute activité (environ 30
MBq) ont été menés dans I'optique de pouvoir réaliser des tests précliniques qui permettront de
valider cette nouvelle procédure. Si la montée en échelle du radiomarquage a I'iode n’a pas posé de
problémes particuliers, elle s’est avérée plus laborieuse a I'astate. Les RRCs obtenus étaient
notamment plus faibles lorsque I'activité utilisée lors de la réduction de I'astate était de I'ordre de
50 MBq comparé a 5 MBq ou moins (81 % pour une réduction sur 50 MBq contre 91 + 2 % pour une
réduction sur 5 MBq). De plus, une activité non négligeable restait dans le flacon de réduction de
I’astate et ne pouvait pas étre transférée dans le milieu de marquage (pertes jusqu’a 80 % pour une
activité autour de 50 MBq contre 33 % pour 10 MBq). Une nouvelle étude de la réduction a donc di
étre effectuée pour permettre d’avoir une activité suffisante en fin de procédure pour pouvoir faire

les tests précliniques. Dans un premier temps, les tests ont été effectués sur une activité de 10 MBq
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utilisés a I'étape de réduction afin de voir si les paramétres auxquels on s’intéressait pouvaient avoir
une influence positive ou négative sur le radiomarquage du 9E7.4-AB avant de passer a une activité
plus haute. Le premier parametre testé a été l'influence de la concentration en sulfite de sodium
(tableau 33). Initialement, la réduction se faisait par I’ajout 10 pL de sulfite de sodium a 0,125 mg/mL
comme il avait été déterminé lors du radiomarquage de I'anti-CD22, ce qui conduisait a un RRC de
89 % pour le radiomarquage a I'astate du 9E7.4-AB pour 10 MBq utilisés lors de la réduction de I'astate.
Lorsque cette concentration est multipliée par deux, cela entraine une diminution du RRC jusqu’a 54
%, tandis que lorsqu’elle est divisée par deux, cela n’a pas d’influence significative (88 + 7 %). Comme
ce qui avait été observé avec I'anti-CD22, utiliser trop de réducteur semble perturber la réaction. Le
volume de la réduction a ensuite été doublé. On constate qu‘a concentration égale, le RRC diminue de
maniére significative (78 % pour 20 pL contre 88 + 7 % pour 10 uL pour une concentration en réducteur
de 0,0625 mg/mL). D’un autre coté, a quantité égale de réducteur (donc lorsque la concentration est
divisée par deux), on retrouve des RRCs similaires (92 % pour 20 pL de Na,SOs a 0,3123 mg/mL contre
88 + 7 % pour 10 uL de Na;SO3 a 0,625 mg/mL).

Tableau 33. Influence de la concentration en Na,SOs sur le radiomarquage a I'astate du 9E7.4-AB pour 10 MBq d’astate lors
de I'étape de réduction.

Concentration en Na;SO3 (mg/mL) RRC (%)*

0,25 54

0,125 89
0,0625 88+ 7°
0,0625° 78
0,0313° 92

aConditions standard : Réduction : Na,SO3 (10 uL), Radiomarquage : 30 min, 25 °C, tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5),
9E7.4-AB (1,8 mg/mL), Cu(OTf)spyrs (2,5 mM), 1,10-phénantroline (2,5 mM), n = 1, » Na,SO3 (20 uL), < n = 6.

D’autres réducteurs ont également été testés afin de voir si la réaction pouvait étre améliorée
en se basant sur 10 pL de réducteur a 0,0625 mg/mL (tableau 34). Le métabisulfite de sodium a donné
des résultats similaires au sulfite de sodium. Le dithiothréitol a également été testé mais n’a donné
que 15 % de RRC, comme on pouvait s’y attendre car I'étude sur le composé modele a montré que ce
dernier dégradait la 1,10-phénantroline. L’hydrazine a été rapportée pour la réduction de I'astate3° et
a donc été testée. Son utilisation pure a conduit a un faible RRC de seulement 13 %. Diluer ce réducteur
dans I'eau a une concentration de 0,5 mol/L a néanmoins pu augmenter le RRC jusqu’a 36 %.
Cependant il est a noter que ce réducteur semble dégrader le catalyseur, une couleur orangée étant
obtenue lors que ces deux réactifs sont mis en contact. Bien que d’autres réducteurs existent pour
réduire I'astate, il a été choisi de passer directement sur des tests de plus haute activité afin de pouvoir

passer aux tests précliniques le plus rapidement possible. Le sulfite de sodium et le métabisulfite de
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sodium ont été les réducteurs les plus efficaces et afin de garder une cohérence avec tout le travail

effectué précédemment, le sulfite de sodium a été conservé pour la suite des expériences.

Tableau 34. Influence du réducteur sur le radiomarquage a I’astate du 9E7.4-AB pour 10 MBq d’astate lors de I’étape de

réduction.
NazSOs 88 + 7¢
NazS205 90 + 1°
DTT 15
NH,NH,.H,0° 13
NH;NH,.H,0°¢ 36

Conditions standard : Réduction : Réducteur (0,0625 mg/mL, 10 ul), Radiomarquage : 30 min, 25 °C, tampon Tris 0,5 M
pH 6/DMF (92,5:7,5), 9E7.4-AB (1,8 mg/mL), Cu(OTf)spyrs (2,5 mM), 1,10-phénantroline (2,5 mM), n = 1, °Na,SO3 (20 ul),
n =1, °NH:NH2.H,0 pur, “NHNH.H>0 & 0,5 mol/L, n = 6, en = 2.

Les tests de réduction ont ensuite été réalisés sur une activité autour de 50 MBq lors de la
réduction de I'astate. Les conditions initiales de réduction (10 pL de Na,S0O3 a 0,125 mg/mL) ont conduit
aun RRC de 84 + 4 %, mais 81 + 2 % de I'activité réduite est restée dans le flacon de réduction et n’a
pas pu étre introduite dans le flacon de radiomarquage (selon la méthode A, figure 44). Afin de limiter
les pertes, il a été tenté de réaliser le radiomarquage directement dans le flacon de réduction
(méthode B, figure 44). Cependant cela a conduit a une diminution drastique du RRC (68 %). De plus,
seulement 60 % de l'activité a pu étre récupérée lorsque que milieu de marquage a été prélevé et

introduit dans un autre flacon, les 40 % restants étant absorbé sur le verre du flacon de marquage.

116



Meéthode A 9E7.4-AB + réactifs

Na,S0; II
Ajout At

X/
2UIAt 3 sec Réduction Marquage
Méthode B

Na,SO, 9E7.4-AB + réactifs —

~ LY

@ .
211At 3 sec Réduction Marquage

Figure 44. Procédure du radiomarquage du 9E7.4-AB avec la méthode A ot le marquage s’effectue dans un flacon différent
que le flacon de réduction de I'astate-211 et la méthode B ou le marquage s’effectue directement dans le flacon de
réduction de I'astate-211.

L'idée de réaliser le radiomarquage dans le méme flacon que celui utilisé pour réduire I'astate
(méthode B) a donc été abandonnée. Il a alors été décidé de faire varier la concentration en réducteur
et de voir son influence sur le RRC, ainsi que sur les pertes d’activité occasionnées lors du transfert de
I'astate réduit vers le milieu de marquage (tableau 35). Ramener la concentration en réducteur a
0,0625 mg/mL donne des résultats difficilement reproductibles, aussi bien en termes de RRCs (62 +
13 %) que de perte d’astate dans le flacon de réduction (60 + 19 %). Il en va de méme lorsque le
volume passe a 20 uL en conservant une concentration a 0,0625 mg/mL, méme si on observe en
moyenne un meilleur RRC et moins de perte d’activité due a I'étape de réduction, la plus faible étant
de seulement 19 %. Un seul test a été réalisé avec 20 pL de Na,SOs a 0,313 mg/mL et bien que le RRC

obtenu flt satisfaisant, 84 % de I'activité est restée dans le flacon de réduction.

Tableau 35. Influence de la concentration et de la quantité de Na,SOs sur le radiomarquage a I'astate du 9E7.4-AB pour
50 MBq d’astate lors de I'étape de réduction.

Concentration en Na,;SO; Volume de RRC (%)? Perte d’activité
(mg/mL) réducteur (uL) (%)
0,125 10 84 + 4° 81+ 2°
0,0625 10 62 + 13¢ 60 + 19¢
0,0625 20 84 + 4° 38 + 24¢
0,0313 20 70 84

aConditions standard : Réduction : Na,SOs, Radiomarquage : 30 min, 25 °C, tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5), 9E7.4-AB
(1,8 mg/mL), Cu(OTf)spyra (2,5 mM), 1,10-phénantroline (2,5 mM), n=1,2n=2,cn=3,9n =5,
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Méme si peu reproductibles, les conditions utilisant 20 pL de Na,SOs a 0,0625 mg/mL nous ont
parues les plus adaptées. Lors des meilleures expériences, partir d’environ 50 MBq d’astate a I'étape
de réduction permettait d’obtenir entre 30 et 40 MBq d’astate réduit transférable dans le milieu de
marquage, ce qui était suffisant pour réaliser les tests précliniques. Il serait néanmoins intéressant de
poursuivre ce travail afin d’obtenir des résultats qui permettent d’obtenir des RRCs suffisants tout en
limitant la perte due au transfert de I'astate réduit dans le milieu de marquage et ce de fagon
reproductible. En plus d’étudier la facon de réduire I'astate, il pourrait étre utile de réfléchir a des
méthodes de purification de la source recu en laboratoire, en utilisant des colonnes de tellure, déja

rapportée pour cette utilisation®.

Les conditions de radiomarquages optimales ayant été déterminées a l'iode-125 et a I'astate-
211, le procédé entier a pu étre testé sur des activités compatibles avec des études précliniques
(radiomarquage sur environ 30 MBq) depuis le radiomarquage jusqu’'a [|‘obtention du
radiopharmaceutique final purifié. Les résultats ont été comparés avec I'approche classique en deux
étapes via la méthode électrophile et nucléophile déja rapportée pour cet anticorps'® (tableau 36). Ce
nouveau procédé a conduit a de meilleurs résultats, avec un RRC final quasiment doublé pour la
radioiodation comparée a la méthode en deux étapes nucléophile. Le radiomarquage a I'astate-211
donne également de meilleurs résultats, avec des RRCs jusqu’a 68 %. La différence entre le RRC brut
et final pour 'astatation peut s’expliquer par une partie de radiomarquage non-spécifique qui serait
éliminé lors de I’étape de purification. De plus, entre 15 et 25 % de I'anticorps est généralement perdu
lors de I'étape de purification sur PD-10. Comparé aux autres méthodes en deux étapes, le temps de
la procédure est considérablement réduit grace au fait qu’une seule étape de radiomarquage soit
nécessaire, ce qui est un parametre important a prendre en compte avec les radionucléides de court
temps de demi-vie tels que I'astate-211. Le gain de temps, couplé au fait que moins d’anticorps est
nécessaire pour un radiomarquage optimal, de meilleures activités spécifiques et de meilleurs
rendements radioactifs peuvent étre obtenus. L'utilisation du catalyseur au cuivre pouvant étre un
probleéme lié a la toxicité du cuivre, la présence résiduelle de ce métal a été dosé par spectrométrie de
masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) sur le [?*At]9E7.4-AB purifié. Les résultats ont montré

gue la concentration de cuivre était en-dessous de la limite de détection de 1 ppm.

118



Tableau 36. Comparaison entre les méthodes électrophiles et nucléophiles en deux étapes et notre nouvelle méthode pour la
radioiodation et astatation en une étape via les acides boroniques du 9E7.4.

Méthode Rendement A*

radioactif* (MBq) (MBq/mg)

125| 211At 125| 211At
Méthode électrophile? - 20-30% - 5,5 - 24,4 200 + 10
Méthode nucléophile? 43 % 53-57% 12,9 13,2 57,3 58,7 140+ 10
Ce travail 80 % 56 -68 % 24 16,1 66,7 119 90 + 10

9SAB obtenu a partir du précurseur organostannique avec le N-chlorosuccinimide comme agent oxydant avant la conjugaison
au mAb (n = 2). bSAB obtenu & partir du précurseur sel de diaryliodonium avec le sulfite de sodium en agent réducteur avant
la conjugaison au mAb (n = 5). * valeurs uniformisée a partir d’une valeur théorique de départ de 30 MBq.

II.3. Etudes biologiques

Le radiomarquage a I'iode-125 et a I'astate-211 du 9E7.4-AB a pu étre réalisé et les conditions
optimales déterminées. Cependant cette nouvelle procédure peut potentiellement avoir un impact
négatif sur les propriétés de I'anticorps, notamment en ce qui concerne son affinité pour sa cible ou
encore sa pharmacocinétique in vivo : la protéine est alourdie par 3 a 4 greffons, soumise a la présence
de solvants organiques (bien qu’en proportions raisonnables) lors du couplage et du marquage, et a
un catalyseur et un réducteur lors du marquage. Il est donc nécessaire de vérifier la validité de cette

nouvelle procédure en réalisant des tests d'immunoréactivité, ainsi que des études de biodistribution.

11.3.1. Immunoréactivité

Afin de vérifier si les modifications apportées sur I'anticorps n’alterent pas ses propriétés de
reconnaissance, des tests d’'immunoréactivité ont été réalisées aprés radiomarquage a I'aide de billes
magnétiques greffées avec un peptide composé de 40 aminoacides (produit par Genecust) qui
correspond a une partie de l'antigene CD138. Si l'anticorps a conservé ses propriétés de
reconnaissances, il devrait alors se fixer sur les billes. Dans le cas contraire, il se retrouverait dans la
partie surnageante. Afin de déterminer la fraction immunoréactive, le 9E7.4-AB radiomarqué est mis
en contact avec les billes 15 minutes. Puis les billes, magnétiques, sont facilement séparées du
surnageant a I'aide d’un aimant et I’activité comptée au compteur gamma. La fraction immunoréactive
correspond au rapport entre I'activité comptée sur les billes et I'activité totale. 90 % et 88 % de fraction
immunoréactives ont été obtenues avec le 9E7.4-AB radiomarqué a l'iode-125 et a l'astate-211
respectivement, ce qui est similaire avec le 9E7.4 natif (85 %). Ces résultats montrent que I'affinité de

cet anticorps pour sa cible est préservée apres les modifications et le procédé de radiomarquage.

Les propriétés de stockage du 9E7.4-AB apparaissent importantes a évaluer car ce type
d’information permet d’envisager le développement de kits « prét a I'emploi » pour une application

en clinique. Des radiomarquages du méme lot de 9E7.4-AB conservé en tampon Tris 0,5 M pH6 a4 °C
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et — 18 °C ont été réalisés sur 13 mois (figure 45). A la fin de cette période, I'analyse du produit brut a
conduit a des RRCs de 70 % et 81 % en radioiodation et astatation respectivement pour une
conservation a 4 °C. Des résultats similaires ont été obtenus pour I'anticorps conservé a — 18 °C avec
83 % et 84 % pour le radiomarquage a l'iode et a I'astate respectivement (comparés a 80 + 9 % et
91+2% pour la radioiodation et astatation d’un lot fraichement préparé de 9E7.4-AB,
respectivement). Les tests d’'immunoréactivité réalisés sur I'anticorps radioiodé ont montré une
préservation des propriétés de reconnaissances, les fractions immunoréactives étant respectivement
de 85 % et 90 % pour les mAbs conservés 13 mois a 4 °C et — 18 °C. Ces résultats montrent que
I"anticorps modifié peut donc étre préservé dans son tampon de radiomarquage pendant au moins 13

mois sans étre dégradé.
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Figure 45. Radiomarquage du 9E7.4-AB a l'iode-125 conservé a 4 °C (e) ou -18 °C (e)? et a I'astate-211 conservé a 4 °C (@) ou
-18 °C (®)P en tampon Tris 0,5 M pH 6.

Conditions standard : 30 min, tampon Tris 0,5 M pH 6 / DMF (92,5/7,5), 100 ulL, 25 °C. °Cu(OTf).pyrs (5 mM), 1,10-

phénantroline (5 mM), [2251]Nal (1-10 MBq) Cu(OTf),pyras (2,5 mM), 1,10-phénantroline (2,5 mM), [Z11At]NaAt (1-5 MBg). RRCs
déterminés par analyse radiol TLC-SG du produit brut.

11.3.2. Etudes de biodistribution

Afin de confirmer la viabilité de cette chimie pour des applications en imagerie nucléaire et en
thérapie, la biodistribution du 9E7.4 radiomarqué a I'iode-125 et a I'astate-211 via cette nouvelle
procédure en une étape a été réalisée avec un suivi sur 21 h apres injection intraveineuse sur des souris
BALB/c préalablement greffées en sous-cutané avec la lignée cellulaire de plasmocytome MOPC-315
exprimant le CD138. Les résultats ont été comparés avec la méthode conventionnelle en deux étapes
rapportée par Guérard et al'®® dans laquelle le [2!*At]SAB et le [1%°]]SIB ou sont synthétisés a partir des
précurseurs sels de biaryliodonium 41 et 42 respectivement avant d’étre couplés a I'anticorps

(figure 46).
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Radiomarquage en deux étapes (Guérard et al)
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Figure 46. Radiomarquage du 9E7.4 en deux étapes via la méthode des sels d’iodonium et en une étape via la méthode des
acides arylboroniques.

Les résultats de biodistribution et leur analyse statistique ont montré un pourcentage de dose
injecté par gramme (%DI/g) similaires pour la plupart des organes (p > 0,05, étude statistique réalisée
avec le test de comparaison multiple de Sidak) avec les deux approches pour le radiomarquage a l'iode-
125 (figures47A et47B) ou a l'astate-211 (figures 48A et 48B). Cela indique que le profil
pharmacocinétique a été préservé lorsque la nouvelle procédure développée a été utilisée. Pour le
radiomarquage a l'iode-125, on observe toutefois une différence significative dans les intestins a 1h30
(p = 0,0080) et 7 h (p = 0,0009), ainsi que dans le foie a 1h30 (p = 0,0348) dont I'accumulation était
plus élevée avec la méthode en deux étapes. Il faut rappeler que seulement 3 ou 4 souris étaient
utilisées dans chaque groupe, ce qui est une valeur relativement faible et qui pourrait justifier cette
différence observée. Afin de s’assurer qu’il s’agisse d’un vrai signe de différence de comportement de
I'anticorps entre les deux méthodes, il faudrait reproduire cette expérience afin d’avoir un plus grand
nombre de données. Un temps intermédiaire entre 1h30 et 7 h pourrait également étre réalisé pour
voir si la différence dans les intestins persiste. Si tel est le cas, des études devraient étre menées afin
de déterminer la raison de cette disparité qui reste pour le moment inexpliqué. Quant aux anticorps
radiomarqués a l'astate, la seule différence entre les deux approches était au niveau du sang a

30 minutes (p = 0,0006), qui était plus faible pour la méthode en deux étapes. Il est fréquent lors de
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telles études que des différences entre souris soient visibles dans le sang aux temps les plus courts, en
particulier avec les molécules de grande taille tels que les anticorps. Cette différence dans le sang n’est
donc pas révélatrice d’'un changement de comportement de I'anticorps. Par ailleurs, les valeurs sont
redevenues similaires entre les deux approches dans les temps suivants, ce qui nous conforte dans

cette conclusion.
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Figure 47. Biodistributions du 9E7.4 12%|-radioiodé sur des souris BALB/c avec des tumeurs greffées en sous-cutané (MOPC-
315) injectées avec : A) 37 kBq de 9E7.4-AB radiomarqué a I'iode-125 via la méthode en deux étapes ; B) 37 kBq de 9E7.4-AB
radiomarqué a I'iode-125 via la méthode des acides boroniques en une étape.
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Figure 48. Biodistributions du 9E7.4 2!1At-astaté sur des souris BALB/c avec des tumeurs greffées en sous-cutané (MOPC-
315) injectées avec : A) 1 MBq de 9E7.4-AB radiomarqué a l'astate-211 via la méthode en deux étapes ; B) 1 MBq de 9E7.4-
AB radiomarqué a I'astate-211 via la méthode des acides boroniques en une étape.

Quelle que soit la méthode de marquage utilisée, une haute dose délivrée a la tumeur a été
observée. L’accumulation significativement plus haute obtenue avec la radioiodation en deux étapes
a7h(p<0,0001)etaldh(p<0,0001)ainsi qu’avec le radiomarquage a I'astate en une étape a 1h30
(p = 0,0003) peut étre expliquée par une masse de tumeurs plus faibles pour ces groupes. En effet,
I"accumulation du radioimmunoconjugué dans la tumeur semble étre inversement corrélée a la masse
de la tumeur (figure 49), ce qui peut s’expliquer par la différence de vascularisation entre les grosses
et les petites tumeurs (observation faite dans I’équipe mais non publiée). Les tumeurs plus larges sont
souvent faiblement vascularisées avec une haute pression interstitielle qui conduit au développement

de tissus nécrotiques en leur centre, avec une perte de I'expression du CD138.

123




100+ Rz = (0.8297

0 LI L L N L Y N N L Y N L L L B B B

0 500 1000 1500
masse de la tumeur (mg)

Figure 49. Pourcentage de la dose injectée par gramme en fonction de la masse de la tumeur 7 h et 14 h apres injection du
9E7.4-AB radiomarqué a l'iode-125 par la méthode en deux étapes (®) et la méthode des acides boroniques une étape (e).

La comparaison entre les biodistributions réalisées avec les anticorps radioiodés et leur
analogue astaté avec la méme méthode de radiomarquage montre une fixation plus importante dans
la thyroide, la rate, les poumons et les reins dans le cas des 2!!At-immunoconjugués. Cette observation
n’est pas surprenante et peut étre attribuée a la rupture progressive de la liaison entre |'astate et son
vecteur in vivo, ces organes étant les cibles de I'astate libre. Cette instabilité reste cependant modérée,
avec une légére augmentation de la fixation du radioimmunoconjugué dans ces organes et n’est pas
impactée par la méthode de radiomarquage utilisée (p > 0,05). Cette fixation non spécifique pourrait
étre réduite de facon significative par I'utilisation d’agents bloquants, tels que I'iodure de sodium ou
encore le perchlorate de sodium!!? (cf partie introduction bibliographique, 11.5.2). Dans notre cas, de
tels agents n’ont pas été utilisés volontairement dans le but de maintenir notre capacité a déterminer
si la solution injectée contient ou non de l'astate-211 libre, ou de I'astate-211 faiblement lié a
I"anticorps, I’hypothése d’un marquage non-spécifique insuffisamment purifié tel que discuté plus haut
(cf 11.2.3.) n"ayant pas été encore totalement exclue a ce stade. Si tel était le cas, une accumulation
importante aurait été observée dans la thyroide dés les temps précoces. Or, les résultats montrent une
faible fixation dans la thyroide aux temps courts (< 0,3 %DI a 30 minutes), similaire a ce qui a été obtenu
avec I'analogue '¥|-radioiodé, puis suivi par une augmentation progressive jusqu’a une différence
visible seulement aprés 7 h. Par conséquent, I'analyse de |'activité absorbée par la thyroide semble
indiquer que l'astate fixé de maniére non spécifique a I'anticorps a été éliminé de facon efficace lors

de I’étape de purification du radiopharmaceutique.
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II.4. Automatisation du procédé de radiomarquage

L’automatisation d’un procédé de radiomarquage est une étape importante si ce dernier doit
étre transféré en clinique. Il a donc été entrepris d’automatiser cette nouvelle méthode de
radiomarquage d’anticorps avec I'astate-211. Ce travail a été réalisé en collaboration avec I'équipe de
Sture Lindegren a Goteborg, qui a déja automatisé des procédés de radiomarquages a I'astate-211 de

protéines.

L’automatisation vise a reproduire chaque étape du procédé de radiomarquage, depuis
I'introduction de I'astate dans le flacon jusqu’a la purification du produit final dans un automate de
synthése. Les différentes étapes du procédé manuel sont schématisées dans la figure 50. L’astate est
recu au laboratoire en solution dans le chloroforme. Une partie de cette solution correspondant a
I'activité souhaitée est prélevée et introduite dans un flacon de 1,5 mL. Le chloroforme est ensuite
évaporé par flux d’azote. L’astate a sec obtenu est ensuite réduit par ajout de 20 pL de sulfite de
sodium. Apres 30 secondes de réaction, I'astate réduit est prélevé et introduit dans un autre flacon de
1,5 mL contenant déja le 9E7.4-AB, le Cu(OTf),pyrs et la 1,10-phénantroline. La solution est ensuite
agitée 30 minutes a 25 °C puis est déposé sur une colonne PD-10. Le flacon de marquage est
généralement lavé par du PBS afin de perdre un minimum d’activité, puis I'anticorps radiomarqué est

récupéré par élution en PBS dans un tube a hémolyse.

9E7.4-AB
+
réactifs

) i - Purification
évaporation 20 pL Na,S0O,4 &7 PD-10
@ jou
@
211At en CHCl, 2UIAt 3 sec 211At en Na,SO, marquage 30 min

Anticorps
radiomarqué

Figure 50. Schéma de la procédure manuelle de radiomarquage d’anticorps a I’astate-211 via la méthode des acides
boroniques en une étape.

Bien que tres simple, cette procédure comporte des problémes quant a son application en
synthése automatisée. Tout d’abord I'étape de réduction demande un volume tres faible de sulfite de

sodium (20 pL) qui ne peut pas étre ajouté de fagon reproductible par 'automate, la plupart restant
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dans les tubulures. Par conséquent, il est nécessaire de 'augmenter. Le transfert de I'astate réduit vers
le flacon de marquage représente également une barrieére, car en prélever un faible volume
entrainerait des pertes conséquentes d’activité dans les tubulures. Un moyen de s’affranchir de ce
probléme est d’introduire le milieu de radiomarquage, de plus grand volume, dans le flacon de
réduction de l'astate, limitant ainsi les pertes d’activité. Par ailleurs, le radiomarquage a jusqu’a
présent été effectué avec un volume total de 100 pL, ce qui n’est pas suffisant pour I'application en
synthése automatisée et qui risque d’engendrer des pertes conséquentes. Un des objectifs a donc été
de doubler le volume de ce dernier. Enfin, une colonne PD-10, ouverte au-dessus et destinée a un
usage manuel, ne peut pas étre branchée a I'automate. Il faudra donc utiliser une colonne Hi-Trap

basée sur le méme principe d’exclusion stérique, prévue pour I'automatisation.

11.4.1. Adaptation manuelle du procédé de radiomarquage a I’automatisation

Les premiers tests d’adaptation du procédé de radiomarquage ont été réalisés sur environ
10 MBq avant de passer a des activités plus importantes. En repartant des conditions optimisées
précédemment mais en doublant le volume de réaction, une amélioration du RRC a été observée (95 +
2 % contre 88 + 7 % pour une réaction de marquage sur 200 pL et 100 pL respectivement) (tableau 37).
Quelques tests préliminaires sur la machine ont montré que 50 pL d’eau pouvaient étre ajouté de
maniere reproductible dans le flacon de marquage. C’'est pourquoi ce volume a été choisi pour
introduire le sulfite de sodium pour effectuer la réduction de I'astate. Augmenter le volume de
réducteur de 10 pL a 50 pL en conservant une concentration de 0,0625 mg/mL a fait diminuer le RRC
a 79 %. Ce résultat était attendu étant donné que tous les tests d’optimisation précédents ont montrés
gu’une trop grande quantité de réducteur faisait baisser le RRC. Abaisser cette concentration a

0,0125 mg/mL permet néanmoins d’obtenir des RRCs optimaux, jusqu’a 94 %.

Tableau 37. Adaptation du radiomarquage a I'astate du 9E7.4-AB a une version automatisée.

Volume radiomarquage Volume Na;SO;  Concentration Na,SO; RRC?
(i) (i) (mg/mL) (%)
100 10 0,0625 88+ 7°
200 10 0,0625 95 + 2¢
200 50 0,0625 79
200 50 0,0313 92
200 50 0,0125 94

aConditions standard : 30 min, 25 °C, tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF (92,5:7,5), 9E7.4-AB (1,8 mg/mL), Cu(OTf)spyra (2,5 mM),
1,10-phénantroline (2,5 mM),n=1,°n=5,n = 2.
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Ces tests ont été réalisés de la méme facon que précédemment, c’est-a-dire en réduisant
|’astate dans un flacon, puis en le prélevant et en I'introduisant dans un autre flacon contenant déja
I"anticorps, le catalyseur et le ligand. Cependant pour que ce soit réalisable dans un automate de
synthése, il est plus raisonnable d’introduire I'astate directement dans le flacon de réaction, de réaliser
sa réduction puis d’ajouter I'anticorps et les réactifs. Ce test a été réalisé manuellement afin de
déterminer si cela n’altérerait pas le RRC. Si une légere diminution est observée pour une
concentration en réducteur de 0,0313 mg/mL (85 % contre 92 % avec la méthode précédente), il reste
similaire pour une concentration a 0,0125 mg/mL (90 + 6 % (n = 3) contre 94 % pour la méthode

précédente).

Avant de transférer la méthode sur I'automate, une montée en échelle de I'activité a été
réalisée pour deux raisons : i) I'activité perdue dans les tubulures, notamment lors du transfert du
milieu de marquage sur la colonne pourrait étre trop importante sur une activité aussi faible et ii) il
était prévu de mettre une sonde en sortie de colonne afin de pouvoir mesurer lorsque le
radioimmunoconjugué sortirait et donc de savoir quand il était nécessaire de collecter. Or, partir de
10 MBq conduirait a une activité trop faible pour étre détectée en fin de purification. Il a donc été
choisi de partir d’'une activité de 50 MBq afin de pouvoir estimer les éventuelles pertes dans les
tubulures de maniére plus précise et pouvoir détecter de I'activité a la fin de I'étape de purification en
sortie de colonne. Lors des tests menés pour optimiser la réaction de radiomarquage (cf11.2.3.), il a été
vu que la réaction fonctionnait différemment suivant I'activité, et qu’elle était notamment plus difficile
lorsque qu’elle était réalisée en partant de 50 MBq. Réduire I’astate avec 10 pL de Na,SOs a 0,0625
mg/mL avait fait passer le RRC de 88 + 7 % pour une réduction sur 10 MBqg a 62 + 13 % pour 50 MBq.
Pour obtenir un RRC optimal, la concentration ou le volume de réducteur a d étre augmenté. De plus,
il a été observé qu’ajouter le milieu de radiomarquage directement sur I'astate-211 réduit conduisait
a une chute du RRC, tout en ayant une partie non négligeable de I'activité qui restait absorbée sur le
verre du flacon en fin de réaction. C'est pourquoi des tests d’optimisations ont été réalisés une
nouvelle fois sur ces nouvelles conditions, notamment en observant I'influence de la concentration en
sulfite de sodium sur le RRC. En fin de réaction, le milieu de marquage a été transvasé dans un autre
flacon afin de vérifier si de I'activité restait également absorbée sur le flacon de radiomarquage

(tableau 38).

Les résultats montrent que, contrairement a ce qui avait été observé a Nantes, augmenter la
concentration en réducteur n’est pas nécessaire pour conserver un RRC optimal, 90 % étant obtenu
avec le sulfite de sodium a 0,0125 mg/mL, ce qui est similaire a ce qui a été obtenu pour une réduction
sur 10 MBq. De plus, tres peu d’activité reste absorbée sur le verre du flacon lorsque que marquage

est transféré en fin de réaction. Ces deux observations sont en contrastes avec ce qui a été observé a
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Nantes. Cette différence peut s’expliquer par les effets de radiolyses qui peuvent se produire dans ce
solvant entre la fin de la purification de I'astate-211 et son utilisation (comme discuté en partie 1.2.1),
conduisant a des sous-produits. Or, la source d’astate-211 regue au laboratoire Nantais est restée en
chloroforme pendant environ 2 h avant d’étre utilisée (temps de transport et des controles). Dans le
cas de I'astate-211 de Goteborg, la distillation de I'astate-211 se fait sur place et donc le radionucléide
ne reste que quelques minutes dans le chloroforme avant utilisation, ce qui conduit potentiellement a
la formation de moins de sous-produits par rapport a celle de Nantes. Dans tous les cas, la

concentration de 0,0125 mg/mL a été conservée pour la suite de I'étude.

Tableau 38. Influence de la concentration en Na,SOs sur le radiomarquage a I'astate du 9E7.4-AB pour 50 MBq d’astate lors
de I’étape de réduction.

Concentration en Na,SO; RRC (%)? Activité absorbée sur le
(mg/mL) flacon de marquage (%)
0,0625 76 +0° 20+ 7°
0,0313 89 15
0,0125 90 16

9Conditions standard : Réduction : Na,SOz (50 ulL), Radiomarquage : 30 min, 200 uL 25 °C, tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF
(92,5:7,5), 9E7.4-AB (1,8 mg/mL), Cu(OTf)pyrs (2,5 mM), 1,10-phénantroline (2,5 mM), n =1, bn = 2.

1.4.2. Transfert de la procédure sur I’automate de synthése

Apres ce travail d’optimisation, la procédure de radiomarquage est désormais adaptée pour
étre transférable sur 'automate de synthése. Le module utilisé est un Hot Box lll, Scintomics Gmbh
(figure 51A). Cet automate a déja été utilisé dans des radiomarquages d’anticorps a I'astate-211 par
I'équipe de Goteborg?®”2%8, La figure 51B représente schématiquement le procédé d’automatisation
de la méthode de radiomarquage du 9E7.4-AB développé. Les réactifs de départ (sulfite de sodium,
9E7.4-AB, catalyseur et ligand) sont introduits dans des conteneurs scellés tandis que |'astate en
chloroforme est directement introduit dans le réacteur. La premiere étape consiste a évaporer le
chloroforme sous flux d’azote. Ce dernier est stoppé par activation d’un bouton virtuel lorsque le
solvant est totalement évaporé. Le sulfite de sodium est ensuite acheminé jusqu’au réacteur sur
I'astate-211 sec par un flux d’azote. Aprés 30 s — 1 min, les autres réactifs sont ensuite ajoutés de la
méme maniere. Apres 30 minutes de réaction, le milieu réactionnel est introduit sur la colonne Hi-Trap
a I'aide du distributeur. L’élution se fait par ajout de PBS avec le distributeur et une sonde placée en
sortie de colonne permet de mesurer I'activité et de repérer la sortie du radioimmunoconjugué afin

de le collecter.
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Figure 51. A) Photographie de I'automate Hot Box Ill, Scintomics Gmbh ; B) Schéma du procédé d’automatisation (V : vanne).

Les tests de radiomarquages a |'astate-211 ont ainsi pu débuter sur I'automate de synthése.
Les premiers essais ont été réalisés en partant d’environ 10 MBq afin de vérifier si le radiomarquage
fonctionnait aussi bien sur le module qu’en synthése manuelle, avant de passer a 50 MBg. Or I'analyse

du brut réactionnel par ITLC-SG indiquait des RRCs inférieurs lorsque le marquage a été réalisé sur le

129



module, chutant alors jusqu’a 48 + 16 % en partant de 10 MBq et 64 % en partant de 50 MBq
(tableau 39). La premiére hypothése est qu’une partie des réactifs reste dans les tubulures et ne va
pas jusqu’au flacon de réaction. Cependant, apres vérification du volume final, il correspond a ce qui
est attendu, ce qui élimine cette hypothése. La deuxiéme explication possible est qu’une partie de
I'anticorps est absorbée sur les tubulures. Toutefois, aprés vérification de la concentration de
I"anticorps une fois arrivé dans le flacon de réaction par mesure de I'absorption UV, la concentration
n’était pas modifiée. Le dernier parameétre qui pourrait expliquer cette différence est I'atmospheére
entre la méthode manuelle et la version automatisée. En effet, le module de synthése se trouve dans
une boite a gant sous atmospheére inerte, tandis que les radiomarquages manuels sont réalisés sous
hotte ou il n’y a pas de contréle de I'atmosphére. Or dans le mécanisme supposé de la réaction, une
étape d’oxydation du cuivre Il en cuivre Il est nécessaire (voir partie bibliographique, Ill. 1. 1. 6). Il n’est
pas encore bien connu si cette oxydation se réalise par dismutation ou par oxydation avec le dioxygéne
présent dans I'air. Toutefois, les travaux de Taylor et al’® en radiofluoration ont montrés que la
présence d’air permet d’obtenir des RRCs optimaux pour ce type de réaction, ce qui semble donc aller

dans le sens de la seconde hypotheése et qui expliquerait les résultats obtenus dans notre cas.

Tableau 39. Comparaison du radiomarquage du 9E7.4-AB entre la méthode manuelle et la méthode automatisée.

Méthode Activité de départ RRC (%)?

Manuelle ~ 10 MBq 90 + 6°
Automatisée ~ 10 MBq 48 + 16°

Manuelle ~ 50 MBq 90
Automatisée ~ 50 MBq 64

aConditions standard : Réduction : Na,SO3 (50 ulL), Radiomarquage : 30 min, 200 ulL 25 °C, tampon Tris 0,5 M pH 6/DMF
(92,5:7,5), 9E7.4-AB (1,8 mg/mL), Cu(OTf).pyras (2,5 mM), 1,10-phénantroline (2,5 mM), n=1,%n=3,¢n = 2.

L’'étape de purification a également posée probléme car malgré le fait que le radiomarquage
soit lancé sur 50 MBq, aucune activité n’était détectée en sortie de colonne. Il est possible que le
radioimmunoconjugué sorte sur un volume trop grand et soit donc trop dilué pour étre détecté. Ce
probléme serait sans doute réglé si le radiomarquage était lancé sur plusieurs centaines de
mégabecquerels. Cependant cela aurait demandé trop d’activité et éventuellement des tests
d’optimisation préalables, c’est pourquoi des activités de I'ordre de 50 MBq ont été préférés. Une
autre solution serait de déterminer quel est le volume de rétention du radioimmunoconjugué et de

programmer le volume pour le collecter au bon moment.
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[1.5. Conclusion

Les acides boroniques sont connus pour étre particulierement efficaces pour le radiomarquage
a I'iode et a 'astate de molécules en milieu organique. L'étude réalisée ici a permis de mettre en
lumiere tout leur potentiel pour le radiomarquage de protéines. Dans un premier temps, le travail
effectué sur le composé modele (acide 4-chlorobenzene boronique 6) a prouvé qu’ils pouvaient réagir
efficacement en milieu aqueux et a 25 °C, qui sont des conditions tout a fait compatibles avec des
biomacromolécules. La transposition de cette chimie sur un anticorps anti-CD22 a permis de montrer
la faisabilité du radiomarquage direct a I'iode-125 et a I'astate-211 via les acides boroniques, avec des
RRCs quasi-quantitatifs dans les conditions optimisées. L’application au deuxieéme anticorps, le 9E7.4,
a également permis d’obtenir des RRCs du méme ordre, mais avec des concentrations en anticorps
bien inférieures a celles utilisées pour I'anti-CD22, ce qui montre que les conditions optimales sont
anticorps dépendantes. Les études d’immunoréactivités et de biodistributions, comparées avec la

'8, ont montrés par la suite que

méthode de radiomarquage en deux étapes décrite par Guérard et a
cette nouvelle méthode de radiomarquage n’altérait pas les propriétés de reconnaissance de
I’anticorps pour sa cible, le CD138, et qu’il préservait son profil pharmacocinétique. De plus, le fait que
I’anticorps modifié puisse étre conservé dans son tampon de radiomarquage pendant au moins un an

facilitera le développement de kits « prét a I’'emploi » pour la clinique.

Par rapport aux autres méthodes de radiomarquages en deux étapes déja existantes, la
nouvelle approche développée ici possede de nombreux avantages. Tout d’abord, de meilleures
activités spécifiques sont obtenues, ce qui permet d’augmenter les chances qu’un anticorps radioactif
atteigne sa cible plutét qu’un anticorps non radiomarqué et conduit donc a un meilleur ciblage, en
particulier si I'antigéne cible est présent en faibles quantités a la surface des cellules. De plus, le fait
gu’il s’agisse d’une procédure en une seule étape raccourcit considérablement le temps nécessaire a
sa réalisation, ce qui est un avantage non négligeable lorsque des radionucléides de courts temps de
demi-vie tels que I'astate-211 sont mis en jeux. Cela permet également I'accés a des rendements
radioactifs bien meilleurs. Etant une procédure en une seule étape, elle pourra également étre
transférée en clinique plus facilement de par le fait qu’elle soit plus facile a mettre en place en synthese
automatisée. C’'est un travail qui a d’ailleurs été débuté lors d’une mobilité dans le laboratoire de Sture
Lindegren, dont les résultats préliminaires présentés ici sont prometteurs. La méthode développée ici
est la premiere approche de radiomarquage direct d’anticorps par voie nucléophile qui puisse étre
applicable a I'astate-211, mais également a I'iode-125. L'iode possédant des radioisotopes utilisés en
imagerie (121 et 121), ce nouveau procédé devrait permettre le développement d’outils théranostiques

basés sur les paires 123124|/211At, un concept qui repose sur I'utilisation d’un méme composé pour une
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application en imagerie et en thérapie, ce qui s’insere parfaitement dans le désire de la médecine

actuelle de se concentrer sur des thérapies personnalisées.

Avant d’envisager une injection aux patients via cette technologie, cette étude devra étre
complétée, notamment avec l'investigation de la réaction de radiomarquage sur des activités plus
importantes représentatives de celles utilisées en cliniques (100 MBq — 1 GBq). A de telles activités,
les effets de radiolyses dus aux particules alpha émises peuvent intervenir et perturber la réaction en
plus de pouvoir endommager les vecteurs. En effet, au-dela de 1000 Gy, |a radiolyse peut provoquer
divers phénomenes sur les anticorps, principalement leur fragmentation, les rendant inaptes a
reconnaitre leur cible. Afin de limiter ce phénomeéne, des pieges a radicaux peuvent étre utilisés, tels

que l'acide ascorbique3!2,
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Conclusion géenerale




La radiothérapie alpha vectorisée est une discipline de médecine nucléaire qui correspond au
principe de « Magic Bullet » énoncé par Paul Ehrlich qui consiste a utiliser des composés capables de
cibler précisément une maladie sans détériorer les organes sains. Les émetteurs alphas produisent des
rayonnements fortement ionisants sur de courtes distances, ce qui les rend particulierement adaptés
pour le traitement de tumeurs micrométastatiques, de maladies résiduelles ou de cancers
hématologiques. Le radium-227 est aujourd’hui le seul émetteur alpha approuvé cliniquement, sous
le nom de Xofigo, mais des essais cliniques impliquant d’autres émetteurs alpha se multiplient,

notamment avec le bismuth-21331331 |'actinium-22531316 |e plomb-2123 et le thorium-2273,

L'astate-211 a fait 'objet d’un intérét croissant ces derniéres années et apparait comme 'un
des radionucléides les plus prometteurs. Deux essais cliniques de phase | menés avec ce radionucléide
ont montré des résultats encourageants'**146-148 Un essai clinique de phase /1l est actuellement en
cours au Fred Hutchinson cancer research center (Seattle, Etats-Unis) sur le traitement de patients
atteins de leucémie myéloide et de leucémie lymphoblastique aigiie avec I’anticorps [2'*At]BC8-B10%.
Des essais cliniques sont attendus prochainement a Nantes. Cependant, ce nombre limité d’essais
montre la difficulté de faire passer I'astate-211 en clinique. Cela est d{ a plusieurs causes, la premiere
étant le manque de disponibilité de ce radionucléide. Seulement une vingtaine de cyclotrons dans le
monde sont potentiellement capable de le produire et parmi eux, neuf le produisent de facon
routiniére : cing se situent au Japon (RCNP a Osaka, QST-Takasaki a Takasaki, QST-NIRST a Chiba,
Fukushima Medical University a Fukushima et RIKEN a Wako Saitama), deux aux Etats-Unis (University
of Washington a Seattle et Duke University a Durham), et deux en Europe, avec un au Danemark
(Copenhagen University Hospital a Copenhague) et le dernier en France (Arronax a Nantes)3
Toutefois, deux autres cyclotrons commencent a produire ce radionucléide aux Etats-Unis (Pen
Medicine a Philadelphie et Texas A&M a College Station) et deux autres sont en cours de construction,
un en Pologne (IFJ-PAN Cyclotron Centre Bronowice a Cracow) et un dernier en Allemagne
(Forschungszentrum Jilich a Jalich), ce qui montre I'intérét grandissant pour I'astate-211. Le deuxieme
frein est le co(t nécessaire a la réalisation d’un essai clinique, qui est tellement élevé que souvent seuls
des industriels peuvent les mettre en place et ces derniers sont encore rares a s’intéresser a ce
radionucléide. De plus, le peu d’études encore réalisées a |'astate-211 fait que les données de toxicité
et de dosimétrie liées a ce radionucléide sont encore trop limitées d’un point de vue réglementaire
pour des applications en cliniques. Cependant les données collectées récemment avec d’autres
émetteurs alpha tels que I'actinium-225 ou le bismuth-213 pourraient faciliter I'arrivée de I'astate-211
en clinique. Enfin, la derniere difficulté liée a ce radionucléide est I'absence d’une méthode de

radiomarquage de vecteurs d’intéréts robuste et fiable qui soit bien établie.
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Les méthodes les plus répandues de radiomarquage d’anticorps a |'astate-211 actuelles
consistent a créer une liaison C-2!!At. Le radiomarquage par voie électrophile en une ou deux étapes
utilise des précurseurs toxiques, ainsi que I’astate sous sa forme At*, difficile a maitriser et qui conduit
a des RRCs non reproductibles. De plus, la méthode en deux étapes conduit a des rendements sous-
optimaux a cause de I'étape de couplage qui n’est jamais totale. La méthode par voie nucléophile
développée au laboratoire grace a la chimie des sels d’iodonium a permis d’obtenir des résultats plus
reproductibles grace a 'utilisation de I'astate sous sa forme At". Cependant, cela reste une méthode
de radiomarquage en deux étapes et donc une partie de la radioactivité est la aussi perdue lors du

couplage.

Dans ce contexte, l'objectif de la thése a été de développer une nouvelle méthode de
radiomarquage d’anticorps a 'astate-211 par voie nucléophile. Cette nouvelle approche devait allier
|’avantage d’une procédure de marquage en une seule étape qui permet de s’affranchir de la perte
d’activité due au couplage et l'utilisation de I’halogéne sous sa forme nucléophile, plus facile a
maitriser, en utilisant des précurseurs non toxiques. L’astate-211 n’étant pas disponible en
permanence, les études préliminaires sont souvent réalisées avec son élément le plus proche dans le
tableau périodique et dont les propriétés chimiques sont similaires, I'iode. C'est pourquoi les études
menées au cours de cette thése ont été réalisées en paralléle avec I'iode-125, un radionucléide facile
d’acces et dont son temps de demi-vie de 60 jours le rend plus pratique a manipuler. Cependant utiliser
ce modele peut parfois s’avérer inadapté, les propriétés chimiques entre ces deux éléments pouvant
différer, comme par exemple le caractére métallique qui est bien plus marqué dans le cas de I’astate.
Cette différence de comportement a déja pu étre observée et rapportée dans la littérature, comme

185 et les résultats obtenus avec la

par exemple pour le radiomarquage des sels de biaryliodonium
plupart des précurseurs inclus dans cette étude confirment un peu plus cette différence entre les deux

éléments.

La premiere partie était un travail exploratoire de plusieurs types de composés pouvant

potentiellement étre utilisés pour le radiomarquage a 'astate-211 et a I'iode-125 par voie nucléophile
et qui seraient une alternative aux sels de biaryliodonium dont la chimie est déja bien connue, mais
qui posséde des limites dont la principale réside dans sa régiosélectivité. Apres une recherche des
composés utilisés en radiofluoration, six classes ont été sélectionnées : les biarylsulfoxydes, les
biarylsulfones, les sels de triarylsulfonium, les ylures d’aryliodonium, les acides arylboroniques et les
esters arylboroniques. Un précurseur de chaque classe a alors été synthétisé, chacun possédant le
méme substituant para-chloro afin de pouvoir étre comparés entre eux en radiomarquage. Un sel de

biaryliodonium a également été synthétisé afin de pouvoir lui comparer toutes les nouvelles classes

explorées et de déterminer si elles représenteraient une bonne alternative. A I'issu de ce travail, trois
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classes de précurseurs ont donné des résultats satisfaisant pour le radiomarquage de ces
radionucléides, chacun possédant des avantages par rapport aux sels de biaryliodonium : les sels de
triarylsulfonium, les ylures d’aryliodonium et les acides arylboroniques. De meilleurs RRCs (quasi
guantitatifs) ont notamment été obtenus a I'astate-211 grace au fait qu’un seul site de substitution ne
soit présent pour I'ylure d’aryliodonium et I'acide arylboronique, tandis qu’une meilleure
régiosélectivité a été observée avec le sel de triarylsulfonium malgré la présence de trois sites de
substitution potentiels. Des résultats tout aussi satisfaisants ont été obtenus avec I'iode-125, sauf avec
I'ylure d’aryliodonium pour lequel la réaction de radiomarquage s’est avérée extrémement limitée. Ce
constat témoigne de la différence des propriétés chimiques entre I'iode et I'astate qui conduit parfois

a des réactivités différentes.

Y

L'investigation approfondie du radiomarquage a l'iode-125 et a l'astate-211 de [I'ylure
d’aryliodonium et du sel de triarylsulfonium a démontré qu’ils pouvaient étre de potentiels
précurseurs d’intéréts dans le cas de molécules organiques. Cela reste toutefois a confirmer avec les
sels de triarylsulfonium en réalisant le radiomarquage d’une large gamme de composés possédants
des substituants aux effets électroniques et stériques variés. Cependant, dans tous les cas, les
conditions requises pour effectuer le marquage des composés modeles a I'iode-125 et a 'astate-211
via ces précurseurs et en particulier leur inefficacité en milieu agueux, se sont avérées inadaptées pour
le radiomarquage direct d’anticorps, ne laissant que les acides arylboroniques comme derniére

possibilité pour cette application.

Les acides arylboroniques ont par conséquent été utilisés dans la deuxieme partie de la these,
qui visait a réaliser le radiomarquage direct d’anticorps par voie nucléophile. La radiohalogénation
catalysée au cuivre a l'iode-125 et a I'astate-211 via ce type de précurseurs a été rapporté comme
efficace, avec des RRCs élevés sur un large nombre de substrats a basse température?'®. Cependant,
les réactions de radiomarquages décrites s’effectuent toujours en milieu organique dénaturant pour
les protéines. Récemment, une étude portant sur la radiobromation a montré que la réaction pouvait

tolérer jusqu’a 50 % d’eau, bien qu’un chauffage jusqu’a 80 °C soit nécessaire?®,

Le travail préliminaire en *°|-radioiodation et 2!!At-astatation sur I'acide 4-chlorobenzéne
boronique 6 a montré que la réaction pouvait s’effectuer en milieu aqueux a basse température avec
des RRCs élevés grace a I'ajout d’un ligand, la 1,10-phénantroline, rapportée comme améliorant ce
type de réactions?®?°, Une fois ces conditions adaptées aux protéines, cette chimie a pu étre
transférée sur deux anticorps : un anti-CD22 et un anti-CD138 (9E7.4). Dans les deux cas, des RRCs
supérieurs a 90 % ont pu étre obtenus avec les deux radiohalogénes. Il est a noter que les conditions

optimales different entre les deux anticorps, ce qui indique qu’un travail d’optimisation sera
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systématiquement nécessaire lorsque cette technologie sera appliquée a un nouveau vecteur. Les
études de biodistribution menées sur le 9E7.4 radiomarqué a l'iode-125 et a I'astate-211 via la voie
des acides boroniques, comparées avec la méthode classique en deux étapes qui consiste a réaliser la
synthése du [*2°I]SIB ou du [*'!At]SAB qui sont ensuite couplés a I’anticorps, ont montré des profils
identiques, avec une accumulation a la tumeur élevée. Cela a démontré que la nouvelle procédure de
radiomarquage développée au cours de cette these n’altere pas les propriétés pharmacocinétiques de

I’anticorps, ni sa capacité a reconnaitre sa cible.

Les méthodes de radiomarquage de protéines en une étape présentent de nombreux
avantages par rapport au radiomarquage en deux étapes, notamment en terme de gain de temps, de
rendements et d’une plus grande facilité a étre automatisée. Cependant le risque que présente ce type
d’approche réside dans le fait que I’'halogene libre est mis en contact avec la protéine, ce qui peut dans
certains cas conduire a un couplage sur d’autres sites que la fonction de radiomarquage ciblée
(couplage non-spécifique). Cela conduit alors a une liaison faible entre la protéine et I’'halogene, ce qui
entraine sa dissociation in vivo et une toxicité dans ses organes cibles. C’est notamment la raison pour
laquelle les autres méthodes de radiomarquage direct d’anticorps existantes, que ce soit la méthode

265 gu celle de Wilbur

développée par Lindegren basée sur la formation d’une liaison carbone-astate
qui utilise des cages de bores?*, bien qu’efficaces pour le radiomarquage a I'astate-211, ne sont pas
applicable a I'iode car elles demandent toutes deux I’halogéne sous sa forme électrophile. Or, I'iode
sous sa forme I" peut réagir de maniére compétitive avec les tyrosines et les histidines présentes sur
les anticorps, ce qui résulte en une liaison facilement dissociable in vivo’®. l'iode-123 et 'iode-124
sont des radionucléides utilisés en imagerie. Cette incompatibilité d’application de ces méthodes de
radiomarquages avec les radioisotopes de I'iode est un frein au développement d’outils théranostiques
basés sur des anticorps en utilisant la paire 2%12%/211At, Le concept des pharmaceutiques
radiothéranostiques est basé sur l'utilisation d’'un composé unique pour réaliser I'imagerie et la
thérapies2t. Dans le cas idéal, I'agent utilisé pour le diagnostic et la thérapie sont chimiquement
identiques et sont deux radioisotopes du méme élément. On peut citer dans ce cas le couple ®*Cu/%’Cu
(%*Cu utilisé pour I'imagerie TEP et le ®’Cu utilisé pour la thérapie B") ou encore le couple 231/13% (I'123)
pour I'imagerie TEMP et I'*3!] pour la thérapie B7). L'imagerie TEP permet nhotamment de quantifier, ce
qui permet de prédire la dose qui sera délivrée a chaque tissu du patient lors de I'injection du
radioisotope thérapeutique. Lorsqu’une paire thérapeutique n’est pas disponible avec le méme
élément, les agents d’imagerie et de thérapie doivent provenir d’éléments le plus proches possibles
chimiquement. Dans ce cas-ci, on peut citer la paire ®8Ga/*’Lu (*®Ga utilisé en imagerie TEP et ’Lu en
thérapie B)322, ou encore #™Tc/*8Re (**™Tc utilisé en scintigraphie et ¥Re en thérapie B)3?%. Dans le

cas de I'astate, un couple théranostique pourrait étre envisagé avec 2°At/?'!At, I'astate-209 (ti =
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5,41 h) pouvant étre utilisé en imagerie TEMP32*, Cependant ce radioisotope n’est a ce jour pas une
option viable de par son manque de disponibilité et son mode de production complexe. C'est pourquoi
les radioisotopes de l'iode lui sont préférés car accessibles dans le commerce. Par ailleurs, des

développements sur cette paire théranostique sont actuellement en cours3z.

La méthode développée au cours de cette thése va pouvoir s’ajouter au développement
théranostique basé sur la paire 123124 /211At car il s’agit de la premiére radiosynthése divergente en une
étape partant d’un anticorps commun applicable avec I'iode radioactif et I'astate-211. De plus, I'étude
de stabilité de I'anticorps 9E7.4 conjugué a I’acide arylboronique a démontré que I'immunoconjugué
pouvait étre conservé pendant plus d’'un an dans son tampon de radiomarquage a 4 °C ou— 18 °C sans
altération du RRCs a I'iode-125 et a I'astate-211 et sans diminution de son immunoréactivité. Cela
pourra permettre la création de kits « préts a I'emploi », un autre point qui permettra de faciliter

I'arrivée de cette technologie, ainsi que de I'astate-211, en clinique.

Les immunoréactivités obtenues dans notre cas ont par ailleurs été préservées, ce qui montre
qgue peu de greffons se sont fixés sur les zones de reconnaissances de |'anticorps lors du couplage de
|"acide arylboronique sur ce dernier, dG au faible nombre d’équivalents utilisé. Ce couplage s’effectuait
sur les lysines, qui sont présentes en large nombre sur les anticorps, méme sur les zones de
reconnaissances. Afin de limiter le risque de greffer a ces endroits-1a, des approches de couplages sites-
spécifiques pourraient étre envisagées. Ces méthodes sont nombreuses et permettent de faire des
modifications sur différents groupements de la protéine de facon sélective3?®. Certains sels de
diazonium porteurs de substituants électroattracteurs en position para peuvent par exemple réagir de
facon chimiosélective sur les tyrosines3?’32, Des méthodes métallo-catalysées ont également vu le
jour avec des complexes de palladium, rhodium ou encore iridium capables de réagir a basse
température et en milieu agueux3?®. Les méthodes de modifications de protéines par voie enzymatique

sont également utilisées3?®

, par exemple avec la Sortase A qui a été utilisée pour des couplages en N-
terminal** ou en C-terminal®*! de protéines. Ces approches site-spécifique peuvent étre utilisées pour

I'introduction de groupement bioorthogonaux, comme ceux issus de la chimie click.

Cette nouvelle méthode a apporté une optimisation conséquente du radiomarquage
d’anticorps a l'astate-211 : une meilleure A; a été obtenue, ainsi que de meilleurs rendements
radiochimiques et radioactifs en plus d’'un gain de temps considérable, ce qui est un parametre
important dans le cas de |'astate-211 qui a un temps de demi-vie relativement court. Des améliorations
pourraient toutefois étre apportées, notamment au niveau de la purification du radioimmunoconjugué

au cours de laquelle entre 15 et 25 % de I'anticorps est généralement perdu.
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Cette nouvelle approche ameéne la chimie de radiomarquage a |'astate-211 via la formation
d’une liaison carbone-astate au maximum de ses capacités. Cependant le travail dédié a ce
radionucléide n’est pas terminé et de nombreux aspects restent encore a étre découverts. Par
exemple, ce n'est que récemment que son affinité électronique a pu étre déterminée®. En ce qui
concerne sa chimie et plus précisément son utilisation pour le radiomarquage de protéines, des
améliorations pourraient étre apportées, notamment au niveau de la stabilité de la liaison entre
I'astate-211 et son vecteur qui peut dans certains cas s’avérer trop faible in vivo. Ce phénomene de
désastatation peut notamment se montrer important dans le cas de vecteurs de petites tailles aux
pharmacocinétiques rapides et plus rapidement métabolisés, tels que des fragments Fab’'’>,
F(ab’),%'%%2% ou des peptides??? lorsqu’ils sont internalisés dans les cellules ciblées. La désastatation
reste toutefois limité dans le cas des anticorps entiers faiblement internalisés. Cela a d’ailleurs été
retrouvé au cours de nos études de biodistributions du 9E7.4 radiomarqué a l'astate-211, ou
seulement une faible accumulation a été observée dans les organes cibles de I’astate libre (la thyroide,
la rate, les poumons et les reins). La modification du groupement prosthétique serait un bon moyen
d’augmenter la stabilité de la liaison et ainsi de limiter ce phénoméne. Une meilleur stabilité in vivo

d’un nanobody radiomarqué a l'astate-211 a été rapportée grace a I'utilisation du SAGMB comme

groupement prosthétique®?, ce qui serait une piste éventuelle d’amélioration. D’autres approches
développées se basent sur une alternative de la liaison carbone-astate. Les cages de bore sont
notamment un moyen extrémement prometteur mais ne peuvent pas étre appliquées
systématiquement en raison de la lipophilie de ce type de précurseur qui entraine une modification du
profil pharmacocinétique du vecteur?*®?4!, La formation de liaisons métal-astate via des complexes de

rhodium ou d’iridium est également une voie au fort potentiel?**?* et sera l'objet de futures

investigations prochainement au laboratoire.

L’astate-211 a été découvert il y a de cela 80 ans et pourtant, de nombreux aspects restent
encore a étre explorés. La multiplication des sites de productions et des publications a son sujet sont
le témoin de la volonté de la communauté scientifique d’approfondir ses connaissances sur ce
radionucléide qui renferme encore bien des mystéres. Le véritable engouement de ces dix derniéres
années pour |'astate-211 nous promet de grandes avancées dans |'avenir proche, aussi bien sur la
compréhension de ses propriétés physiques que sur le développement de sa chimie, le rapprochant

petit a petit d’une utilisation en clinique.
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Partie Experimentale




|. Synthese organique

I.1. Informations générales

Produits commerciaux :

Les réactifs commerciaux ont été obtenus chez Sigma-Aldrich (Merck), Fluorochem et Tokyo

Chemical Industry (TCl).
Solvants :

Les solvants ont été obtenus chez Biosolve et ThermoFischer. Lorsqu’ils sont précisés anhydres

dans les protocoles, les solvants ont été obtenus chez Sigma-Aldrich (Merck).
Spectroscopie RMN :

Les spectres RMN *H et 13C ont été enregistrés avec des spectrométres Bruker AC 3 400 MHz
(*H) et 100 MHz (*3C). Les déplacements chimiques des spectres RMN *H et 13C ont été rapportés en
partie par million (ppm) relatifs au signal des protons ou des carbones résiduels des solvants CDCls (6
= 7,26 (*H) et 77,23 (*3C)), DMSO-ds (& = 2,50 (*H) et 39,51 (*3C)). Les constantes de couplage sont
données en Hertz (Hz) et se référent aux multiplicités apparentes indiquées par les abréviations
suivantes : s (singulet), d (doublet), t (triplet), g (quadruplet), dd (doublet de doublet), dt (doublet de

triplet), m (multiplet).
Chromatographies :

Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été réalisées sur des plaques de silice 60
F254 sur support plastique fournies par Sigma-Aldrich (Merck) et ont été révélées par lampe UV (254

nm).

Les purifications sur colonnes ont été réalisées avec un appareil Puriflash 600 (Interchim) avec

des colonnes de silices de 30 um.

Les chromatographies liquides haute performance (HPLC) ont été effectuées sur un appareil
HPLC Waters Alliance e2695 équipé d’une colonne C-18 (Spherisorb ODS2 5 um, 4,6 mm x 25 cm,
Waters) avec un débit réglé a 1,50 mL/min et le gradient suivant:t=0:60% A, 40% B ; t =15 min:
100 % B jusqu’a 20 minutes avec A = H,0 (0,05 % TFA) et B = ACN (0,05 % TFA).
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[.2. Syntheses organiques
1.2.1. Composés auxiliaires

6,10-Dioxaspiro[4.5]décane-7,9-dione (12)

O O 1) H2SO4, anhydride acétique, 0 °C, 5 min ) O><j

HOMOH - o
2) o= J,15°C g

3) 25 °C, 15 min

L’acide malonique (4,16 g, 0,04 mol, 1 eq) est mis en suspension dans I'anhydride acétique (3,76 mL,
0,04 mol, 1 eq). La solution est refroidie a 0 °C puis I'H,SO4 concentré (16 gouttes) est ajouté. La
réaction est agitée 5 min a 0 °C. Le milieu est ensuite ramené a 15 °C, puis la cyclopentanone (3,56 mL,
0,04 mol, 1 eq) est ajoutée goutte a goutte. La réaction est agitée 15 min a 25 °C puis le mélange est
placé la nuit a - 20 °C. Le solide obtenu est filtré puis rincé avec Na,COs 1 M froid pour donner le

composé 12 (2,82 g, 41 %).
RMN H (400 MHz, CDCls) 6 3,55 (s, 2H) ; 2,14 (m, 4H) ; 1,83 (m, 4H).

RMN 3C (100 MHz, CDCl;) 6 164,2 ; 110,2 ; 57,0 ; 37,3 ; 23,3.
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1-Azido-4-iodobenzéne (17)

I 1) NaNOz, HCI, 0 °C, 1 h, H.O

\j

2)NaN3, T<5°C,1h
H2N N3

La synthése de I'iodoaryle 17 a été réalisée suivant la procédure déja décrite?. A une suspension de
4-iodoaniline (1 g, 4,6 mmol, 1,0 eq) dans I'eau (10 mL) et HCl concentré (10 mL) est ajouté goutte a
goutte sous vive agitation a 0 °C une solution de NaNO; (441 mg, 6,4 mmol, 1,4 eq) dans I'eau (20 mL).
La réaction est agitée 1 h a 0 °C. Une solution de NaNs (683 mg, 10,5 mmol, 2,3 eq) dans I'eau (20 mL)
est ajoutée goutte a goutte a 0 °C. La réaction est agitée 1 h a une température inférieure a 5 °C. La
solution est extraite au CH,Cl (3 x 40 mL). Les phases organiques sont rassemblées, lavées a I'eau (3 x
80 mL), séchées sur MgS0,, puis le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu est ensuite
purifié par chromatographie sur gel de silice (heptane) pour obtenir le composé 17 sous la forme d’un

liguide marron (887 mg, 79 %).
RMN *H (400 MHz, CDCls) & 7,73 — 7,60 (m, 2H) ; 6,87 — 6,75 (m, 2H).

RMN 3C (100 MHz, CDCl;) 6 140,2 ; 138,9; 121,3; 88,4 ; 77,2.
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1-(Azidométhyl)-3-iodobenzéne (18)

NaNs

70 °C, 4 h 30, DMSO

Br N3

La synthése de I'iodoaryle 18 a été réalisée suivant la procédure déja décrite?®. A une solution de 1-
(bromométhyl)-3-iodobenzene (1 g, 3,37 mmol, 1 eq) dans du DMSO anhydre (30 mL) est ajouté du
NaNs (876 mg, 13,5 mmol, 4 eq). La réaction est agitée 4 h 30 a 70 °C sous argon. De I’eau (30 mL) est
ajoutée et la phase aqueuse est extraite avec du CH,Cl, (2 x 30 mL). Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur MgSQO,, puis le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu est
ensuite purifié par chromatographie sur gel de silice (heptane) pour obtenir le composé 18 sous la

forme d’un liquide incolore (723 mg, 83 %).

RMN *H (400 MHz, CDCls) 6 7,76 — 7,62 (m, 2H) ; 7,29 (d, J = 7,6 Hz, 1H) ; 7,12 (t, J = 8,0 Hz, 1H) ; 4,30
(s, 2H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) 6 137,9; 137,6 ; 137,2; 130,7 ; 127,5; 94,8 ; 54,1.
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1.2.2. Diarylthioéther

1-chloro-4-[(4-méthoxyphényl)sulfanyllbenzéne (10)

| SH Cul
néocuproine

N tert-butylate de sodium S
110 °C, 24 h, toluéne CI/©/ \©\0Me

Cl O]

La synthése du diarylthioéther 10 a été réalisée suivant la procédure décrite par Barbosa et al*°. Dans
un ballon tricol sous agitation magnétique sont ajoutés le 1-chloro-4-iodobenzene (1 g, 4,19 mmol,
1 eq), le tert-butylate de sodium (606 mg, 6,31 mmol, 1,5 eq), I'iodure de cuivre (I) (79 mg, 0,419 mmol,
0,1 eq) et la néocuproine (87 mg, 0,419 mmol, 0,1 eq). Le tricol est fermé hermétiquement par des
septums et placé sous argon. Le 4-méthoxybenzenethiol (606 mg, 4,32 mmol, 1,03 eq) et 6 mL de
toluéne sont ajoutés. La réaction est agitée 24 h a 110 °C. Le solvant est évaporé sous pression réduite.
Le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice (Heptane/AcOEt 95/5) pour obtenir

le produit 10 sous la forme d’un liquide incolore qui cristallise apres une nuit a — 18 °C (705 mg, 67 %).

RMN H (400 MHz, CDCls) § 7,46 — 7,39 (m, 2H) ; 7,25 — 7,18 (m, 2H) ; 7,13 — 7,06 (m, 2H) ; 6,96 — 6,89
(m, 2H) ; 3,84 (s, 3H).

RMN *3C (100 MHz, CDCl;) 6 160,0 ; 137,3 ; 135,4 ; 131,6; 129,3; 129,0; 123,8; 115,1 ; 55,3.
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1.2.3. Biarylsulfoxyde

1-chloro-4-[(4-méthoxyphényl)sulfinyllbenzéne (2)

O

S mCPBA S
/©/ \©\ 25°C, 3 h, CHxCl; /©/ \©\
Cl OMe Cl OMe

La synthése du biarylsulfoxyde 2 a été réalisée suivant la procédure décrite par Barbosa et al’®°. A une

solution de 10 (150 mg, 0,60 mmol, 1 eq) dans du CH,Cl; (20 mL) est ajouté du mCPBA 77 % (134 mg,
0,60 mmol, 1 eq). La réaction est agitée pendant 3 h a 25 °C. Le solvant est évaporé sous pression
réduite. Le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice (Heptane/CHCl; 65/35) pour

obtenir 10 sous la forme d’un liquide incolore qui cristallise aprés une nuit a 4 °C (132 mg, 83 %).
RMN H (400 MHz, CDCls) 6 7,62 — 7,52 (m, 4H) ; 7,48 — 7,41 (m, 2H) ; 7,04 — 6,94 (m, 2H) ; 3,83 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) 6 162,2 ; 144,4 ; 136,9 ; 136,4 ; 129,4 ; 127,2; 125,9 ; 114,9 ; 55,5.
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1.2.4. Biarylsulfone

1-chloro-4-[(méthoxyphényl)sulfonyllbenzéne (3)

o_,0
N 7/
S mCPBA S
/©/ \©\ 25°C, 1 h, CH2Cl; /©/ \©\
Cl OMe Cl OMe
La synthése de la biarylsulfone 3 a été réalisée suivant la procédure décrite par Barbosa et al?®. A une

solution de 10 (150 mg, 0,60 mmol, 1 eq) dans du CH,Cl, (7 mL) est ajouté du mCPBA 77 % (268 mg,
1,6 mmol, 2 eq). La réaction est agitée pendant 1 h a 25 °C. Une solution de KOH est ajoutée puis la
phase organique est extraite, séchée sur MgS0, et évaporée sous pression réduite pour obtenir 3 sous

la forme d’un solide blanc (165 mg, 98 %).
RMN *H (400 MHz, CDCls) 7,62 — 7,52 (m, 4H) ; 7,48 — 7,41 (m, 2H) ; 7,04 — 6,94 (m, 2H) ; 3,83 (s, 3H)

RMN *3C (100 MHz, CDCls) 6 163,5 ; 140,9 ; 139,4 ; 132,6; 129,8 ; 129,5; 128,7 ; 114,6 ; 55,7.
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1.2.5. Sel de triarylsulfonium

Triflate de 1-(4-chlorophényl)-1-(4-méthoxyphényl)-1-phényl-3-

(trifluorométhyl)-1A*- dithioxane-3,3-dioxide (4)

+ OTf

I
S ©/ \© + OTf
/©/ \©\ benzoate de cuivre I /@/S\Q\
Cl OMe 125 °C, bromobenzéne Cl OMe

La synthése du sel de triarylsulfonium 4 a été réalisée suivant la procédure décrite par Barbosa et a/*®.

A une solution de 10 (100 mg, 0,40 mmol, 1 eq) dans du bromobenzéne (10 mL) sont ajoutés le triflate
de biphényle iodonium (172 mg, 0,40 mmol, 1 eq) et le benzoate de cuivre (Il) (6,5 mg, 0,40 mmol,
1 eq). La réaction est agitée a 125 °C pendant plusieurs heures. Le solvant est évaporé sous pression
réduite. L’huile obtenue est lavée par de I'éther diéthylique (3 x 10 mL). Le résidu obtenu est purifié
par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl,/MeOH 92/8) pour obtenir 4 sous la forme d’une huile

orange (146 mg, 77 %).
RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 7,90 — 7,73 (m, 10 H) ; 7,38 — 7,28 (m, 3H) ; 3,88 (s, 3 H).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-d¢) & 164,0; 139,2; 134,1; 133,9; 132,5; 131,2; 131,1; 121,1; 130,8;
126,0;125,0;116,9; 113,8 ; 56,1.
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1.2.6. Sel de biaryliodonium

Tosylate de (4-chlorophényl)(4-méthoxyphényl)iodonium (1)

, OTs
/@/' 1) mCPBA, 25 °C, 15 min, CHCls /@/\@\
Cl 2) TsOH, anisole, 40 °C, 2 h 30, CHCls cl OMe

La synthése du sel de biaryliodonium 1 a été réalisée suivant une procédure générale décrite par

Guérard et al*®. A une solution de 1-chloro-4-iodobenzene (300 mg, 1,26 mmol, 1,0 eq) dans du CHCls
(13 mL) est ajouté du mCPBA 77 % (336 mg, 1,5 mmol, 1,2 eq). La réaction est agitée 15 min a 25 °C.
Le TsOH (285 mg, 1,5 mmol, 1,2 eq) et I'anisole (739 pL, 6,8 mmol, 5,4 eq) sont ajoutés et la réaction
est agitée 2 h 30 a 40 °C. Le solvant est évaporé sous pression réduite et le solide jaune obtenu est
cristallisé en MeOH/Et,0. Le produit 1 est récupéré par filtration et est rincé a I'Et,0 froid (411 mg,
63 %).

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) & 8,22 (m, 4H) ; 7,64 (dd, J = 8,6 ; 3,4 Hz, 2H) ; 7,50 (dd, J = 8,0 ; 3,3 Hz,
2H); 7,12 (m, 4H) ; 3,83 (s, 3H) ; 2,32 (s, 3H)

RMN *3C (DMSO-ds, 100 MHz) & 163,0 ; 146,8 ; 138,4 ; 138,2 ; 138,1; 137,5; 132,5; 128,9; 126,4 ;
118,4;115,8,;101,6,56,6; 21,1
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1.2.7. Ylures d’aryliodonium

Sauf indiqué, les ylures d’aryliodonium sont synthétisés suivant la procédure décrite par Cardinal et

al275

A une solution d’iodoaryle correspondant (1,0 eq) dans du CH,Cl; (3 mL) est ajouté du mCPBA 77 %
(1,1 eq). La réaction est scellée et agitée 4 h 30 a 42 °C. 12 (1,3 eq) est dissous dans du CH,Cl; (3 mL)
puis est ajouté a la réaction avec du KOH (7,2 eq). La solution est recouverte de papier aluminium et
est agitée 3 h a 25 °C. Le résidu obtenu est filtré sur célite, puis rincé au CH,Cl,. Le filtrat est évaporé
sous pression réduite, puis le solide blanc obtenu est agité 30 min a 25 °C dans I'heptane (10 mL). Le

solide est filtré puis cristallisé en acétone/heptane. Le produit final est récupéré par filtration.
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8-[(4-chlorophényl)-A3-iodanylidéne]-6,10-dioxaspiro[4.5]décane-7,9-dione (5)

' 1) mCPBA, 42°C, 4 h 30, CH:Cl: ! o
o 7
cl cl 070

o}
2 KOH, 25 °C, 3 h, CHeCl
){io@, OH, 25 °C, 3 h, CHClz

o

y

Rendement : 27 %
Aspect : Solide blanc

RMN *H (400 MHz, CDCls) 6 7,84 (d, J = 8,6 Hz, 2H) ; 7,41 (d, ) = 8,6 Hz, 2H) ; 2,20 — 2,11 (m, 4H) ; 1,84
—1,76 (m, 4H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) 6 164,3 ; 139,2 ; 134,7 ; 132,0; 114,2 ; 110,9; 57,3 ; 37,3; 23,3
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8-phényl-A3-iodanylidéne]-6,10-dioxaspiro[4.5]décane-7,9-dione (23)

@/I 1) mCPBA, 42 °C, 4 h 30, CH2Cl» @/I o
o)

o
[e]
2 . KOH, 25 °C, 3 h, CH2ClI
)iO@ OH, 25°C »Cla
(o]

Y

Rendement: 43 %
Aspect : Solide blanc

RMN *H (400 MHz, CDCl3) § 7,89-7,83 (m, 2H) ; 7,57 (dt, J = 7,1, 1,0 Hz, 1H) ; 7,42 (dt, ) = 7,8, 2,1, 2H) ;
2,19 -2,11 (m, 4H), 1,83 — 1,75 (m, 4H).

RMN 3C (100 MHz, CDCl;) 164,5 ; 133,5; 132,4; 132,2 ; 114,4; 114,2 ;57,0 ; 37,6 ; 23,6
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8-[(4-cyanophényl)-A3-iodanylidénel-6,10-dioxaspiro[4.5]décane-7,9-dione (28)

/@/' 1) mCPBA, 42 °C, une nuit, CH2Clz /@/I\ e
5 L
NC o O/b

S NC
22 KOH, 25 °C, 4 h, CHzCl
) ¢ X)), KOH,25°C, 4h, CH:Clz

o

Rendement: 16 %
Aspect : Solide blanc

RMN H (400 MHz, CDCl3) 6 7,98 (d, J = 8,5 Hz, 2H) ; 7,72 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 2,17 (t, ) = 7,4 Hz, 4H) ;
1,87-1,76 (m, 4H).

RMN 3C (100 MHz, CDCl;) 6 164,4 ; 135,2 ; 133,7 ; 118,1; 116,8 ; 116,7 ; 114,8 ; 57,2 ; 37,7 ; 23,6.
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8-[(4-azidophényl)-A3-iodanylidéne]-6,10-dioxaspiro[4.5]décane-7,9-dione (24)

' 1) mCPBA, 42 °C, une nuit, CHClo : o
o 7
N3 N3 (e} O

(o)
2) {to@ , KOH, 25 °C, 3 h 30, CH2Cl2

o

Y

Rendement : 18 %
Aspect : Solide blanc

RMN *H (400 MHz, CDCls) 6 7,88 (d, J = 8,9 Hz, 2H) ; 7,05 (d, J = 8,9 Hz, 2H) ; 2,20 — 2,08 (m, 4H) ; 1,84
—1,73 (m, 4H).

RMN 3C (100 MHz, CDCl;) 6 164,5 ; 145,2 ; 135,9; 122,5; 114,4 ; 107,5; 57,9 ; 37,6 ; 23,6.
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8-[(4-éthoxycarbonyl)benzyl-A3-iodanylidéne]-6,10-dioxaspiro[4.5]décane-7,9-
dione (31)

1) Acide peracétique, AcOH/Ac20, 25 °C,

| .
1 semaine - o
~ -
(o]
EtO,C 2) ; ><:| , KOH, 25 °C, 4 h, CH2Cl2 EtO,C 0~ "o
[¢]

o

A une solution de 4-iodobenzoate d’éthyle (333 uL, 2 mmol, 1 eq) dissous dans un mélange
d’AcOH/Ac,0 1/1 (3,4 mL) est ajouté goutte a goutte I'acide peracétique 39 % (7 mL). La solution est
ramenée a 25 °C et est agitée une semaine. De I'eau (70 mL) est ajouté et la phase aqueuse est extraite
avec du CH,Cl; (3 x 35 mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur MgSQ,. Le solvant
est évaporé sous vide et I’huile obtenue est reprise dans I’heptane (7 mL) puis est placée la nuit a -20
°C. Le solide blanc obtenu est récupéré par filtration puis est rincé avec de I’heptane (3 x 7 mL). Le
solide est dissous dans du CH,Cl; (3 mL) et 12 (146 mg, 0,9 mmol, 0,5 eq) et KOH (38 mg, 0,7 mmol,
0,4 eq) sont ajoutés et le mélange est agité 4 h a 25 °C. Le solide obtenu est filtré sur célite et est rincé
au CH.Cl,. Le filtrat est évaporé sous pression réduite, puis le solide blanc obtenu est agité 30 min a
25 °C dans I'heptane (5 mL). Le solide est filtré puis cristallisé en CH,Cl,/heptane. 31 est obtenu par

filtration sous la forme d’un solide blanc (122 mg, 14 %).

RMN H (400 MHz, CDCls) & 8,06 (d, J = 8,5 Hz, 2H) ; 7,90 (d, J = 8,5 Hz, 2H) ; 4,40 (d, ) = 7,1 Hz, 2H) ;
2,16 (t, ) = 7,4 Hz, 4H) ; 1,85 — 1,73 (m, 4H) ; 1,40 (t, ) = 7,1 Hz, 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCl3) 6 164,9; 164,4 ; 134,43 ; 132,9; 118,4; 114,6; 62,1; 56,9; 37,6 ; 23,6 ;
14,4.
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8-[(4-azidométhylphényl)-A3-iodanylidéne]-6,10-dioxaspiro[4.5]décane-7,9-
dione (25)

|
1) mCPBA, 42 °C, une nuit, CHzCl: X O

% - 07 >0
2) ¢ X, KOH. 25 °C, 4 h 30, CHzCl
) o><:|, , , , CH2Cl2

N3 o N3

A une solution de 1-(azidométhyl)-3-iodobenzéne (20) (357 mg, 1,38 mmol, 1,0 eq) dans du CH,Cl; (3
mL) est ajouté du mCPBA 77 % (340 mg, 1,52 mmol, 1,1 eq). La réaction est scellée et agitée la nuit a
42 °C. 12 (300 mg, 1,76 mmol, 1,3 eq) est dissous dans du CHCl; (3 mL) puis est ajouté a la réaction
avec du KOH (550 mg, 9,80 mmol, 7,1 eq). La solution est recouverte de papier aluminium et est agitée
4 h 30 a 25 °C. Le résidu obtenu est filtré sur célite, puis rincé au CH,Cl,. Le filtrat est évaporé sous
pression réduite. Le résidu est ensuite purifié par chromatographie sur gel de silice (heptane/acétone

80/20 => 65/35) pour obtenir le composé 25 sous la forme d’une huile jaune (89 mg, 15 %).

RMN *H (400 MHz, CDCls) § 7,90 — 7,79 (m, 2H) ; 7,52 (d, J = 7,7 Hz, 1H) ; 7,49 — 7,39 (m, 1H) ; 4,42 (s,
2 H);2,21-2,10 (m, 4H) ; 1,89 — 1,74 (m, 4H)

RMN *3C (100 MHz, CDCls) 6 164,5; 140,3 ; 133,1; 132,5; 132,4; 131,7; 114,5; 114,4; 57,1 ; 53,8 ;
37,6 ; 23,6.

156



1.2.8. Acide arylboronique

Acide (3-(((2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)carbonyl)phényl)boronigue (40)

HO OH HO OH

NHS, EDCI, EtsN
S, EDCI, Et3 - 0

OH 25°C,28h DMF o

O O /
O/

A une solution d’acide 3-(dihydroxyboryl)benzoique (500 mg, 3,01 mmol, 1,0 eq) dans du DMF anhydre
(25 mL) sont ajoutés la triéthylamine (3,78 mL, 27,1 mmol, 9 eq), EDCI (866 mg, 4,52 mmol, 1,5 eq) et
la N-hydroxysuccinimide (520 mg, 4,52 mmol, 1,5 eq). La réaction est agitée 28 h a 25 °C. Le solvant
est évaporé sous pression réduite et le résidu est reprit dans du CH,Cl. De I’acide chloridrique 1 N (100
mL) est ajouté et la phase aqueuse est extraite avec du CH,Cl, (7 x 50 mL). Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur MgS0O, puis le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu est ensuite
purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl,/MeOH 100/0 =>98,5/1,5). Le solide blanc obtenu
est ensuite cristallisé en MeOH/H,0 pour obtenir le composé 40 sous la forme d’un solide blanc

(358 mg, 45 %).

RMN *H (400 MHz, CDCl3) 6 8,53 (s, 1H) ; 8,42 (s, 2H) ; 8,20 (d, J = 7,4 Hz, 1H) ; 8,12 (d, J = 8,0 Hz, 1H) ;
7,63 (t, 1= 7,7 Hz, 1H) ; 2,90 (s, 4H)

RMN 3C (100 MHz, CDCl;) 6§ 170,3 ; 162,1; 140,9 ; 135,6; 131,4 ; 128,6 ; 123,8 ; 25,5.
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Il. Radiochimie

II.1. Informations générales

11.1.1. Isotopes radioactifs

[*%1]Nal a été obtenu commercialement auprés de Perkin Elmer dans une solution de NaOH

(10> M) avec une activité volumique de 1.85 MBq/uL.

L’211At a été produit par le cyclotron Arronax en utilisant la réaction nucléaire 2°Bi(a,2n)?!!At,
et récupéré de la cible irradiée dans du chloroforme en utilisant un protocole de distillation seche
adapté de la procédure décrite précédemment par Lindegren et al.>? Avant utilisation, la solution

d’?1At a été réduite a sec sous un léger courant d’azote.

11.1.2. Analyses chromatographiques

Les analyses de chromatographie liquide haute performance (HPLC) radioactives ont été
réalisées sur le méme systeme que les références analytiques non radioactives. En sortie de la cellule
de détection UV, I'éluant est redirigé vers un détecteur de radioactivité Flow Star LB 513 (BERTHOLD
Technologies). Aprés chaque analyse HPLC, la colonne est lavée par injection d’une solution de sulfite
de sodium a 10 mg/mL (50 pL) afin de retirer toutes les espéces d’astate restant sur la colonne avec le
gradient suivant:t=0:100% A, 0% B ; t =5 min, 60 % A, 40 % B jusqu’a 10 minutes avec A = H,0
(0,05 % TFA) et B = ACN (0,05 % TFA). L’activité ressortie lors de ces analyses est prise en compte dans

le calcul des RRCs.
Calcul du RRC

La figure 52 illustre I'analyse du RRC d’un radiomarquage a l'astate de I'acide 4-
chloroarylboronique 6. La figure 52A représente I'analyse radioHPLC du produit brut et la figure 52B
représente le radiochromatogramme obtenu lors de I'injection de la solution de sulfite a 10 mg/mL.
L'activité ressortie lors de ce run a été prise en compte comme de |'astate-211 non radiomarqué dans
le calcul du RRC. La correction de la décroissance entre les deux injections n’a pas été comptabilisée
pour le calcul du RRC car seulement 10 minutes séparaient les deux pics, ce qui est négligeable par
rapport au temps de demi-vie de I'astate-211. Dans I’'exemple de la figure 52, le RRC obtenu est de 8 %

et non de 14 % si I'on considere uniquement le radiochromatogramme A.
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Figure 52. Analyses radioHPLC du radiomarquage a I'astate de 6 a pH 8 ; A) radiochromatogramme du radiomarquage ; B)
radiochromatogramme de I'injection de la solution de sulfite réalisé aprés I'analyse HPLC du radiomarquage.

II.2. Radiomarquages a l'iode-125 et a I'astate-211 des composés organiques

11.2.1. Comparaison des différents précurseurs

Une solution meére de [**°I]Nal est préparée par dilution de la solution commerciale dans le
I'eau dé-ionisée. La solution mére d’[*'!At]NaAt est préparée par addition d’un volume approprié

d’acétonitrile et d’'une solution de DTT a 5 mg/mL.

[1.2.1.1. Méthode générale avec K222/K,COs et sans catalyseur
Précurseurs : sel de biaryliodonium 1, biarylsulfoxyde 2, sel de triarylsulfonium 4, ylures

d’aryliodonium 5, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 28, 31.

100 pL de kryptofix K222 (10 mg/mL, ACN), 2,66 uL de K»COs (0,5 M, H,0) et 5 pL de solution mére de
[*%1]Nal ou de [*!At]NaAt sont placés dans un flacon de 1,5 mL. Le flacon est serti et le solvant est
évaporé sous léger flux d’azote. 250 pL d’ACN sont ajoutés et le solvant est a nouveau évaporé. 250 plL
d’ACN sont ajoutés et le solvant est a nouveau évaporé. 100 ulL d’une solution de précurseur a la
concentration et dans le solvant souhaité sont alors ajoutés. La réaction est incubée a la température
requise pendant 30 min. Un échantillon est ensuite dilué dans une solution d’acétonitrile/eau 1/1

(0,05 % TFA) et est analysé par HPLC en phase inverse.
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11.2.1.2. Méthode générale avec K222/K,COs et le catalyseur
Précurseurs : biarylsulfoxyde 2, biarylsulfone 3, ylure d’aryliodonium 5, ester arylboronique 7, acide

arylboronique 6

100 pL de kryptofix K222 (10 mg/mL, ACN), 2,66 pL de K,COs (0,5 M, H,0) et 5 pL de solution meére de
[*%1]Nal ou de [*'!At]NaAt sont placés dans un flacon de 1,5 mL. Le flacon est serti et le solvant est
évaporé sous léger flux d’azote. 250 pL d’ACN sont ajoutés et le solvant est a nouveau évaporé. 250 plL
d’ACN sont ajoutés et le solvant est a nouveau évaporé. 50 uL d’une solution de précurseur et 50 plL
de Cu(OTf),pyras a la concentration et dans le solvant souhaité sont ajoutés. La réaction est incubée a
la température requise pendant 30 min. Un échantillon est ensuite dilué dans une solution

d’acétonitrile/eau 1/1 (0,05 % TFA) et est analysé par HPLC en phase inverse.

11.2.1.3. Méthode générale sans K222/K,COs et sans catalyseur
Précurseurs : sel de biaryliodonium 1, sel de triarylsulfonium 4, ylure d’aryliodonium5, acide

arylboronique 6

95 uL d’une solution de précurseur a la concentration et dans le solvant souhaité et 5 uL de solution
mére de [*%1]Nal ou de [?*!At]NaAt sont placés dans un flacon de 1,5 mL. La réaction est incubée a la
température requise pendant 30 min. Un échantillon est ensuite dilué dans une solution

d’acétonitrile/eau 1/1 (0,05 % TFA) et est analysé par HPLC en phase inverse.

[1.2.1.4. Méthode générale sans K222/K,COs et avec le catalyseur

Précurseurs : acide arylboronique 6, ester arylboronique 7

45 uL d’une solution de précurseur, 50 pL de Cu(OTf),pyrs a la concentration et dans le solvant souhaité
et 5 pL de solution mére de [*?°I]Nal ou de [2**At]NaAt sont placés dans un flacon de 1,5 mL. La réaction
est incubée a la température requise pendant 30 min. Un échantillon est ensuite dilué dans une

solution d’acétonitrile/eau 1/1 (0,05 % TFA) et est analysé par HPLC en phase inverse.
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11.2.2. Radiomarquage de I’acide 4-chlorobenzéne boronique 6

11.2.2.1. Radiomarquage a liode-125 et a I'astate-211 de [I'acide 4-
chlorobenzene boronique 6 en milieu organique

Une solution mére de [**°I]Nal est préparée par dilution de la solution commerciale dans le

I’eau dé-ionisée. La solution mére d’[>*!At]NaAt est préparée par addition d’un volume approprié d’une

solution de sulfite de sodium a 1 mg/mL. 70 uL de MeOH, 10 uL de 6 a 2,5 mM en MeOH et 10 pL de

Cu(OTf),pyra @ 100 mM en MeOH sont placés dans un flacon de 1,5 mL et 10 pL de la solution mére de

[*%°1]Nal ou de [?MAt]NaAt est ajoutée. Le flacon est ensuite laissé a 25 °C pendant 30 min. Un

échantillon est ensuite dilué dans une solution d’acétonitrile/eau 1/1 (0,05 % TFA) et est analysé par

HPLC en phase inverse.

11.2.2.2. Radiomarquage a liode-125 et a [I'astate-211 de [l'acide 4-
chlorobenzene boronique 6 en milieu aqueux

Une solution meére de [**°I]Nal est préparée par dilution de la solution commerciale dans le

I’eau dé-ionisée. La solution mére d’[*!!At]NaAt est préparée par addition d’un volume approprié d’une

solution de sulfite de sodium a 1 mg/mL. 75 pL de tampon Tris 0,5 M pH 6, 3 uL de 6 a 8,33 mM en

DMF, 8 uL de Cu(OTf),pyrs @ 125 mM en DMF et 4 uL de 1,10-phénantroline a 250 mM en DMF sont

placés dans un flacon de 1,5 mL et 10 pL de la solution mére de [**I]Nal ou de [*!At]NaAt est ajoutée.

Le flacon est ensuite laissé a 25 °C pendant 30 min. Un échantillon est ensuite dilué dans une solution

d’acétonitrile/eau 1/1 (0,05 % TFA) et est analysé par HPLC en phase inverse.

11.2.2.3. Exemples d’analyse HPLC de '%°|-radioiodation et de 2!'At-astatation de

I'acide 4-chlorobenzene boronique
Les produits de radiomarquages des précurseurs ont été identifiés par analyse HPLC en phase
inverse de la référence froide 1-chloro-4-iodobenzene. Comme l'astate et I'iode ont une polarité
similaire, la différence de temps de rétention entre le produit astaté et le produit iodé était faible. Les
réactions de radioiodation et astatation ont été analysées sur deux systemes HPLC avec la méme

configuration, ce qui explique la différence de temps de rétention entre les figures 53 et 54.
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Figure 53. Exemple d’analyse HPLC d’un radiomarquage de 6 avec la référence UV du produit froid A) ?*I-radioiodation de
6 ; B) analyse UV (254 nm) de la référence froide pour la radioiodation.
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Figure 54. Exemple d’analyse HPLC d’un radiomarquage de 6 avec la référence UV du produit froid A) 2*1At-astatation de 6 ;
B) analyse UV (254 nm) de la référence iodée froide pour I'astatation.

11.2.3. Radiomarquage des sels de biaryliodonium 41 et 42 pour le marquage du 9E7.4
en deux étapes

11.2.3.1. Radiomarquage a I'iode-125 du triflate de 3-
(succinimidyloxycarbonyl)phényl(2-thiényl)iodonium (42)

Le radiomarquage a l'iode du sel d’iodonium 42 a été fait suivant la méthode reportée par
Guérard et al*®. Une solution mére de [**°I]Nal est préparée par dilution de la solution commerciale
dans le I'eau dé-ionisée. 190 uL de 42 en ACN (2,5 mM) et 10 pL de [**°]Nal sont ajoutés dans un flacon
de 1,5 mL. Le flacon est scellé et mit a incuber 1 h a 100 °C. L’analyse HPLC d’un échantillon indique la
formation du [*?®I]SIB avec un RRC de 88 %. Le brut réactionnel est ensuite déposé directement sur
cartouche de silice Sep-Pak C18 Plus Long 820 mg (Waters). 45 mL d’'un mélange ACN/H,0 20/80 sont

passés, puis le [*2°1]SIB est récupéré par élution de 2 mL d’ACN. 10 mL d’H,0 sont ajoutés puis la
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solution est déposé sur une cartouche de silice Sep-Pak C18 Plus Light 130 mg, puis le [*?°I]SIB est
récupéré par élution de 600 pL d’ACN. Apres évaporation sous un léger flux d’azote, I'analyse HPLC

indique que le [1*°1]SIB final est obtenu avec une pureté radiochimique > 99 %.

11.2.3.2. Radiomarquage a I'astate-211 du triflate de 3-
(succinimidyloxycarbonyl)phényl(4-méthoxyphényl)iodonium (41)

Le radiomarquage a I'astate du sel d’iodonium 41 a été fait suivant la méthode reportée par
Guérard et al*®. Sur I'astate & sec est ajouté 10 uL d’ACN suivit de 10 pL d’une solution de DTT a
10 mg/mL. 180 uL de 41 en ACN (2,5 mM) sont ajoutés. Le flacon est scellé et mit a incuber 30 min a
60 °C. L’analyse HPLC d’un échantillon indique la formation du [*'*At]SAB avec un RRC de 94 %, les 6 %
restant étant de I'[*'!At]astatoanisole. Le brut réactionnel est ensuite déposé directement sur
cartouche de silice Sep-Pak C18 Plus Long 820 mg (Waters). 45 mL d’'un mélange ACN/H,0 20/80 sont
passés, puis le [21'At]SAB est récupéré par élution de 2 mL d’ACN. 10 mL d’H,0O sont ajoutés puis la
solution est déposé sur une cartouche de silice Sep-Pak C18 Plus Light 130 mg, puis le [*'*At]SAB est
récupéré par élution de 600 pL d’ACN. Apres évaporation sous un léger flux d’azote, I'analyse HPLC

indique que le [**!At]SAB final est obtenu avec une pureté radiochimique > 99 %.

II.3. Radiomarquage d’anticorps

11.3.1. Bioconjugaison de I'acide (3-(((2,5-dioxopyrrolidin-1-

yl)oxy)carbonyl)phényl)boronique (40) sur les anticorps

A une solution d’anticorps (anti-CD22 ou anti-CD138) a 5 mg/mL en tampon borate 0,3 M
(pH 8,6) est ajouté 50, 25 ou 10 équivalents de 40 dans le DMSO (25 pL). Le couplage est agité 100 min
a température ambiante, puis I’acide arylboronique 40 non conjugué est retiré par ultracentrifugation

avec un filtre de centrifugation 30 K (Merck) avec le tampon utilisé pour le radiomarquage.

11.3.2. Analyse LC-ESI-HRMS

Les anticorps sont conditionnés en PBS a une concentration de 200 pg/mL. Le dessalage et la
séparation des anticorps a été réalisée sur un systéeme H-Class UPLC (Waters Corporation, Milford) par
injection de 10 pL de solution sur une colonne Acquity® BEH300 C4 (2,1 mm x 50 mm, 1,7 um ; Waters)
chauffée a 60 °C. La phase mobile est composée de 5 % d’acétonitrile en solvant A et 100 %
d’acétonitrile en solvant B, chacune contenant 0,1 % d’acide formique. Le gradient d’élution du solvant
B dans le solvant A est réalisé sur 12 min avec un flow constant de 400 pl/min (de 0 a 8 min : le gradient
passe de 5 % a 95 % de solvant B, de 8 a 10 min : le solvant B reste constant a 95 %, de 10 a 12 min : le
solvant B passe de 95 % a 5 %). La détection des anticorps par spectrométrie de masse haute résolution

(HRMS) a été réalisée par un spectrometre de masse Synapt G2 HRMS Q-TOF équipé avec une interface
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Z-Spray pour une ionisation par électrospray (ESI, Waters). Le mode de résolution a été appliqué dans
un ratio masse sur charge (m/z) allant de 200 a 4000 avec une résolution de masse de 25 000 sur la
largeur totale et la moitié du maximum dans le mode d’ionisation positif. Les parameétres d’ionisations
étaient les suivants : la tension du capillaire était de 3 kV, la tension au céne de 30V, le débit de gaz
de désolvatation de 900 L/heure, la température de la source était a 120 °C, la température de
désolvatation était a 450 °C, le gas de désolvatation utilisé était le nitrogéne. Les données ont été
collectées dans le mode continuum a une vitesse de quatre spectres par secondes. Une solution
d’enképhaline leucine a 2 pg/mL en acétonitrile/eau (50/50 v/v) a été infusée a un débit constant dans
le canal de pulvérisation de verrouillage. Un spectre de 1 s a été obtenu toutes les 10 s et permettait
la correction de la masse pendant I'expérimentation. La masse moléculaire expérimentale des
molécules ont été déduites de leur différents états de charges obtenus par ESI en utilisant I'extension
MaxEnt 1 du logiciel MassLynx® (version 4.1, Waters). Une analyse typique utilisée pour la

détermination du nombre d’acide arylboronique par anticorps est donnée sur la figure 55.

Exemple d’une analyse LC-ESI-HRMS
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Figure 55. Analyse du 9E7.4 et du 9E7.4-AB par spectrométrie de masse. A) chromatogramme représentatif et spectre de
masse associé du 9E7.4, B-C) poids moléculaires calculés du 9E7.4 et du 9E7.4-AB par déconvolution (logiciel MaxEnt1,
Waters Corporation) du spectre de masse associé. Dans cet exemple, la différence de masse est de 484 g/mol, ce qui
correspond a 3,3 acides arylboroniques par anticorps.

11.3.3. Radiomarquage a I'iode-125 de I’anti-CD22-AB

Une solution mére de [**I]Nal est préparée par dilution de la solution commerciale dans le
I’eau dé-ionisée. A une solution d’anti-CD22-AB en tampon tris 0,5 M a pH 6 a une concentration de 6

mg/mL (40 pL) est ajouté 2,5 pL de Cu(OTf).pyrs en tampon tris 0,5 M pH 6 / DMF (1:1) a 200 mM, 2,5
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uL de 1,10-phénantroline en DMF a 200 mM et 5 uL de Na[*®I]I. Le marquage est agité 30 min a 25 °C.
Le rendement de radiomarquage est mesuré par élution d’un échantillon sur ITLC-SG (éluant : MeOH).
Le marquage est ensuite purifié sur PD-10 (éluant : PBS) pour obtenir I'anticorps radiomarqué avec

une pureté radiochimique > 99 % déterminée par ITLC-SG.

11.3.4. Radiomarquage a I'astate-211 de I’anti-CD22-AB

Une solution de Na[*'!At]At est préparée en ajoutant 10 uL d’acétonitrile et le méme volume
de Na,S0s; a 0,125 mg/mL sur I'astate sec. A une solution d’anti-CD22-AB en tampon tris 0,5 M a pH 6
a une concentration de 4,5 mg/mL (40 uL) est ajouté 2,5 uL de Cu(OTf).pyrs en tampon tris 0,5 M pH
6 / DMF (1:1) a 50 mM, 2,5 uL de 1,10-phénantroline en DMF a 50 mM et 5 pL de Na[*'!At]At. Le
marquage est agité 30 min a température ambiante. Le rendement de radiomarquage est mesuré par
élution d’un échantillon sur ITLC-SG (éluant: MeOH). Le marquage est ensuite purifié sur PD-10
(éluant : PBS) pour obtenir I'anticorps radiomarqué avec une pureté radiochimique > 99 % déterminée

par ITLC-SG.

11.3.5. Radiomarquage a lI'iode-125 du 9E7.4-AB

Une solution mére de [**°I]Nal est préparée par dilution de la solution commerciale dans le
I’eau dé-ionisée. A une solution de 9E7.4-AB en tampon tris 0,5 M a pH 6 a une concentration de
4,5 mg/mL (80 pL) est ajouté 5 L de Cu(OTf),pyrs en tampon tris 0,5 M pH 6 / DMF (1:1) a 100 mM, 5
uL de 1,10-phénantroline en DMF a 100 mM et 10 uL de Na[**®I]l. Le marquage est agité 30 min a
température ambiante. Le rendement de radiomarquage est mesuré par élution d’'un échantillon sur
ITLC-SG (éluant: MeOH). Le marquage est ensuite purifié sur PD-10 (éluant: PBS) pour obtenir

I"anticorps radiomarqué avec une pureté radiochimique > 99 % déterminée par ITLC-SG.

11.3.6. Radiomarquage a I'astate-211 du 9E7.4-AB

Une solution de Na[?!'At]At est préparée en ajoutant 20 uL de Na,SOs a 0,0625 mg/mL sur
|'astate sec. A une solution de 9E7.4-AB en tampon tris 0,5 M a pH 6 a une concentration de
2,57 mg/mL (70 pL) est ajouté 5 puL de Cu(OTf),pyrs en tampon tris 0,5 M pH 6 / DMF (1:1) a 50 mM, 5
uL de 1,10-phénantroline en DMF a 50 mM et 20 plL de Na[*'!At]At. Le marquage est agité 30 min a
température ambiante. Le rendement de radiomarquage est mesuré par élution d’'un échantillon sur
ITLC-SG (éluant : MeOH). Le marquage est ensuite purifié sur PD-10 ou sur Nap-5 (éluant : PBS) pour

obtenir I’anticorps radiomarqué avec une pureté radiochimique > 99 % déterminée par ITLC-SG.
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11.3.7. Radiomarquage a l'iode-125 et a I’astate-211 du 9E7.4 via la méthode en deux

étapes

La conjugaison du [*?''At]SAB ou du ['*°I]SIB est réalisée comme précédemment décrit par
Guérard et al*®®. Le [**'At]SAB ou le [**°I]SIB (obtenus & partir du sel de biaryliodonium 41 ou 42,
respectivement) a sec dans un flacon a fond conique est dissous dans du DMSO (10 pL) et le 9E7.4 est
ajouté (60 uL, 5 mg/mL en tampon borate 0,3 M, pH 8,6). Aprés 30 minutes d’incubation a 20 °C, le
rendement de couplage est déterminé par élution d’'un échantillon déposé sur ITLC-SG (MeOH en
éluant) et par intégration de la plaque en utilisant un scanner Cyclone Phosphorimager (Perkin Elmer).
Le rendement de conjugaison obtenu est de 71 % a I'iode-125 et de 46 % a |'astate-211. La purification
est réalisée par gel filtration sur une colonne Sephadex G-25 chargée avec une résine (PD-10, GE
healthcare) en utilisant du PBS comme éluant. L’anticorps radiomarqué est alors obtenu avec une
pureté radiochimique de 99 % pour le radiomarquage a I'iode et 97 % pour le radiomarquage a I'astate
(déterminé par ITLC-SG). L'immunoréactivité est préservée, avec 93 % obtenu a I'iode-125 et 81 %
obtenu a 'astate-211. La procédure compléte de radiomarquage comprenant la synthése du [*%1]SIB
ou du [**At]SAB, puis le couplage a I'anticorps a conduit a un RRC de 23 % a I'iode-125 et 20 % a

|’astate-211.
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lll. Immunoréactivités

Les fractions immunoréactives du [*?°1]9E7.4-AB et du [?*'At]9E7.4-AB ont été déterminées en
utilisant des billes magnétiques (Pierce, Thermo Scientific) greffées avec un peptide de 40 amino acides
produit par Genecust et reconnu par le 9E7.4, selon le protocole du fournisseur. 0,1 pmol de 9E7.4
radiomarqué est mis a incuber 15 min a température ambiante avec 10 pL de billes magnétiques
(10 mg/mL). Le surnageant contenant les anticorps non réactifs et les billes magnétiques sont
récupérées séparément en utilisant un rack magnétique et la radioactivité de chaque fraction est

mesurée au compteur gamma.
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V. Etudes in vivo

IV.1. Etudes de biodistributions

Des souris BALB/c femelles ont été achetée chez Janvier Labs et hébergées avec des conditions
conventionnelles a I'animalerie de I'unité expérimentale thérapeutique (SFR Frangois Bonamy, IRS-UN,
Université de Nantes, numéro de licence : B-44-278). Les souris avaient 8 semaines au moment de

I’expérience.

Des souris BALB/c ont été inoculées par voie sous-cutanée avec 2.10° cellules MOPC-315.
Lorsque la taille des tumeurs était suffisante, les animaux ont été divisés en 4 groupes qui ont recu
différents radioimmunoconjugués. Le groupe A a été traité avec le [**°1]9E7.4-AB (37 kBq/souris, 20 pg
dans 100 pL), le groupe B avec le [1%°1]9E7.4 radiomarqué via la méthode en deux étapes (37 kBg/souris,
20 pg dans 100 pL), le groupe C avec le [2**At]9E7.4-AB (1 MBq/souris, 20 pug dans 100 pL) et le groupe
D avec le [?'*At]9E7.4 radiomarqué via la méthode en deux étapes (1 MBg/souris, 20 pg dans 100 pL).
Les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale par groupes de 3 a 6 animaux a 5 différents temps
post-injection : 30 minutes, 1h30, 7 h, 14 h et 21 h. Les tissus sélectionnés (sang, peau, muscle, tumeur,
fémur, rate, estomac, intestins, reins, foie, cceur, poumons, os plat et cerveau) ont été disséqués,
pesés, et comptés sur un compteur-gamma calibré et normalisé. Pour chaque organe, le pourcentage
de dose injecté par gramme (%DI/g) a été calculé. Le cou (thyroide) n’a pas été pesé mais tout de
méme compté au compteur-gamma pour la détermination du pourcentage de dose injecté %DI. Aucun
agent bloquant n’a été utilisé afin d’utiliser I'activité accumulée dans certains organes (thyroide,

estomac, rate, poumons, reins et foie) comme des indicateurs d’astate libre.

IV.2. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sur le logiciel GraphPad Prism (version 8.00) Les
différences d’accumulation ont été testées pour estimer si elles étaient significatives en utilisant le test
de comparaisons multiples de Sidak. Une valeur de p en dessous de 0,05 était considérée comme

significative.
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V. Automatisation

Le module de synthése utilisé pour le radiomarquage automatisé du 9E7.4-AB est un Hot Box
lll, Scintomics Gmbh et est contr6lé par le logiciel Scintomics Control Centre. L’astate-211 en
chloroforme est introduit dans le flacon de réaction. Les réactifs de radiomarquage (9E7.4-AB,
Cu(OTf),pyrs, 1,10-phénantroline et Na,SOs) sont stockés dans des conteneurs scellés sur le module.

La colonne utilisée pour la purification de I'anticorps est une Hi-Trap (Sephadex G25, GE Healthcare).
Méthode du radiomarquage a I'astate du 9E7.4-AB sur le module de synthése :

L’astate en chloroforme est introduit dans le flacon de réaction. Le chloroforme est évaporé
de maniére automatisée par passage d’un flux d’azote. Le Na,SOs a la concentration voulue est ensuite
ajouté automatiquement via des valves a deux positions sur I'astate a sec grace a un flux d’azote
(50 mL/min). Aprés 30 s — 60 s de réaction, une solution contenant le 9E7.4-AB (2,4 mg/mL), le
Cu(OTf),pyra (3,33 mM) et la 1,10-phénantroline (3,33 mM) en tampon tris 0,5 M pH 6/DMF 90/10 est
ajouté automatiquement via des valves a deux positions grace a un flux d’azote (80 mL/min). La
réaction est laissée 30 minutes a 25 °C. Le marquage est ensuite introduit automatiquement sur la
colonne Hi-Trap a I'aide du distributeur. L’anticorps est ensuite purifié automatiquement en ajoutant
5 mL de PBS a l'aide du distributeur. Une sonde est placée en sortie de colonne pour détecter la

radioactivité.
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Exploration de nouvelles voies de radiomarquage avec l'astate-211 sous forme nucléophile :
application a la préparation de radioimmunoconjugués pour la thérapie alpha vectorisée des cancers

Mots clés : astate-211, iode-125, anticorps, acides arylboroniques, radiomarquage

Résumé : L'astate-211 est un radionucléide
prometteur pour la thérapie alpha vectorisée
des cancers. Cependant, les méthodes
actuelles de radiomarquage d’anticorps avec ce
radiohalogene présentent de nombreuses
limites telles que des rendements non-optimaux
ou l'utilisation de précurseurs toxiques, ce qui
complique son transfert en clinique. Afin de
proposer des alternatives plus viables,
I'exploration de nouvelles classes de
précurseurs permettant le radiomarquage avec
lastate-211 et Tliode-125 sous forme
nucléophile a été menée. Dans un premier
temps, la synthése de composés modeéles pour
chacune de ces classes et leur comparaison en
termes d’efficacité a été réalisée afin d’'identifier
les plus adaptées pour le radiomarquage avec
ces deux radionucléides.

Dans une deuxiéme partie, la faisabilité d'un
radiomarquage d’anticorps a l'astate-211 et a
llode-125 en une seule étape, utilisant les
acides arylboroniques, a été investiguée. Dans
un premier temps, I'étude de réactivité sur un
composé modele simple a été effectuée afin
d’identifier des conditions efficaces en milieu
aqueux et a basse température avant de
transférer cette approche a un anticorps anti-
CD138 d'intérét pour le ciblage du myélome
multiple. Le nouveau procédé ainsi développé
surpasse les autres méthodes rapportées dans
la littérature et a été validé par des études
précliniques de biodistributions. Cette nouvelle
méthode de radiomarquage devrait faciliter le
passage de [lastate-211 en clinique et
permettre le développement d’outils
théranostiques basés sur la paire astate/iode.

Exploration of new radiolabelling pathways with nucleophilic astatine-211: application to the

preparation of radioimmunoconjugates for targeted alpha therapy of cancers

Keywords: astatine-211, iodine-125, antibody, arylboronic acids, radiolabelling

Abstract: Astatine-211  is a promising
radionuclide for targeted alpha therapy of
cancers. However, current approaches to bind
this radiohalogen to an antibody exhibit
limitations such as suboptimal radiochemical
yields or the use of toxic precursors, which
complicates its clinical transfer. In order to find
better alternatives, we explored new classes of
precursors, which allow the radiolabelling with
astatine-211 and iodine-125 in their nucleophilic
form. First, the synthesis of model compounds
for each class and the comparison of their
efficiency were performed to identify the most
promising ones for the radiolabelling with both
radionuclides.

In a second part, the feasibility of the one-step
radiolabelling of antibodies with astatine-211
and iodine-125 using arylboronic acids has
been investigated. First, the study on a model
compound was conducted in order to identify
efficient conditions in aqueous medium and at
low temperature before transfering this
approach to an anti-CD138 antibody of interest
for targeting multiple myeloma. The new
process developped outperforms others
methods reported in the litterature and has
been validated in preclinical biodistribution
studies. This new radiolabelling method will
ease the clinical transfer of astatine-211 as
well as the development of theranostic tools
based on the astatine/iodine pair.



