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NOTATIONS	  ET	  ABRÉVIATIONS	  

Asp : Acide aspartique 
BSA : Bovine Serum Albumin 
CE : Capture Électronique 
COSY : COrrelation SpectroscopY 
CPK : Coray, Pauling, Koltun 
Cys : Cystéine 
DCC : DicyClohexylCarbodiimide 
DIPEA : N,N-diisopropylethylamine 
DMF : Dimethylformamide 
DMSO : 4-Dimethylsulfoxyde 
DOTA : 2,2',2'',2'''-(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetrayl)tetraacetic acid 
DTPA : Diethylenetriaminepentaacetic acid 
EDCI : 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 
EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor 
ESI : Electrospray Ionization 
FDG : Fluorodéoxyglucose 
FITC : FluoresceinIsoThioCyanate 
FPLC : Fast Protein Liquid Chromatography 
Glu : Acide glutamique 
HER : Human Epidermal growth factor Receptor 
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NCS : isothiocyanate 
NHS : N-hydroxysuccinimide 
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AVANT	  PROPOS	  

En 1895, la découverte de la radiographie par rayons X a constitué le premier pas de l’imagerie 
médicale. Depuis, de nouvelles techniques plus précises, plus informatives, ou simplement 
complémentaires ont vu le jour, permettant au corps médical d’explorer et de mieux comprendre le 
corps humain. Si la médecine permet aujourd’hui un diagnostic précis des différentes maladies, elle 
le doit pour une grande part aux avancées réalisées dans le domaine des mathématiques et de la 
physique, mais également en chimie. En effet, là où les mathématiques et la physique apportent 
généralement la technologie permettant la différentiation de tissus (imagerie structurelle ou 
anatomique), la chimie permet d’apporter, notamment par l’utilisation d’agents de contraste ou de 
sondes imageantes, une meilleure visualisation voire un ciblage de pathologies caractéristiques 
d’une maladie (imagerie fonctionnelle). L’imagerie médicale, avec 5 milliards d’examens à travers 
le monde chaque année (70 millions en France), est cependant loin d’avoir atteint ses limites. 

 
Les progrès technologiques d’aujourd’hui sont appelés à devenir les techniques de demain. 

Dans ce contexte, il est important de développer des outils adaptés à une médecine de plus en plus 
personnalisée. L’imagerie moléculaire entre sans aucun doute dans cette catégorie d’imagerie 
optimisée pour les patients présentant des pathologies bien définies. Bien plus qu’un outil d’aide au 
diagnostic, l’imagerie moléculaire permet également la validation de traitements et le suivi 
thérapeutique des patients. Dans de nombreux domaines, comme la cancérologie ou la cardiologie, 
l’imagerie nucléaire constitue une technique de choix pour la détection de pathologies précises. 
L’administration d’une substance faiblement radioactive couplée à un vecteur biologique permet en 
effet de cibler précisément une zone cancéreuse. 

 
Si certains de ces traceurs sont largement utilisés et approuvés, de nombreuses améliorations 

peuvent encore être apportées dans la conception de ces molécules. En effet, l’utilisation 
d’anticorps permet aujourd’hui un ciblage bien plus spécifique des zones d’intérêt, mais l’ajout d’un 
élément radioactif reste une étape délicate dont la maîtrise est encore un défi. Il est crucial de 
conserver le caractère spécifique de la molécule vectrice utilisée. De plus, une bonne connaissance 
des propriétés physicochimiques du radioélément est nécessaire afin de prévenir tout risque 
d’irradiation non contrôlée. Ce travail de thèse qui s’inscrit dans le cadre du projet d’imagerie 
préclinique Pharm’image®, porte notamment sur la conception et la mise en œuvre de nouveaux 
traceurs pour l’imagerie radioisotopique vectorisée. Le développement et l’utilisation d’agents 
multimodaux monomoléculaires pour l’imagerie nucléaire et l’imagerie optique seront également 
abordés dans ce manuscrit. 



 

 

 



 

 

 

Chapitre	  I	  :	  

Introduction	  
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I. Introduction 

Depuis la découverte des rayons X par W. Röntgen en 1895, le domaine de l’imagerie médicale 
n’a eu de cesse de se développer, apportant aux médecins quantité d’informations pour la 
compréhension du corps humain et des processus biologiques qui y sont liés. Aujourd’hui, 
l’imagerie médicale est avant tout un outil de diagnostic, permettant de pronostiquer différentes 
pathologies conduisant ainsi à la prescription d’un traitement adapté. Elle est également de plus en 
plus sollicitée dans le domaine de la recherche médicale clinique ou préclinique afin de comprendre 
certains phénomènes physiopathologiques, ou encore pour le suivi de traitements. 

 
On distingue deux types d’imageries médicales : l’imagerie structurelle (ou anatomique) 

permet d’obtenir des informations sur l’anatomie des organes (taille, volume, localisation, forme 
d’une éventuelle lésion, etc.), tandis que l’imagerie fonctionnelle nous informe sur leur 
fonctionnement (physiologie, métabolisme, etc.). Les nouvelles techniques d’imagerie fonctionnelle 
permettent par exemple de relier une région du cerveau à une activité ou une sensation précise, ou 
encore d’explorer le fonctionnement de processus physiologiques à l’échelle moléculaire. Ce 
dernier exemple ouvre la porte à un type d’imagerie émergent appelé imagerie moléculaire, qui 
consiste en l’étude de processus biologiques à l’échelle cellulaire ou subcellulaire chez des sujets 
vivants. L’imagerie moléculaire est susceptible entre autres d’accélérer le développement de 
nouvelles molécules thérapeutiques grâce à des tests précliniques et cliniques. 
 

Ce chapitre présentera tout d’abord les différentes techniques d’imagerie médicale, en prenant 
soin de développer leurs avantages et leurs inconvénients. Il s’intéressera plus précisément à leur 
potentiel pour l’imagerie moléculaire. Notre objectif nous a conduit à détailler plus particulièrement  
l’imagerie nucléaire. 

 
Nous verrons que cette technique nécessite l’utilisation d’une molécule émettrice d’un signal à 

l’intérieur d’un tissu ou d’une cellule exprimant une cible d’intérêt (notion de marquage). Ainsi, ce 
chapitre se focalisera plus particulièrement sur la notion de vectorisation de marqueurs radioactifs 
en imagerie nucléaire par l’intermédiaire d’un agent dit chélatant bifonctionnel, en prenant soin de 
présenter quelques exemples d’applications. Certains points de cette introduction seront analysés et 
présentés plus finement dans les chapitres appropriés. 

I.1 Un aperçu des différentes techniques d’imagerie médicale 

Les techniques d’imagerie médicale sont dites non invasives lorsqu’elles n’engendrent aucune 
lésion (biopsie, endoscopie…). Le principe de tous ces systèmes repose sur l’utilisation d’un 
rayonnement électromagnétique interagissant avec la matière afin de fournir les informations 
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désirées. La radiographie s’appuie sur l’utilisation des rayons X, l’échographie fait appel aux 
ultrasons, l’imagerie optique utilise des radiations électromagnétiques situées dans les domaines du 
visible et du proche infra-rouge, tandis que les techniques de scintigraphie sont basées sur la 
détection de rayonnement gamma. 

I.1.1 Les rayons X et la tomodensitométrie 

La radiographie par rayons X découverte en 1895 par W. Röntgen est considérée comme la 
plus ancienne technique d’imagerie médicale, et valut au physicien allemand le prix Nobel de 
physique en 1901. Cette technique est basée sur la différence d’atténuation des photons X par les 
tissus biologiques et fournit essentiellement des informations d’ordre anatomique. La radiographie 
X reste la technique d’imagerie anatomique la plus utilisée. 

 
La tomodensitométrie (TDM) ou scanner (CT) a été une véritable révolution dans l’usage des 

rayons X. Cette technique a tiré profit des avancées technologiques (informatique, capteurs) pour 
fournir des informations plus précises. En effet, elle permet une reconstruction en 2D ou 3D des 
structures anatomiques, tout en générant des images mieux contrastées (Figure I-1). L’utilisation 
d’agents de contraste iodés peut être envisagée, notamment dans le domaine de l’angiographie 
(angioscanner, scanner coronaire, etc.). La TDM induit cependant une forte exposition aux rayons 
X, et chaque indication d'examen doit donc être soigneusement pesée suivant le bénéfice attendu. 

 

 

Figure I-1 : Comparaison d'un cliché radiographique (gauche) et d'une coupe coronale 
tomodensitométrique (droite). 
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I.1.2 L’échographie 

L’échographie est l’une des techniques d’imagerie les plus couramment utilisées en clinique. 
Cette modalité, basée sur l’émission et la réception d’un signal ultrasonore, permet essentiellement 
de visualiser les tissus, mais peut également être utilisée en imagerie fonctionnelle pour la mesure 
de vélocités sanguines. Bien que la qualité de l’image soit très dépendante du manipulateur, 
l’échographie présente de nombreux avantages, tels que sa simplicité et sa rapidité d’utilisation, 
mais surtout son innocuité totale (absence de radiations ionisantes) pour le patient.1 Ainsi, 
l’imagerie par ultrasons reste la technique de choix lors d’examens de grossesse, mais joue 
également un rôle non négligeable pour la validation de traitements ou le suivi de thérapie.2,3 

I.1.3 L’imagerie optique 

L’imagerie optique repose sur la détection de rayonnements non ionisants dans le domaine du 
visible et de l’infra-rouge (400 - 1500 nm) et son utilisation en milieu clinique se limite à la 
détection d’une coloration de la peau, de la langue, ou des yeux à un niveau macroscopique. De 
nombreuses techniques d’imagerie optique existent, notamment la bioluminescence, la 
phosphorescence, ou encore la fluorescence. Les techniques optiques offrent la possibilité d'un suivi 
en temps réel de processus biologiques au sein d’un organisme vivant de façon non invasive. Cette 
modalité fait partie des plus sensibles (jusqu’à ∼10-15 M) et des moins coûteuses pour imager avec 
une très bonne résolution des cellules ou des tissus sur le petit animal.4 Elle présente 
malheureusement quelques limitations, telles qu’une faible profondeur de pénétration du 
rayonnement d’excitation, ainsi qu’une autofluorescence des tissus dans le domaine du visible, 
conduisant à des rapports signal sur bruit très faibles. Cependant, l’imagerie optique, notamment par 
fluorescence, connaît un fort développement dans le domaine de l’imagerie préclinique, bien 
entendu pour des études in vitro mais également de plus en plus pour l’imagerie in vivo du petit 
animal. En effet, le développement de nouveaux appareils plus sensibles, ainsi que la synthèse de 
nouvelles sondes fluorescentes émettant dans le proche IR ont permis l’obtention d’images de très 
bonne résolution mettant en évidence des phénomènes physiopathologiques de première 
importance.5,6 

I.1.4 L’Imagerie par Résonance Magnétique 

Tout comme le scanner X, l’Imagerie par Résonance Magnétique est une technique 
tomographique, mais n’utilise pas de rayonnement ionisant. Le principe de la résonance magnétique 
est basé sur le phénomène de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) découvert par F. Bloch et E. 
M. Purcell en 1946. Depuis l’acquisition des premières images par résonance magnétique nucléaire 
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en 1973, l’IRM est devenue une technique majeure de l’imagerie médicale, en témoignent les 
quelques 60 millions d’examens cliniques réalisés chaque année dans le monde. 

 
L’IRM, contrairement aux techniques d’imagerie optique ou nucléaire, est relativement peu 

sensible (10-3 - 10-4 M). Les examens IRM s’appuient sur les propriétés magnétiques des noyaux 
d’hydrogène (protons) des molécules d’eau, du fait de l’abondance de l’eau dans les tissus 
biologiques. L’application d’un champ magnétique statique extérieur (champ de 0,5 à 3 T 
couramment utilisé en milieu hospitalier) permet d’observer les protons des molécules d’eau 
présentes dans l’organisme. De ce fait, l'intensité de l’image varie selon l’abondance (ou la densité 
locale) des molécules d’eau. Ainsi, dans son utilisation la plus basique, l’IRM fournit des 
informations anatomiques du corps humain. La polyvalence et l’unicité de l’IRM proviennent du 
fait que les propriétés RMN du proton varient en fonction de son microenvironnement 
physicochimique, et que l’IRM peut être adaptée afin d’exploiter ces propriétés et obtenir des 
informations physiopathologiques. Par exemple, un processus lésionnel aigu s’accompagne 
généralement de phénomènes inflammatoires entraînant une augmentation de la concentration en 
eau dans ces tissus, et sera aisément détectable en IRM. 

 
Comme nous l’avons dit précédemment, et malgré une résolution spatiale excellente, l’IRM est 

une technique peu sensible, et il est souvent nécessaire de réaliser une acquisition longue (environ 
20 min) afin d’obtenir une image interprétable. Pour accroitre le contraste entre les tissus, une des 
solutions mise en œuvre consiste à administrer au patient un agent de contraste afin de mieux 
visualiser les zones d’intérêt. L’efficacité de l’agent de contraste est définie par sa relaxivité, c’est-
à-dire sa capacité à accélérer les vitesses de relaxation des molécules d’eau dans son entourage. De 
nos jours, 30 à 40 % des images sont enregistrées après injection d’un agent de contraste, et il est 
indéniable que le développement de ces derniers a largement contribué aux avancées spectaculaires 
de l’IRM ces dernières années. Depuis les premiers agents introduits en 1988 aux Etats-Unis et en 
France, plusieurs millions de doses ont été vendues à travers le monde.  

 
De nombreux agents de contraste ont été développés ces dernières années, et plusieurs sont 

actuellement commercialisés (agents extracellulaires et intracellulaires). Les agents de contraste 
actuels sont à 95 % à base de chélates de gadolinium Gd(III), élément hautement paramagnétique 
capable de réduire les temps de relaxation des protons des molécules d’eau avoisinantes avec une 
grande efficacité.7-9 Ces agents dits de première génération permettent d’améliorer nettement le 
diagnostic médical. Le gadolinium étant très toxique sous sa forme libre, il doit être injecté sous 
forme de complexe stable et inerte dans l’organisme. Allier efficacité et innocuité de l’agent de 
contraste est donc un enjeu de premier ordre lors du développement de telles molécules. La Figure 
I-2 représente deux clichés IRM du cerveau d’un patient sans et avec agent de contraste 
(respectivement cliché de gauche et de droite). La tumeur située au milieu de l’hémisphère droit est 
clairement observée grâce à une prise de contraste “positive” après injection d’un agent de contraste 
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à base de gadolinium. Notons que des agents de contraste superparamagnétiques dits “négatifs” 
constitués de nanoparticules d’oxyde de fer (SPIO, USPIO) sont également utilisés.10 

 

 

Figure I-2 : Exemple de clichés IRM avant (gauche) et après (droite) injection d'un agent de 
contraste à base de gadolinium.11 

Les efforts se sont donc portés ces dernières années sur l’amélioration des performances des 
agents de contraste en optimisant les propriétés de relaxation du complexe de gadolinium (“design” 
du ligand, contrôle des paramètres influant sur la relaxivité…).12 Le développement de nouveaux 
systèmes de type nanoparticules13 ou dendrimères14,15 composés de plusieurs chélates de gadolinium, 
permet d’augmenter la sensibilité. 

 
De nouvelles familles d’agents de contraste dits bioactivables ou “intelligents” sont 

actuellement développées. Le signal émis est alors directement influencé par leur environnement 
(réponse magnétique spécifique à l’évènement moléculaire visé). Ces agents, activés par une 
enzyme, un cation métallique (ex : Ca2+) ou une variation de pH, devraient permettre la mise en 
évidence et la localisation de cellules cancéreuses.12 

I.1.5 L’imagerie nucléaire  

L’imagerie nucléaire consiste en l’injection dans l’organisme d’un composé (biomolécule, 
médicament, etc.) faiblement radioactif dont la localisation est par la suite déterminée par un 
système de détection approprié selon la nature du rayonnement émis. Son champ d’action est 
principalement focalisé sur le suivi de molécules ciblants des processus biologiques, avec des 
applications dans tous les domaines de la médecine (oncologie, neurologie, cardiologie, etc.). Les 
différents types d’imagerie nucléaire sont tous basés sur le principe de la scintigraphie et reposent 
par conséquent sur la détection de rayonnements gamma émis par un radionucléide. L’énergie du 
rayonnement doit en outre être comprise entre 80 et 500 keV afin d’être détectable par une 
gammacaméra. 
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I.1.5.1 Principes de détection 

I.1.5.1.1 Quatre modes d’émission gamma 

Comme énoncé précédemment, l’utilisation d’un radionucléide émetteur gamma est un 
prérequis indispensable pour l’imagerie nucléaire. Cependant, le radionucléide n’est pas 
nécessairement un émetteur gamma pur. On distingue ainsi quatre types de désintégrations 
conduisant à l’émission de photons gamma : 

 
⇒ Émission γ pur : ces radioéléments décroissent en un atome plus stable en libérant de 

l’énergie sous forme d’un photon gamma suivant la formule : 

 

Z
A X *→Z

A X + γ . Par 
exemple, le technétium-99m décroit en technétium-99 par émission d’un photon gamma 
de 140 keV. 

 
⇒ Capture électronique (CE) : un électron d’une orbitale proche du noyau est capturé par 

un proton pour former un neutron. Le noyau ainsi formé se trouve dans un état excité et 
retourne à l’état fondamental par une émission gamma. On peut dans ce cas appliquer la 
formule : 

 

e−+Z
AX→Z −1

A Y +ν + γ , où ν est un neutrino. L’indium-111 décroit en 
cadmium-111 par capture électronique. La capture électronique entraine généralement 
l’émission de rayons X et/ou d’électrons Auger par réarrangement du cortège 
électronique. 

 
⇒ Émission β+ : il est possible de produire des radioisotopes possédant un défaut de 

neutron(s) par rapport au noyau stable correspondant. Dans ce cas, un proton d’un 
noyau instable se transforme en neutron et émet simultanément un positon β+ selon 
l’équation : 

 

Z
A X→Z −1

A Y + β+ +ν . Cette émission de particule β+ peut s’accompagner 
d’une émission γ plus ou moins énergétique suivant le radionucléide considéré. Le 
positon, après avoir effectué un parcours de 0,5 à 5 mm dans les tissus biologiques, 
s’annihile en rencontrant un électron de la matière environnante. Cette annihilation 
conduit à l’émission de deux photons de 511 keV chacun dans des directions 
diamétralement opposées. Ainsi, le gallium-68 décroit en zinc-68 par une émission β+. 

 
⇒ Émission β- : dans certains cas, un neutron du noyau instable est converti en proton, 

provoquant l’émission d’un électron afin de retrouver un état stable. Cette réaction 
appelée désintégration β- peut se résumer selon la formule : 

 

Z
A X→Z −1

A Y + e− +ν , oùν est 
un antineutrino. Tout comme la désintégration β+, cette émission d’électron peut 
s’accompagner d’une émission γ pouvant être détectée en scintigraphie. Les émetteurs 
β- doivent néanmoins être utilisés avec précaution, car leur énergie est entièrement  
dissipée dans les tissus biologiques et sont plus irradiant. Ils ne trouvent d’ailleurs une 
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application qu’en radiothérapie métabolique. L’émission γ pourra alors être utilisée à 
des fins de suivi de traitement. Le lutétium-177 est ainsi utilisé du fait de son émission 
β- à 498 keV, et émet également des photons γ à 208 et 113 keV pour décroitre en 
hafnium-177. 

I.1.5.1.2 La gammacaméra 

La technique de la scintigraphie repose sur la détection du rayonnement γ émis par le 
radionucléide. Le photon γ une fois émis, s’il n’est pas absorbé par le tissu biologique, parvient au 
niveau d’un détecteur situé au dessus du patient. Le problème technique qui se pose de prime abord 
est de pouvoir détecter le photon γ. En effet, ce photon est très énergétique, et les techniques 
utilisées (photomultiplicateurs, photodiodes) pour les photons visibles ou UV ne sont pas 
applicables. Pour cela, on utilise un cristal scintillateur permettant de convertir un rayonnement 
ionisant en signal lumineux ou UV. 

 
En scintigraphie, ces dispositifs sont majoritairement des monocristaux de NaI ou de CsI dopés 

au thallium. L’arrivée d’un photon γ sur le cristal entraine un phénomène de fluorescence. Le cristal 
est excité et retourne à l’état fondamental en émettant des photons UV ou visible. En théorie, le 
nombre de photon émis est proportionnel à l’énergie du photon γ incident, mais des pertes 
énergétiques peuvent survenir dans la pratique. Le cristal est couplé à des photomultiplicateurs afin 
d’amplifier le signal, car la scintillation ne produit que quelques milliers de photons UV. La 
localisation de la scintillation se fait ensuite par une lecture électronique qui consiste à comparer les 
différents signaux parvenus aux différents photomultiplicateurs et à rechercher le “barycentre” 
lumineux. Finalement, en sommant les différents signaux on obtient l’énergie émise par la 
scintillation. 

 
Un des défis majeurs de la scintigraphie est de pouvoir localiser la source de l’émission. En 

effet, le système cristal - photomultiplicateurs ne permet pas de discriminer la direction des photons, 
ce qui conduit à une incertitude sur la position de l’émetteur. La solution consiste à interposer entre 
le patient et le cristal un collimateur. Celui-ci consiste en une série de séparations (les septas) dont 
le rôle est de sélectionner uniquement les photons arrivant face au cristal. Cela permet de lever une 
ambiguïté sur le positionnement de la source d’émission. 

Il existe une autre source d’incertitude dans le processus de localisation de l’émetteur. En effet, 
lorsque les photons γ sont émis à l’intérieur du corps, ils rencontrent des obstacles sur leur 
trajectoire. Notamment, ils peuvent interagir dans le corps par effet Compton, et cet effet pourrait 
avoir pour conséquence une mauvaise localisation du point d’émission. Pour pallier cet 
inconvénient, on a recours à des mesures d’énergie. En effet, les photons Compton ont une énergie 
plus faible que les photons incidents. La gammacaméra mesure donc l’énergie reçue et “rejette le 
point” si elle est différente de celle attendue (par exemple 140 keV pour le technétium-99m). La 
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Figure I-3 représente les deux phénomènes précités : le principe de la collimation (gauche), et la 
diffusion non linéaire du rayonnement (droite). 

 

Figure I-3 : À gauche, les septas bloquent les rayonnements dont la direction n'est pas 
perpendiculaire au cristal. À droite, les trajets bleus représentent les trajectoires rejetées du fait 

d’une énergie trop faible.16 

I.1.5.1.3 Sélection des radioisotopes  

Le radioisotope ou marqueur est un atome radioactif possédant les mêmes propriétés 
physicochimiques que l’atome stable dont il est l’isotope. Ainsi, il possède la même biodistribution 
que son analogue “froid”, et peut être détecté grâce au rayonnement qu’il émet. Ce marqueur 
radioactif est dans la plupart des cas intégré à un vecteur permettant de véhiculer le radionucléide 
vers une région d’intérêt. L’ensemble marqueur–vecteur est appelé radiotraceur ou 
radiopharmaceutique. Néanmoins, tous les radioisotopes ne peuvent être utilisés en scintigraphie. Ils 
sont principalement sélectionnés suivant leurs caractéristiques physiques et plusieurs paramètres 
sont alors à prendre en compte :  

 
- l’énergie des photons émis : en scintigraphie, l’énergie des rayons gamma émis peut varier de 

80 à 500 keV suivant le type d’appareil utilisé (80 à 300 keV pour la TEMP, 511 keV pour la TEP). 
Des photons de plus faible énergie seraient trop atténués par les tissus, alors qu’une énergie trop 
importante rendrait le traitement des données plus difficile et conduirait à des images de moindre 
qualité. 

 
- la période : elle correspond à la durée au bout de laquelle l’activité spécifique du 

radioélément est diminuée de moitié. elle doit être adaptée à l’exploration pratiquée, soit 
suffisamment longue pour permettre une fixation maximale du radiotraceur (et donc obtenir des 
images de qualité optimale), tout en étant suffisamment brève pour limiter l’irradiation du patient.  
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- mode de production, coût et disponibilité : le facteur financier et la praticité prennent une 
importance majeure dans le choix des radiométaux. Les isotopes issus d’un cyclotron doivent être 
produits directement sur site à l'hôpital pour les radioisotopes à période très courte, ou, quand la 
durée de vie le permet, acheminés très rapidement à partir d'un centre régional. Une production par 
générateur est beaucoup plus avantageuse de par son prix de revient et sa facilité à être utilisé 
directement sur site.  

I.1.5.2 La Tomographie par Émission MonoPhotonique (TEMP) 

I.1.5.2.1 Principe 

La TEMP (ou SPECT pour Single Photon Emission Computed Tomography) utilise une, deux 
ou trois têtes de détection en rotation autour du patient. Le fonctionnement de chacune de ces têtes 
est parfaitement identique à celui de celles utilisées en scintigraphie planaire. L’apport de la TEMP 
est l’acquisition en 3D. L’acquisition volumique est apportée par la rotation des caméras. L’image 
nécessite par la suite une reconstruction tomographique informatisée (Figure I-4). 

 

 

Figure I-4 : Principe de la caméra SPECT. Acquisition des projections à différents angles.17 

La TEMP repose sur le principe de la tomographie par émission (par opposition à la 
tomodensitométrie où il s’agit de tomographie par transmission). La rotation permet d’acquérir 
plusieurs projections puis de reconstruire le volume. Plus le nombre d’angles est grand, meilleure 
sera la reconstruction. Afin de pouvoir localiser une source d’émission en 3D, il est nécessaire de 
prendre en compte le fait que le flux de photons reçu au niveau du détecteur dépend de la quantité 
de tissu traversée. De ce fait, il faut pouvoir corriger cette atténuation. En TEMP, une solution 
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consiste à placer une source γ externe au patient et à réaliser l’acquisition de cette source en 
rotation. L’informatique permet ensuite d’appliquer une correction à l’image. Si la TEMP souffre 
d’une faible résolution spatiale (8-12 mm en clinique) malgré de nets progrès dans le 
développement des caméras, elle reste une modalité incontournable du fait de sa grande sensibilité 
(10-11-10-12 M) et du grand choix de marqueurs disponibles. 

I.1.5.2.2 Les radiopharmaceutiques en TEMP 

Les radionucléides utilisés en TEMP ont des énergies d’émission γ situées entre 100 et 300 
keV. En effet, la plupart des gammacaméras TEMP sont réglées pour avoir une détection optimale à 
140 keV, la raie d’émission du technétium-99m. Le Tableau I-1 regroupe les radionucléides 
métalliques les plus utilisés en imagerie TEMP. 

 
Radiations Radionucléides T½ 

Type Énergie Abondance (%) 

Méthode de 

production 

67Ga 78,2 h γ 

93 keV 

185 keV 

300 keV 

35,7 

19,7 

16,0 

cyclotron 

99mTc 6 h γ 140 keV 89,1 générateur 

111In 67,3 h γ 
171 keV 

245 keV 

94,1 

90,7 
cyclotron 

177Lu 159,5 h 

β- 

γ 

498 keV 

208 keV 

112 keV 

79,4 

10,4 

6,2 

cyclotron 

201Tl 72,9 h γ 
167 keV 

135 keV 

10,0 

2,6 
cyclotron 

Tableau I-1 : Principaux radionucléides métalliques utilisés en TEMP. 

La majorité des radionucléides utilisés en TEMP sont des radioisotopes métalliques. Ainsi, la 
radiochimie pour l’imagerie TEMP s’est largement développée autour du technétium-99m du fait de 
son faible coût de production, de sa facilité d’obtention et de son émission γ pure à 140 keV. Le 
technétium-99m est produit à l’aide d’un générateur par décroissance du molybdène-99. Le 
générateur est une simple colonne d’alumine sur laquelle est adsorbé le molybdène-99. Le 
technétium-99m est récupéré par élution avec une solution saline, le molybdène-99 restant accroché 
à la colonne. Le technétium-99m se trouve dans un état métastable et présente donc l’avantage 
d’émettre exclusivement des photons γ, sans que cette émission soit accompagnée de rayons X ou 
d’électrons Auger. La transition du technétium-99m en technétium-99 s’accompagne d’une 
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émission γ à une énergie de 140 keV qui offre un rendement de scintillation quasi optimal tout en 
évitant une irradiation trop importante du patient. Après élution, le radioélément est obtenu sous 
forme de pertechnétate de sodium (NaTcO4) à l’état d’oxydation +VII. 

 
Comme tout radionucléide, le technétium-99m doit être incorporé à une molécule 

biologiquement active avant l’administration au patient, le tout constituant un traceur radioactif. 
Ainsi, le technétium peut être injectée sous forme de complexe cationique pour l’étude de la 
perfusion myocardique ([99mTc]MIBI et [99mTc]tetrofosmin).18,19 Un grand nombre de complexes 
technétiés sont utilisés en imagerie fonctionnelle cérébrale ([99mTc]HMPAO, [99mTc]ECD, etc.),20-22 
et de nouveaux motifs peptidiques23-25 ou protéiques26,27 font l’objet de marquage au technétium via 
des précurseurs 99mTc(CO)3. La Figure I-5 présente quelques exemples de complexes technétiés 
utilisés en TEMP. Cependant, malgré de nombreux avantages, le marquage au technétium peut 
souffrir de quelques inconvénients, notamment lors d’études à long terme, à cause de sa courte 
période. Il est également difficile de marquer une protéine sur une position spécifique, du fait de la 
stabilité relativement faible de ces radiochélates de technétium. 

 

 

Figure I-5 : Exemples de complexes de 99mTc utilisés en TEMP. 

L’indium-111 est un autre radionucléide couramment utilisé en TEMP. Sa double émission de 
photons γ (171 et 245 keV) par capture électronique et sa période de 2,8 jours en font un 
radioisotope particulièrement adapté pour l’étude de processus biologiques lents. L’indium est un 
cation métallique trivalent et nécessite donc, tout comme le technétium, une chélation appropriée. Il 
se coordine préférentiellement à des atomes donneurs durs, tels que l’azote ou l’oxygène. Ainsi, 
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l’oxinate d’indium est utilisé pour le marquage in vitro des éléments figurés du sang (globules 
blancs, globules rouges et plaquettes), administrés ensuite par voie intraveineuse pour différents 
examens scintigraphiques et pour des mesures d'échantillons sanguins. Les polyaminocarboxylates 
sont des agents chélatants ayant une très forte affinité vis-à-vis de l’indium-111, et on préfère donc 
utiliser des dérivés du DTPA (Acide diéthylènetriaminepentaacétique) ou du DOTA (1,4,7,10-
Tétraazacyclododécane) pour le marquage de peptides ou de protéines. Par exemple, les analogues 
de la somatostatine de type Octréotide ont été marqués à l’indium-111 pour la détection de tumeurs 
neuroendocrines via un motif DTPA ou DOTA.28,29 

L’indium, contrairement au technétium, est disponible sous forme “froide”, c’est à dire non 
radioactif. Il est donc possible de synthétiser et d’étudier de nouveaux agents chélatants capables de 
se lier à l’indium pour former un complexe stable. Cet aspect sera discuté plus en détail dans le 
paragraphe I.3. 

I.1.5.3 La Tomographie par Émission de Positon (TEP) 

I.1.5.3.1 Principe 

La TEP (ou PET en anglais pour Positron Emission Tomography) est sensible aux émetteurs de 
positons β+, dont l’annihilation avec un électron produit deux photons d’énergie égale à 511 keV. 
Tout comme la TEMP, la TEP permet une reconstruction en 3D du corps du patient, mais le 
principe de détection n’est pas exactement identique. Comme il a été énoncé précédemment, 
l’annihilation d’un positon β+ avec un électron β- génère une émission de deux photons γ dans des 
directions diamétralement opposées. La TEP tire profit de cette caractéristique, et les deux 
rayonnements sont dans ce cas détectés simultanément par une couronne de scintillateurs permettant 
de localiser précisément l’origine de l'émission. Ce principe de détection dit en coïncidence permet 
d'identifier la ligne sur laquelle se trouve la source d'émission des photons γ. Un système 
informatique permet ensuite de reconstituer à l'aide d'un algorithme de reconstruction les images de 
la répartition du traceur au niveau d’une partie ou de la totalité du corps sous la forme d'une image 
2D ou d'un objet 3D (Figure I-6). La résolution spatiale de l'image ainsi obtenue est comprise entre 
4 et 7 mm en clinique. 
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Figure I-6 : À gauche : illustration présentant le principe de fonctionnement d’un imageur PET. À 
droite, exemple d’une image “corps entier” obtenue par examen PET. L’injection du radiotraceur 
permet de confirmer la présence d’un nodule pulmonaire gauche, mais aussi la découverte d’un 

nouveau foyer au niveau du poumon droit (taches noires).30 

La TEP étant basée sur la détection des photons en coïncidence, certains phénomènes peuvent 
venir dégrader la qualité des images. La Figure I-7 résume les trois modes de coïncidence pouvant 
intervenir en TEP : 

 
⇒ La coïncidence vraie : elle constitue l’information utile. La ligne de réponse passe par la 

source d’émission, permettant ainsi une localisation de cette dernière. 
 

⇒ La coïncidence diffusée : un des photons de la paire est diffusé par le tissu biologique 
ou l’environnement. Le photon diffusé est détecté en même temps que le photon non 
diffusé. La ligne de réponse créée est donc erronée et conduit à une mauvaise 
localisation de la source d’émission. Cela conduit à un biais quantitatif et une 
augmentation du bruit de fond. 

 
⇒ La coïncidence fortuite : Les deux photons ne sont pas issus de la même source mais 

sont émis en même temps. Cela conduit à une mauvaise localisation (la ligne de réponse 
ne passe pas toujours par le patient) et un biais quantitatif. Il est aisé de comprendre que 
ce phénomène augmente avec l’activité injectée ou si on choisit une fenêtre temporelle 
de coïncidence trop longue.  
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Figure I-7 : Schématisation des différents modes de coïncidence pouvant intervenir en TEP.31 

I.1.5.3.2 Les radiopharmaceutiques en TEP 

La nature des radionucléides utilisés en TEP est relativement variée. Ainsi, on utilisera suivant 
l’examen pratiqué des radioisotopes métalliques, organiques ou halogénés. Le Tableau I-1 regroupe 
les principaux radionucléides métalliques (hormis le fluor-18) utilisés en imagerie TEP. 
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Radiations 
Radionucléides T½ 

Type Énergie Abondance (%) 

Méthode de 

production 
18F 109,7 min β+ 633 keV 96,7 cyclotron 

55Co 17,5 h 

β+ 

 
γ 

1498 keV 

1021 keV 

931 keV 

477 keV 

46,0 

25,6 

75,0 

20,2 

cyclotron 

64Cu 12,7 h 

β- 

β+ 

γ 

579 keV 

653 keV 

1346 keV 

38,5 

17,6 

0,5 

cyclotron 

68Ga 67,7 min 

β+ 

γ 

 

1899 keV 

1077 keV 

1883 keV 

87,4 

3,2 

0,1 

générateur 

86Y 14,7 h 

β+ 

γ 

1220 keV 

1077 keV 

628 keV 

11,9 

82,5 

32,6 

cyclotron 

89Zr 78,4 h 

β+ 

γ 

902 keV 

909 keV 

1713 keV 

22,7 

99,0 

0,7 

cyclotron 

94Tc 52 min 

β+ 

γ 

 

810 keV 

871 keV 

703 keV 

10,5 

99,9 

99,6 

cyclotron 

Tableau I-2 : Exemples de radionucléides métalliques (sauf 18F) utilisés en TEP. 

Parmi tous les radionucléides utilisés en TEP, le fluor-18 a pris une place prépondérante. 
Malgré une production par cyclotron, il reste un radioélément relativement bon marché du fait de 
son utilisation massive. En effet, dès le début des années 1970, T. Ido et A. Wolf ont décrit la 
synthèse du [18F]-fluorodéoxyglucose (18F-FDG) (Figure I-8).32 Cet analogue du glucose est 
désormais largement utilisé en clinique, et constitue la majorité des examens TEP réalisés dans le 
domaine de l’oncologie. Les examens TEP utilisant le FDG comme traceur s’appuient sur la 
surconsommation de glucose des cellules cancéreuses. En effet, pour vivre, fonctionner et se 
diviser, les cellules ont besoin d’énergie sous forme de glucose, sucre assimilable par l’organisme. 
Ainsi, plus l’activité des cellules est importante, plus leur consommation de glucose augmente. Les 
cellules cancéreuses possèdent un métabolisme très important du fait de leur taux de réplication 
important et captent donc beaucoup de 18F-FDG. C’est cette hyperfixation de 18F-FDG que l’on 
détecte par TEP. Cependant, la biodistribution du FDG manque de sélectivité. En effet, certains 
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organes comme le cerveau sont de grands consommateurs de glucose, et on observe donc une 
hyperfixation du FDG systématique au niveau de ces régions. Cela rend donc impossible la 
détection de certaines tumeurs à l’aide du FDG. 

 
D’autres radiopharmaceutiques utilisant le fluor-18 sont utilisés en clinique : par exemple, le 

18FMISO est particulièrement utilisé pour l’évaluation de l’hypoxie tumorale, tandis que la 
18FDOPA est indiquée pour la détection de tumeurs neuroendocrines, mais également de la maladie 
de Parkinson (Figure I-8). 

 

 

Figure I-8 : Formules chimiques du 18FDG, du 18FMISO, et de la 18FDOPA. 

Parmi les autres émetteurs de positons, le gallium-68 fait l’objet de nombreuses études. Tout 
comme l’indium, le gallium est un cation métallique trivalent qui peut également être complexé de 
façon stable par des agents chélatants de la famille des polyaminocarboxylates. L’intérêt du 
gallium-68 vient de son mode de production. En effet, contrairement au fluor-18 ou au cuivre-64 
qui nécessitent un cyclotron, le gallium est produit à l’aide d’un générateur par décroissance du 
germanium-68. Ce radionucléide a notamment été utilisé pour le marquage de biomolécules via un 
agent chélatant adéquat, permettant d’obtenir des informations différentes d’une TEP au 18FDG.33-37 

I.1.5.4 Innovations et avenir de l’imagerie nucléaire 

Les techniques d’imagerie actuelles montrent des performances élevées, mais souffrent 
également de nombreuses limitations. Aujourd’hui, il est devenu possible de coupler certaines 
techniques d’imagerie, permettant ainsi de cumuler les avantages inhérents à chaque technique. 

I.1.5.4.1 TEMP-TDM et TEP-TDM 

Lorsque l’on compare l’imagerie nucléaire à d’autres techniques, le premier constat est le peu 
d’informations anatomiques d’un examen scintigraphique isolé. Pour pallier ce manque, les 
premiers appareils TEMP et TEP couplés à des scanners X sont apparus. Aujourd’hui, la majorité 
des examens TEMP ou TEP réalisés en oncologie sont effectués sur des appareils couplant la 
scintigraphie à la tomodensitométrie, appelés SPECT-CT ou PET-CT. Une reconstruction 
informatique des deux modalités permet une fusion des images, conduisant à une localisation 
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précise de la source de radioactivité (Figure I-9). La TDM permet en outre de corriger l’atténuation 
des photons γ par les tissus biologiques. 

 

 

Figure I-9 : Coupe coronale du tronc mettant en évidence un cancer colorectal avec développement 
de métastases. À gauche, la vue en TDM donne les informations anatomiques ; au milieu, la vue en 

TEP indique clairement la présence de cellules cancéreuses ; la fusion des deux modalités est 
présentée à droite.38 

Ces systèmes conduisent néanmoins à une double irradiation, d’une part par la radioactivité, et 
d’autre part par les rayons X. Chaque examen doit donc être prescrit avec soin pour éviter toute 
irradiation excessive. 

I.1.5.4.2 TEP-IRM 

En complément de ces développements, d’autres appareillages font leur apparition, notamment 
des imageurs TEP-IRM (ou PET-MRI en anglais). L’IRM donnant l’information anatomique, ces 
instruments permettent donc d’éviter le cumul des rayonnements ionisants. De plus, l’IRM permet 
une meilleure visualisation des tissus mous, contrairement à la TDM (Figure I-10). 
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Figure I-10 : Comparaison d'une image PET-CT (gauche) et PET-IRM (droite).39 

I.1.5.4.3 SPECT/PET-Imagerie Optique 

Contrairement aux exemples précédents, le couplage des techniques de scintigraphie avec 
l’imagerie optique n’apporte pas d’informations structurelles. L’imagerie optique vient ici 
confirmer le diagnostic réalisé par scintigraphie.4 Pour pouvoir être efficace, ces techniques 
nécessitent l’utilisation de plusieurs traceurs (fluorescent et radioactif). Des traceurs multimodaux 
portant à la fois un fluorophore adapté, et un marqueur radioactif peuvent également être utilisés. 
Ces systèmes peuvent alors être utilisés pour une double imagerie (préclinique),5,40 ou pour réaliser 
des actes chirurgicaux précis (Figure I-11).41-43 
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Figure I-11 : Exemple d'imagerie TEMP préopératoire suivie d'une imagerie optique 
intraopératoire. La tumeur est indiquée par une flèche. Extrait de Kuil et al.42 

En clinique, cette combinaison a par exemple été proposée et est en cours de développement 
pour la détection et la résection des ganglions sentinelles lymphatiques cancéreux.44,45 Ce premier 
exemple manque cependant de spécificité, et de nouveaux agents multimodaux font aujourd’hui 
l’objet de greffage sur des vecteurs biologiques spécifiques tels que des anticorps ou des peptides 
dans le but de cibler certaines tumeurs in vitro et in vivo.46-49 

I.1.5.4.4 L’imagerie préclinique 

Le développement de nouveaux radiopharmaceutiques passe avant tout par des études in vitro 
puis in vivo. Il est donc nécessaire de développer des appareils adaptés au petit animal afin de 
pouvoir envisager un développement clinique. 

 
Comme il a été évoqué précédemment, la gamme de radiopharmaceutiques disponible en 

TEMP est très étendue et cette modalité demeure irremplaçable pour de nombreuses applications 
(ex : suivi prolongé) du fait de la courte période des radionucléides utilisés en TEP. Cependant, le 
mode de détection par coïncidence de la TEP conduit à une résolution plus élevée qu’en TEMP. 
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Si ces affirmations sont vraies pour l’imagerie clinique, les nouveaux appareillages dédiés au 
petit animal permettent d’obtenir des résolutions de l’ordre de 2 mm, et même 1 mm en TEMP-
TDM. Il est donc possible d’évaluer avec une grande précision la biodistribution et l’efficacité d’un 
traceur quel que soit le type d’émetteur choisi. Les nouveaux appareils dédiés au petit animal sont 
donc aujourd’hui des outils indispensables à la validation de nouveaux traceurs avant de pouvoir 
envisager une transposition chez l’humain. 

 
À travers cette introduction, nous venons de voir l’intérêt de chacune des techniques d’imagerie 

médicale pour l’étude et la compréhension de pathologies. Le développement actuel de l’imagerie 
moléculaire implique une recherche permanente autour des techniques permettant de réaliser un 
marquage spécifique, et les avantages de l’imagerie nucléaire en font un outil de choix pour la 
compréhension de processus biologiques à l’échelle moléculaire.  

 
Si l’injection d’un radiopharmaceutique dans l’organisme nécessite de s’assurer de son devenir, 

il est important de bien comprendre le mode d’action du vecteur biologique utilisé. En effet, une 
connaissance approfondie des propriétés pharmacodynamiques de la biomolécule est un prérequis 
indispensable qui permet de guider le chimiste vers une méthode de marquage appropriée. 

I.2 Un aperçu des vecteurs macromoléculaires en imagerie médicale 

Le ciblage de pathologies ou de phénomènes biologiques précis nécessite l’utilisation de 
vecteurs biologiques appropriés. Si les éléments tels que le fluor-18 ou le carbone-11 sont utilisés 
pour le marquage de petites molécules telles que le FDG, les radiochélates sont plus couramment 
utilisés pour le radiomarquage de vecteurs de masse moléculaire plus élevée. Les anticorps 
monoclonaux et leurs dérivés font partie de ces vecteurs biologiques et sont largement utilisés du 
fait de leur grande affinité vis-à-vis d’une cible spécifique. 

I.2.1 Généralités 

I.2.1.1 Historique 

En 1975, G. Kölher et C. Milstein découvrirent qu’il était possible de produire de façon 
efficace des anticorps reconnaissant le même épitope par la technique dite des hybridomes. Ces 
anticorps monoclonaux furent rapidement utilisés en immunothérapie, puis délaissés en raison 
d’importantes réponses immunitaires anti-anticorps de souris (réponse HAMA pour human anti-
mouse antibodies) développées par les patients recevant des traitements à base d’anticorps 
monoclonaux de souris. Cependant, les avancées de l’ingénierie génétique ont par la suite permis 
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d’accéder à des anticorps monoclonaux chimériques souris-humain, puis complètement humanisés. 
Ces avancées technologiques majeures ont ainsi permis d’obtenir des résultats encourageants, tant 
pour des applications thérapeutiques,50,51 que pour l’utilisation des anticorps monoclonaux en 
immunoscintigraphie ou en radio-immunothérapie.52,53 

I.2.1.2 Structure des anticorps et nomenclature 

Il existe cinq classes d’immunoglobulines humaines A, D, E, G et M, mais ce sont celles de 
classe G (IgG), d’un poids moléculaire d’environ 150 kDa, qui ont été les mieux étudiées. Les IgG 
constituent les anticorps “conventionnels” protecteurs circulant dans le sérum. Une IgG est 
constituée de deux chaînes lourdes identiques (H) d’environ 50 kDa et de deux chaînes légères 
identiques (L) d’environ 25 kDa. Chaque chaîne est organisée en domaines d’environ 110 amino 
acides, deux pour les chaînes légères (VL et CL) et quatre pour les chaînes lourdes (VH, CH1, CH2 
et CH3) (Figure I-12). Les domaines VL et VH appelés domaines variables sont ceux qui lient 
l’antigène. Chaque domaine variable possède trois boucles hypervariables appelées CDRs 
(complementary determining region) se caractérisant par une très grande variabilité en acides 
aminés d’un anticorps à l’autre. Ce site appelé paratope assure la fonction de reconnaissance d’une 
partie de l’antigène appelée épitope ; c’est le couple paratope/épitope qui assure la spécificité de 
l’anticorps pour un antigène. Les domaines CL, CH1, CH2 et CH3 sont quant à eux appelés 
domaines constants. Chaque domaine comporte un pont disulfure intracaténaire. La chaîne légère 
est reliée à la chaîne lourde par un pont disulfure localisé aux extrémités C-terminales des domaines 
CL et CH1 tandis que les chaînes lourdes sont reliées entre elles par des ponts disulfures localisés 
au niveau de leur région charnière (hinge) située entre les domaines CH1 et CH2.54 

 

 

Figure I-12 : Représentation d'une immunoglobuline G.55 

Tous les anticorps monoclonaux utilisés en thérapeutique ont une dénomination commune 
internationale se terminant par le suffixe “mab” pour “monoclonal antibody”. Au vu de 
l’augmentation croissante du nombre d’anticorps développés, il s’est avéré indispensable de créer 
une nomenclature plus spécifique permettant de reconnaître immédiatement l’origine ou la source 
de l’anticorps monoclonal. D’autres suffixes complémentaires ont donc été adoptés (Tableau I-3) : 
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“o-mab” pour les anticorps murins, “xi-mab” pour les chimériques, “zu-mab” pour les humanisés et 
“u-mab” pour les anticorps humains. 

 
Type 

d’anticorps 
Suffixe % humanisation Antigénicité Quelques exemples 

Murins « momab » 0 +++ 
Muromomab (Orthoclone®) 

Ibritumomab (Zevalin®) 

Chimériques « ximab » 60-70 + 
Infliximab (Remicade®) 

Rituximab (Mabthera®) 

Humanisés « zumab » > 90 ± 0 
Trastuzumab (Herceptin®) 

Bévacizumab (Avastin®) 

Humains « mumab » 100 ± 0 Adalimumab (Humira®) 

Tableau I-3 : Nomenclature internationale simplifiée 
des différentes catégories d’anticorps monoclonaux. Extrait de Scheen et al.56 

Par la suite, la nomenclature s’est encore diversifiée puisqu’elle tient compte non seulement de 
l’origine de l’anticorps monoclonal, mais également de la cible thérapeutique potentielle de 
l’anticorps. Outre le suffixe indiquant la source de l’anticorps, la syllabe précédant ce dernier 
oriente également vers l’organe cible (Tableau I-4). 

 
Préfixe Cible Type d’anticorps Suffixe 

-o(s)- Os 
-vi(r)- Virus 

-u- Humain 

-ba(c)- Bactérie 
-li(m)- Immunitaire 
-le(s)- Infection 

-o- Souris 

-ci(r)- Cardio-vasculaire 
-mu(l)- Musculo-squelettique 

-a- Rat 

-ki(n)- Interleukine 
-co(l)- Tumeur colique 
-me(l)- Mélanome 

-e- Hamster 

-ma(r)- Tumeur mammaire 
-go(t)- Tumeur testiculaire 

-i- Primate 

-go(v)- Tumeur ovarienne 
-pr(o)- Tumeur prostatique 
-tu(m)- Tumeur diverses 

-xi- Chimérique 

-neu(r)- Système nerveux 

Variable 

-tox(a)- Toxine comme cible 
-zu- Humanisé 

-mab 

Tableau I-4 : Nomenclature internationale détaillée des différents types d’anticorps monoclonaux, 
tenant également compte de la cible potentielle. Extrait de Scheen et al.56 
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I.2.1.3 Fragments d’anticorps 

On peut distinguer deux parties principales d’un anticorps : une partie appelée Fc (pour 
fragment cristallisable) possédant les fonctions dites effectrices, et deux parties Fab identiques 
(pour fragment “antigen binding”) comportant chacune un site de liaison à l’antigène. Il est 
possible d’isoler certaines régions de l’anticorps afin d’obtenir des fragments d’anticorps. Ainsi, on 
peut cliver une IgG par la papaïne et obtenir deux fragments Fab de 25 kDa et un Fragment Fc de 
50 kDa. On peut également cliver l’IgG à la pepsine qui coupe la molécule à la base des régions 
charnière et obtenir ainsi un fragment F(ab’)2, le fragment Fc étant dégradé. Il existe aujourd’hui de 
nombreux formats d’anticorps dépourvus de la région Fc qui sont capables de se lier à l’antigène. 

En plus des Fab et des F(ab’)2, on peut citer les Fab’, qui sont obtenus par réduction sélective 
des ponts disulfure intercaténaires situés au niveau des régions charnières. Ainsi, il est possible de 
cibler les fonctions thiol libres afin de greffer un marqueur de façon spécifique via une fonction 
maléimide. 

 
Il est possible, à partir d’une IgG, de générer de nombreux types de fragments d’anticorps. Par 

exemple, le fragment scFv (single chain variable fragment : VH associé au domaine VL et reliés 
entre eux par une chaîne peptidique) a largement été utilisé. Ces fragments sont souvent étudiés 
sous la forme de fusion à des toxines ou des cytokines. Il est également possible, toujours à partir de 
ces scFv, d’obtenir d’autre formats appelés minibody, bi-scFv, diabody, triabody, tetrabody, dont 
certains peuvent, tout comme les F(ab’)2, conduire à des fragments d’anticorps multivalents et 
multispécifiques.57 La Figure I-13 donne un aperçu des différents fragments d’anticorps, qu’ils 
soient obtenus par simple digestion bactérienne ou enzymatique, ou par biosynthèse. 

 

 

Figure I-13 : Les différents formats d'anticorps. 

Enfin, il est possible de produire par synthèse peptidique des molécules mimant la composition 
et la conformation des parties de l’anticorps se liant à l’antigène (paratope) et que l’on appelle 
affibody. 
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I.2.2 Les anticorps en médecine nucléaire 

Dès le début des années 1970, plusieurs laboratoires ont utilisé des anticorps radiomarqués dans 
le but de localiser par imagerie des marqueurs tumoraux dans des modèles animaux. Avec 
l’avènement des anticorps monoclonaux et le développement des gammacaméras, ces recherches 
ont été étendues au diagnostic de tumeurs malignes chez l’homme.58 Si les IgG sont largement 
utilisées en milieu clinique pour la thérapie, ils restent néanmoins peu développés en 
immunoscintigraphie. En effet, les coûts de développement d’anticorps pour l’imagerie étant 
proches de ceux des anticorps thérapeutiques, il est probable que les firmes pharmaceutiques 
préfèrent investir sur des produits thérapeutiques dont le marché est nettement supérieur. Les 
anticorps monoclonaux connaissent cependant un regain d’intérêt à travers le développement de 
nouveaux fragments synthétisés par ingénierie des protéines. La section suivante sera dédiée à la 
description des anticorps et dérivés d’anticorps utilisés en immunoscintigraphie tout en présentant 
les avantages et les inconvénients liés à l’utilisation de chaque dérivé. 

 
Les IgG, en tant que protéines “mères”, ont bien entendu une affinité pour leur antigène bien 

supérieure à tous les fragments qui en sont issus. Pour cette raison, elles sont des vecteurs de choix 
pour la détection de cellules cancéreuses. Elles présentent l’avantage d’avoir un long temps de vie 
dans l’organisme, permettant ainsi une accumulation du radiotraceur au niveau des cellules 
cancéreuses. Leur poids moléculaire élevé évite également une élimination rénale de la protéine, 
généralement beaucoup plus rapide qu’une élimination hépatique. Le greffage d’un radiomarqueur 
s’effectue généralement au niveau de la région Fc, puisque ce dernier ne joue aucun rôle dans la 
reconnaissance de l’antigène. 

 
En revanche, si le poids moléculaire élevé des IgG semble un atout pour une accumulation 

optimale du traceur, cela nécessite l’utilisation d’un radionucléide présentant une période longue, 
puisque l’accumulation de l’anticorps à la surface des cellules cancéreuses reste relativement lente. 
Cette caractéristique est d’autant plus marquée dans le cas de tumeurs solides, dont seules les 
cellules en périphérie de la masse tumorale sont accessibles de prime abord. Les IgG étant des 
protéines circulantes, elles bénéficient/souffrent d’un long temps de résidence dans la circulation 
sanguine, induisant par la même une augmentation du bruit de fond. L’accumulation de ces 
inconvénients, et ce malgré les nombreux avantages des IgG, a conduit à une diminution de 
l’utilisation des anticorps monoclonaux en imagerie médicale. Ainsi, en 2010, on ne comptait plus 
que trois radiotraceurs cliniques comportant un anticorps entier. 

 
Dans un premier temps, afin de pallier ces problèmes, des fragments d’IgG ont été générés par 

digestion protéolytique. On a ainsi pu obtenir des fragments F(ab’)2 par digestion à la pepsine, mais 
ces fragments de 110 kDa restent trop volumineux pour être éliminés par voie rénale, dont le seuil 
de coupure se situe aux alentours de 60 kDa. Cependant, une réduction partielle des ponts disulfure 
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à l’aide d’un agent réducteur doux tel que la 2-mercaptoéthylamine permet d’obtenir un fragment 
Fab’,59 avec un poids moléculaire d’environ 55 kDa. 

La digestion d’une IgG par la papaïne conduit à la formation d’un Fab d’environ 55 kDa. Ces 
deux types de fragments caractérisés par une élimination rénale plus rapide que les IgG ont trouvé 
des applications en immunoscintigraphie60-62 et constituent la majorité des immunoconjugués 
utilisés en scintigraphie.63 Cependant, ces radiotraceurs ne possèdent qu’un seul site de liaison et ont 
donc une moins bonne affinité vis-à-vis de leur cible. Ces premiers pas ont néanmoins permis de 
mettre en évidence le fait que la clairance de la protéine (c’est à dire sa voie et sa vitesse 
d’élimination) est fonction de son poids moléculaire (Figure I-14). 

 

Figure I-14 : Clairance des anticorps et fragments d'anticorps en fonction de leur poids moléculaire. 

Aux vues de ces lacunes, les recherches se sont focalisées sur la production de fragments 
d’anticorps par génie génétique, avec l’apparition des scFv. Ces petits fragments d’environ 28 kDa 
ont montré de bonnes affinités in vivo pour leurs cibles.64-66 Les scFvb ont été majoritairement 
marqués au technétium-99m, les tentatives de radiométallation au lutétium-177 ou à l’indium-111 
se soldant généralement par une forte accumulation rénale et une faible détection des foyers 
cancéreux.67,68 Cependant, la petite taille de ces molécules leur confère un temps de demi-vie trop 
faible (∼6 h). Si l’on ajoute à ceci une faible affinité fonctionnelle due à l’unique site de liaison 
disponible, il en résulte des temps de rétention tumoraux très modestes, et conséquemment une 
qualité d’image médiocre.57 

L’augmentation de la taille des fragments par la formation de dimères (diabodies), de trimères 
(triabodies), ou de tétramères (tétrabodies) est alors apparue comme une alternative intéressante. 
Ces dérivés ont effectivement montré des temps de demi-vie plus élevés permettant d’atteindre des 
accumulations de radioactivité importantes au niveau des tumeurs.69-71 Malgré tout, on note toujours 
pour ce type de fragment une importante accumulation au niveau des reins, probablement due à la 
dissociation des multimères en monomères.72 

 
Afin de remédier à cette accumulation rénale excessive, de plus gros fragments excédant le 

seuil de clairance rénale (<60 kDa) ont été développés. La synthèse de ces minibodies (∼75 kDa) 
découle d’une fusion entre deux scFv et deux domaines CH3 d’un Fc. Ces systèmes forment un 
“mini-anticorps” ayant des propriétés intermédiaires entre scFv et IgG. Si certains minibodies ont 
montré les propriétés attendues, c’est-à-dire une forte et rapide accumulation de l’anticorps dans la 
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tumeur accompagnée d’une clairance hépatique (Figure I-15),73-75 de nombreux cas ont fait état de 
très faibles marquages tumoraux.76-78 

 

 

Figure I-15 : Les minibodies marqués au 124I ont permis la visualisation de cellules tumorales 
surexprimant certains antigènes tels que les CEA (carcinoembryonic antigen) (gauche) ou les CD20 
(B-lymphocytes antigen CD20) (droite) 20 h après injection. Les minibodies (75 kDa) non liés sont 

éliminés par voie hépatique. Extrait de Wu et al.75 

Ces phénomènes pourraient provenir d’une internalisation suivie d’un métabolisme rapide des 
minibodies au sein des cellules, induisant une forte augmentation de la radioactivité au niveau du 
foie, mais également des reins. 

 
D’autres fragments d’anticorps ont également été développés,79,80 toujours accompagnés de 

leurs lots d’avantages et d’inconvénients. La recherche de traceurs toujours plus performants 
conduit au développement de toujours plus de vecteurs biologiques, dérivés d’IgG ou non.81,82 Il est 
donc clair que la fabrication d’anticorps pour la détection de tumeurs n’est pas une tâche aisée, et 
que chaque type d’anticorps ou de fragment possède des avantages et des limitations. Le choix du 
vecteur doit donc se faire en fonction du type de tumeur en prenant en compte la lignée cellulaire 
étudiée, puisque chaque type de cellule a un comportement différent vis-à-vis du ligand. Mais au-
delà de cette adéquation anticorps — antigène, ce choix devra également tenir compte des moyens 
mis à disposition pour le radiomarquage, qu’il s’agisse du type d’imageur ou du radionucléide 
utilisé. 
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I.3 Les agents bifonctionnels chélatants en médecine nucléaire 

Nous l’avons évoqué précédemment, la majorité des examens en TEP utilisent le [18F]-FDG ou 
de petites molécules marquées au fluor-18 en tant que radiotraceurs. Du fait de la courte période du 
fluor-18 (110 min), ces molécules doivent être synthétisées dans des délais très courts, et on a dans 
ce cas recours à des méthodes de marquage dites “directes”. Cette méthode de radiomarquage a 
également été appliquée en TEMP pour le marquage d’anticorps monoclonaux ou de peptides au 
99mTc, impliquant alors les groupements chélatants libres des chaines latérales des acides aminés 
présents au sein de la protéine.83 Cependant, il est difficile de définir avec précision la nature des 
sites impliqués et donc de prédire la stabilité du complexe formé. 

 
Une alternative consiste à lier de façon covalente un agent chélatant à la protéine, puis à 

réaliser un marquage “indirect” avec un radionucléide métallique. Le métal est alors encapsulé par 
l’agent chélatant afin d’éviter son relargage dans l’organisme (Figure I-16). 

 

 

Figure I-16 : Illustration d'un radiomarquage métallique par voie “directe” et voie “indirecte”.84 

Cette voie, plus élégante que le marquage indirect, nécessite cependant une connaissance 
approfondie de la chimie de coordination des métaux afin de prédire le plus précisément possible le 
devenir du radiochélate in vivo. Le développement d’un agent bifonctionnel chélatant peut alors se 
caractériser par deux étapes clés : 

- D’une part, il est nécessaire de choisir une fonction de greffage adaptée au vecteur 
biologique utilisé, afin de former une liaison stable entre la biomolécule et l’agent 
chélatant. 

- D’autre part, l’autre phase majeure dans le développement de nouveaux radiotraceurs 
consiste à choisir et développer un agent chélatant performant permettant de contrôler au 
mieux la stabilité cinétique et thermodynamique du complexe afin de limiter sa toxicité in 
vivo. 
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La section suivante sera donc consacrée à la présentation et la sélection de fonctions réactives 

biocompatibles pouvant être intégrées à des systèmes chélatants. Par la suite, nous présenterons les 
différentes molécules adaptées à la complexation de l’indium, et par extension, des métaux de 
transition et de post-transition trivalents cités précédemment. Nous nous intéresserons plus 
particulièrement aux agents chélatants polyazamacrocycliques, dont les très bonnes capacités 
chélatantes en font en outre d’excellents ligands pour le gadolinium (IRM) et certains lanthanides 
(imagerie optique). 

I.3.1 Les fonctions de greffage pour la bioconjugaison 

Afin de pouvoir être vectorisé par une molécule biologique, il est nécessaire de modifier 
chimiquement l’agent chélatant sélectionné pour le lier de façon covalente à la biomolécule. Cette 
section est donc consacrée à la description des principales fonctions de greffage disponibles, 
notamment celles destinées au marquage de vecteurs biologiques macromoléculaires ne pouvant 
être obtenus par synthèse peptidique. Ces fonctions réactives doivent avoir une grande sélectivité 
pour une fonction spécifique, et la réaction de couplage doit être effectuée en un minimum de 
temps, dans des conditions douces et en milieu aqueux dans l’immense majorité des cas. 

 
Les principales cibles des fonctions de greffage sont donc les fonctions réactives des acides 

aminés naturels disponibles. On ciblera donc majoritairement les amines primaires en N-terminal de 
la chaine polypeptidique et des résidus lysine. La fonction thiol de la cystéine ou le groupement 
phénol de la tyrosine sont également des cibles possédant un fort potentiel de bioconjugaison 
(Figure I-17).59 Les fonctions acide carboxylique présentes en C-terminal et sur les chaines latérales 
de l’acide aspartique et de l’acide glutamique constituent des cibles réactives intéressantes. 
Cependant, les réactions de bioconjugaison sur ces résidus restent compliquées du fait de la 
nécessité d’activer la fonction carboxylate avant de pouvoir initier une réaction de couplage. On 
assiste donc souvent à des réactions de couplages croisés entre deux protéines, favorisant la 
formation d’agrégats. 

 

 

Figure I-17 : Principaux amino acides ciblés pour la bioconjugaison. 
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I.3.1.1 Ciblage des amines 

Les amines primaires constituent les cibles disponibles pour la bioconjugaison les plus 
nombreuses et les plus souvent visées. En effet la lysine fait partie des acides aminés naturels les 
plus représentés, et les amines primaires sont des fonctions qui présentent des réactivités variées 
avec nombre de fonctions de greffage. 

 
La manière la plus simple de former une liaison stable entre un agent chélatant et une amine 

primaire consiste à réaliser un couplage peptidique à l’aide d’agents de couplage. On tire alors 
profit de la présence de fonctions acide carboxylique sur le macrocycle pour former un ester activé 
instable, mais très réactif vis-à-vis des amines primaires afin de former la liaison amide 
correspondante.85,86 Cette méthode simple reste cependant limitée puisque la formation de l’espèce 
activée n’est pas contrôlée, ce qui peut engendrer la modification de plusieurs carboxylates sur la 
même molécule. Une seule molécule sera donc susceptible de réagir simultanément avec plusieurs 
résidus lysines, ce qui peut conduire à la formation d’agrégats de protéines. 

 
De nouvelles méthodes de synthèse ont permis d’isoler l’agent chélatant porteur d’une seule 

fonction ester activé. Aujourd’hui, les esters activés les plus utilisés sont les esters N-succinimidyl 
(NHS), N-sulfosuccinimidyl (Sulfo-NHS), et pentafluorophényle (Figure I-18).87-90 Notons que 
l’hydrolyse de l’ester activé est rapide et entre donc en compétition avec la formation de la fonction 
amide. 

 

 

Figure I-18 : Formation d’une liaison amide par réaction d’un ester activé avec une amine primaire. 

Les anhydrides cycliques constituent également des fonctions de greffage de choix pour la 
formation de liaisons amides (Figure I-19).91-95 En effet, leur grande réactivité vis-à-vis des amines 
permet de réaliser la bioconjugaison en des temps très courts (∼1 h). La synthèse de ces dérivés 
reste cependant délicate et ne peut être adaptée à toutes les molécules. De plus, si ces composés ont 
une réactivité sans égal, leur hydrolyse est également très rapide. Les réactions de couplage doivent 
donc être optimisées afin d’éviter au maximum l’hydrolyse du composé.96 
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Figure I-19 : Ouverture d’une fonction anhydride cyclique par une amine primaire. 

Enfin, les fonctions de greffage de type isothiocyanate sont également très régulièrement 
utilisées pour la bioconjugaison (Figure I-20).97-99 Ce groupement présente l’avantage d’être 
largement moins sensible à l’hydrolyse que les fonctions de greffage précédemment citées. Cette 
particularité en a fait un groupement réactif très utilisé, notamment pour la préparation de nombreux 
agents chélatants.100-102 Si la fonction isothiocyanate est robuste vis-à-vis de l’hydrolyse, leur 
greffage est néanmoins plus difficile et nécessite souvent un léger chauffage (∼37 °C) afin de 
favoriser la formation de la liaison thiourée. 

 

 

Figure I-20 : La réaction entre une fonction isothiocyanate et une amine primaire conduit à la 
formation d’une liaison thiourée. 

I.3.1.2 Ciblage des fonctions thiol 

Les fonctions thiol constituent une cible de choix lors des réactions de bioconjugaison. On 
distingue majoritairement deux types de réactions permettant de lier un marqueur à une biomolécule 
via une fonction thiol. Dans le premier cas, il s’agit d’une réaction croisée d’échange de pont 
disulfure : la fonction de greffage est constituée d’une fonction thiol formant un pont disulfure avec 
un fragment pyridyl. Cette fonction réagit en présence d’une fonction thiol libre par le départ d’une 
molécule de pyridine-2-thione et la formation d’un pont disulfure entre la biomolécule et le 
marqueur.103-105 Cette réaction concertée peut également être réalisée avec d’autres dérivés 
disulfures.106 Cette liaison disulfure n’est cependant pas stable en milieu réducteur, et pourra donc 
donner lieu in vivo à la dissociation de la molécule greffée. 

 
L’utilisation d’une fonction maléimide permet également de lier un ligand à une protéine de 

façon covalente par la formation d’une fonction thioéther.107-109 On notera que la fonction maléimide 
peut réagir avec les amines primaires si la réaction de couplage n’est pas réalisée à un pH optimal 
(pH 6,5-7,5).59 
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La Figure I-21 présente les différentes réactions de bioconjugaison ciblant une fonction thiol 
décrites ci-dessus. 

 

Figure I-21 : Principales réactions de bioconjugaison ciblant les fonctions thiols. 

La cystéine, seul acide aminé porteur d’une fonction thiol, n’est que peu représentée dans une 
protéine et dans la majorité des cas, les thiols ne sont présents que sous forme de ponts disulfures. Il 
est cependant possible d’introduire des fonctions thiol surnuméraires par réaction du 2-
iminothiolane (réactif de Traut) avec les fonctions amine primaire (Figure I-22). Il est également 
possible de réduire sélectivement certains ponts disulfures d’une biomolécule afin de libérer des 
fonctions thiols, sans compromettre l’activité biologique de la protéine. 

 

 

Figure I-22 : Insertion d'un thiol par réaction d'une amine primaire avec le réactif de Traut. 

Il est a noter que l’insertion d’une cystéine surnuméraire est également réalisable lors de la 
production d’une protéine recombinante par génie biologique. 

I.3.1.3 Ciblage des tyrosines 

Le couplage entre un marqueur et une protéine via les groupements phénol des tyrosines 
constitue une alternative intéressante si le couplage sur les amines ou les thiols n’est pas 
envisageable. Généralement, les tyrosines ne sont pas présentes en grande quantité, et sont 
localisées le plus souvent au niveau du site actif de la protéine. Néanmoins, la faible proportion de 
tyrosine permet un greffage plus ciblé et donc un meilleur contrôle de la réaction de bioconjugaison. 
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Il est possible de greffer un marqueur sur une tyrosine par couplage diazoïque,110-112 ou encore 

par une réaction de Mannich à trois composantes.113,114 Cependant de tels couplages restent difficiles 
à mettre en œuvre, et les résultats sont souvent aléatoires. Il a en outre été rapporté que ces réactions 
forment des couplages secondaires avec d’autres amino acides aromatiques, notamment le 
tryptophane.115 Récemment, Barbas et coll. ont décrit la synthèse d’une fonction de greffage de type 
diazodicarboxamide cyclique exclusivement sélective de la tyrosine,116 apportant ainsi une réelle 
alternative au greffage sur les résidus lysines (Figure I-23). 

 

 

Figure I-23 : Principales réactions de bioconjugaison ciblant les tyrosines. 

I.3.1.4 Ciblage d’acides aminés non naturels 

Les paragraphes précédents ont donné un aperçu des différentes techniques de bioconjugaison 
covalentes à une protéine. Il existe bien évidemment d’autre techniques, plus ou moins efficaces et 
largement moins utilisées que celles présentées précédemment.59,117 

 
De la même façon que pour l’introduction d’une fonction thiol surnuméraire, il est possible 

d’introduire des cibles non usuelles par un “pré-greffage” sur l’un des acides aminés précités. Ainsi, 
on peut introduire une fonction azoture en vue d’un couplage avec un alcyne par une réaction de  
“click chemistry”.118-123 De la même façon, le greffage d’un groupement norbornène sur une 
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protéine permet une liaison spécifique à un marqueur fonctionnalisé par une tétrazine (Figure 
I-24).124-126 

 

 

Figure I-24 : Exemples de réactions de bioconjugaison par des groupements non-naturels. Il est à 
noter que les fonctions réactives peuvent se situer indifféremment au niveau de la biomolécule ou 

de l’agent chélatant. 

Enfin, notons qu’il est également possible d’introduire par ingénierie moléculaire des acides 
aminés non naturels porteurs de fonctions réactives. La synthèse peptidique en phase solide est alors 
un outil de choix pour ces applications. 

I.3.2 Choix de l’agent chélatant : l’intérêt des polyazamacrocycles 

Les agents chélatants occupent une place particulière en médecine nucléaire. Comme il a été 
mentionné, ils sont généralement utilisés sous forme d’immunoconjugués pour la chélation de 
radionucléide métallique présentant généralement une longue période (en comparaison au fluor-18 
ou au technétium-99m). Outre le technétium-99m, on peut citer parmi les radionucléides les plus 
utilisés en médecine nucléaire l’indium-111, l’yttrium-90, le gallium-67 ou le lutétium-177. Ces 
dernières années, d’autres radionucléides tels que le gallium-68, le cuivre-64, le cuivre-67 ou encore 
le zirconium-89 ont fait leur apparition, venant étoffer un peu plus la panoplie du radiochimiste. Il 
est à noter que les sels métalliques de tous ces radionucléides sont disponibles sous leur forme 
“froide”, ce qui permet la réalisation d’études physico-chimiques préliminaires. Les agents 
chélatants préconisés pour la complexation de ces métaux (ormis le zirconium) font tous partie de la 
famille des polyaminocarboxylate. Cette section sera donc dédiée à la description des principaux 
paramètres à considérer lors du développement d’un radiochélate de type polyaminocarboxylates. 
Ce travail de thèse étant axé principalement sur l’utilisation de l’indium-111, et dans une vision plus 
large, des cations métalliques trivalents tels que le gallium, le lutétium ou l’yttrium, la majorité des 
exemples présentés ci-après porteront sur la chélation de ces métaux. 
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I.3.2.1 Stabilité thermodynamique 

Le choix de l’agent chélatant nécessite de prendre en compte certains paramètres inhérents à 
ces molécules pouvant influencer la stabilité du complexe. Les facteurs à prendre en compte 
incluent la stabilité thermodynamique, la sélectivité de l’agent chélatant pour le métal, et la notion 
d’inertie cinétique, mais également les propriétés redox, la charge du complexe ou encore son 
caractère lipophile. 

 
Le premier facteur à prendre en compte lors de la conception d’un complexe métallique 

radiopharmaceutique est la stabilité thermodynamique. Bien qu’elle n’indique pas nécessairement 
que le chélate aura rigoureusement le même comportement in vivo, elle reste tout de même souvent 
employée comme premier critère de sélection pour l’élaboration de produits pharmaceutiques. Elle 
est quantifiée par la mesure de la constante Kml. Cependant, cette valeur ne permet pas de comparer 
l’affinité de ligands ayant une denticité ou des propriétés acido-basiques différentes. La 
détermination de la concentration en métal libre non complexé par des méthodes de calcul de 
spéciation est alors préférable. Cette concentration, exprimée sous la forme logarithmique p[M] 
(Équation I-1), permet de comparer quantitativement la capacité de plusieurs ligands à complexer 
un métal. Plus la valeur du p[M] est élevée, plus le ligand est efficace. Un complexe présentant une 
constante faible sera sujet à des phénomènes de transchélation par d’autres systèmes (biomolécules 
compétitrices). 

 

 

Équation I-1 : m, l, h correspondent respectivement aux coefficients stœchiométriques du métal, du 
ligand, et du proton. 

Nous pouvons appliquer cette première approximation au cas des cations métalliques trivalents 
qui nous intéressent, notamment l’indium. L’indium est un métal de transition dont la forme soluble 
est à l’état d’oxydation +III. Ces cations métalliques sont connus pour se coordiner avec des 
espèces riches en électrons (neutre ou anioniques), dans lesquels le métal présente généralement une 
coordination de 6, 7 voire 8. On privilégie donc les ligands contenant des atomes donneurs tels que 
l’oxygène, l’azote, ou encore le soufre. 

 
Comme tout marqueur radioactif, l’indium doit être complexé de façon stable et durable par un 

ligand adapté, afin d’éviter tout phénomène de transmétallation ou de transchélation in vivo. En 
effet, il a été démontré que certaines biomolécules telles que la transferrine (transporteur du fer) 
sont capable de piéger les éléments métalliques, et notamment le gallium et l’indium.127,128 Le 
développement de nouveaux agents chélatants s’est alors orienté vers la préparation d’espèces de 
plus en plus stables. Un grand nombre de ligands ont été testés pour la complexation des métaux de 

 

p M[ ] = "log  #[ ]libre

p M[ ] = "log  #[ ]tot " MmLlHh[ ]$( )
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transition et de post-transition, notamment ceux décrits par Martell et coll.129,130 ainsi que Harris et 
coll.127,131 qui ont montré que les ligands polyazotés porteurs de bras carboxylates présentent des pM 
élevés, faisant de ces molécules de bons candidats pour la chélation de l’indium. 

 
Nous l’avons précisé précédemment, le DTPA est un groupe chélatant fort qui est utilisé 

comme chélate de l’indium formant des complexes octacoordinés.132 Cet agent chélatant est 
régulièrement utilisé en milieu clinique pour le marquage de peptides (Octréoscan®) et permet 
d’obtenir des rendements de marquage élevés avec une haute pureté radiochimique (>97 %). 
Cependant, ces complexes ont montré une faible stabilité in vivo pouvant conduire à des problèmes 
de transchélation ou de transmétallation. Afin de pallier cette lacune, de nouveaux systèmes dérivés 
du DTPA ont été développés en intégrant d’autres substituants au niveau du squelette carboné.71,133-

135 Certains de ces dérivés sont également utilisés en clinique, notamment pour la 
radioimmunothérapie au Zévalin® (Ibritumomab – tiuxétan). Malgré une stabilité accrue du 
complexe, ces systèmes ne sont cependant pas optimaux. 

 
Les chélates macrocycliques forment une autre classe de ligands. Les capacités complexantes 

de ces systèmes ont été démontrées très largement dans la littérature. Parmi tous les systèmes 
macrocycliques, les polyamines cycliques se sont révélées de très bons candidats pour la 
complexation de nombreux cations métalliques.136-139 Les principaux représentants de cette famille 
sont les tétraazacycloalcanes DOTA, TRITA et TETA correspondants aux versions fonctionnalisées 
par quatre bras acétate des macrocycles cyclène, 13aneN4 et cyclame respectivement. Les dérivés 
du triazacyclononane ou TACN, tels que le NOTA, sont également de bons complexant des métaux 
de transition comme le gallium ou le cuivre (Figure I-25). 

 

 

Figure I-25 : Principaux représentants de la famille des polyamines macrocycliques. 

Les valeurs de pM des différents agents chélatants pour un métal donné peuvent alors être 
comparées directement, ce qui permet, en théorie, de choisir la molécule présentant les meilleures 
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propriétés de complexation. Le Tableau I-5 présente quelques ligands de polyaminocarboxylates et 
les valeurs des pM correspondant à leur complexe d’indium. Ces résultats tendent à montrer que 
l’EDASS, molécule linéaire hexadentate, a parmi les ligands représentés la meilleure affinité vis-à-
vis de l’indium. Il n’existe cependant aucun exemple dans la littérature de biomolécule 
radiomarquée via cet agent chélatant. 

 

LIGANDS 
 

 

TRANSFERRINE 

 

 EDASS DTPA  DOTA 

pM (In) 30,4 25,9 18,3 19,5 

Tableau I-5 : Exemple d’agents chélatants linéaires ou macrocycliques et de leur affinité (pM) 
respective pour l’indium. 

I.3.2.2 Inertie cinétique et effet macrocyclique 

Si le pM est une valeur à ne pas négliger lors du choix de l’agent chélatant, les résultats 
expérimentaux de radiométallation soulèvent cependant quelques interrogations. En effet, on trouve 
dans la littérature de nombreux exemples attestant que les chélates macrocycliques présentent une 
meilleure stabilité in vivo par rapport à leurs analogues linéaires.85,140,141 

 
Pour comprendre ces résultats, il faut prendre en compte un second paramètre : l’inertie 

cinétique des complexes vis-à-vis de la démétallation. Il est en effet important de déterminer si le 
complexe est susceptible de se dissocier pendant le temps de résidence dans l’organisme. Plus la 
stabilité cinétique du complexe est élevée, plus le risque de décomplexation du métal en présence 
d’ions compétiteurs (transmétallation) sera réduit. Dans le cas des macrocycles, une notion appelée 
“effet macrocyclique” entre également en jeu. Ce terme, introduit pour la première fois par 
Margerum en 1969,142 est utilisé pour désigner la propriété que possèdent les macrocycles de former 
des complexes métalliques beaucoup plus stables que ceux de leurs homologues linéaires. 

 
La dissociation des complexes tétraazamacrocycliques en ligand libre et métal est un processus 

lent. La cinétique de dissociation est beaucoup moins rapide que celle des complexes de tétramines 
linéaires. Ainsi, une demi-vie de trente ans a été estimée pour le [Ni(cyclame)]2+ en milieu acide 
perchlorique 1 M alors que dans les complexes analogues de tétraamines linéaires, la 
décoordination du métal intervient quasi instantanément dans les mêmes conditions.143 De si faibles 
vitesses de dissociation sont l’expression de l’effet macrocyclique cinétique. L’inertie cinétique qui 
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en résulte est un atout si l’on veut développer des vecteurs à base de ligands macrocycliques, pour 
véhiculer in vivo des radionucléides. Elle permet en particulier d’éviter la décomplexation du métal 
en présence d’ions compétiteurs. 

 
En imagerie médicale, les complexes de gadolinium de dérivés du DOTA commercialisés sous 

le nom de Dotarem® (Guerbet, France), Prohance® (Bracco, Italie), ou encore Gadovist® (Schering, 
Allemagne) ont d’ores et déjà été entérinés en tant qu’agents de contraste pour l’IRM (Figure 
I-26).8,9,144 Notons qu’en 2009, des rapports de l’agence européenne de pharmacovigilance (EMEA) 
ainsi que de la U. S. Food and Drug Administration (FDA) ont mis en évidence une association 
entre une exposition aux complexes de gadolinium de dérivés du DTPA (Magnevist®, MultiHance®, 
Omniscan®, OptiMARK®) et la survenue de fibroses néphrogéniques chez des patients en 
insuffisance rénale, ce qui pourrait être dû à un relargage du gadolinium in vivo, démontrant à 
nouveau l’intérêt d’utiliser les molécules cycliques plutôt que leurs analogues linéaires. 

 

 

Figure I-26 : Exemples d'agents de contrastes dérivés du DOTA utilisés en IRM. 

I.3.2.3 Taille du macrocycle et bras coordinants 

Chaque cation métallique possède des propriétés et une taille qui lui sont propres, et il convient 
donc d’adapter la taille de la cavité macrocyclique et la nature des bras coordinants au métal choisi. 

 
De nombreuses études physicochimiques et structurales ont été réalisées sur les complexes de 

polyazacycloalcanes destinés à l’imagerie TEMP/TEP et à la thérapie,145,146 notamment les dérivés 
du DOTA, qui se sont révélés être de bons complexants pour l’indium.147,148 On peut noter que des 
structures octacoordinées mettant en jeu les quatre atomes d’azote et les quatre fonctions 
carboxylate ont été rapportées pour certains dérivés du DOTA, comme le DOTA-AA qui forme un 
complexe octaédrique à l’état cristallin dans le cas de complexes d’indium ou d’yttrium.149 Des 
études par RMN ont cependant montré que si le complexe d’yttrium reste octacoordiné en solution, 
le complexe d’indium devient heptacoordiné en solution, le bras acétamide ne participant plus à la 
sphère de coordination du métal. Ce système heptacoordiné a également été décrit pour des dérivés 
du DO3A, cyclène N-fonctionnalisé par trois bras acétate.150 
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Figure I-27 : Structure du complexe In-DOTA-AA. Le métal est coordiné par les quatre atomes 
d'azote de la cavité macrocyclique, tandis que les trois fonctions carboxylate des groupements 
acétate et le carbonyle de la fonction amide viennent compléter la sphère de coordination.149 

Le gallium adopte généralement une géométrie hexacoordinée, et il a été montré que le NOTA 
est un chélatant de choix pour la séquestration de ce cation.151 En effet, la taille de la cage formée 
par le macrocycle et les bras acétates est parfaitement adaptée au rayon ionique du gallium (0,76 Å), 
ce qui confère à ce complexe une très grande stabilité et une résistance accrue à la démétallation.152 
L’utilisation de macrocycles de taille supérieure tels que le DOTA ou le TETA pour la chélation du 
gallium conduit à des complexes de moins en moins stables.145,147 

 
Un agent chélatant est souvent sélectionné pour sa capacité à compléter la sphère de 

coordination du métal choisi, menant généralement à la formation de complexes neutres. 
Cependant, la formation de complexes chargés peut également être envisagée afin d’influer sur la 
biodistribution du radiotraceur, notamment lors de l’utilisation de vecteurs peptidiques. Il a ainsi été 
rapporté que la biodistribution d’un dérivé de l’octréotide fonctionnalisé par un dérivé DOTA 
(DOTATOC) varie largement suivant le radionucléide utilisé (Figure I-28).153 Dans cette étude, les 
complexes d’indium et d’yttrium mobilisant tous les bras acétates, les complexes formés sont donc 
neutres. En revanche, le gallium préférant un mode hexacoordiné, seuls deux bras acétates 
participent à la coordination du métal. Le radiotraceur posséde donc une charge positive, ce qui 
influe largement sur la biodistribution du peptide. Ce phénomène a également été observé lors du 
marquage à l’indium d’un affibody décoré par un dérivé DOTA ou un dérivé NODA.154 
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Figure I-28 : Évolution de la charge du radiotraceur DOTATOC en fonction du radionucléide 
métallique utilisé.153 

D’autres dérivés macrocycliques portent des bras soufrés155 ou phosphonates156 au lieu de bras 
acétate, mais ne conduisent pas toujours à des résultats in vivo concluants malgré la grande stabilité 
des complexes formés. 

 
Enfin, d’autres paramètres tels que le caractère lipophile ou le potentiel redox sont 

généralement moins importants, mais peuvent néanmoins dans certains cas influencer le choix du 
chélatant. Les phénomènes d’oxydoréduction doivent par exemple être pris en considération dans le 
cas de complexes de cuivre. 

I.3.3 Fonctionnalisation des polyazamacrocycles pour la bioconjugaison 

I.3.3.1 Fonctionnalisation des macrocycles 

Les agents chélatants bifonctionnels macrocycliques possèdent par définition deux sortes de 
groupes fonctionnels, le premier pour compléter la sphère de coordination du métal et optimiser les 
propriétés chélatantes de la molécule, le second pour amener une fonction de greffage. L’accès à de 
tels composés impose alors de fonctionnaliser le macrocycle de base (cyclène, 13aneN4 ou 
cyclame) au niveau des atomes d’azote (N-fonctionnalisation) et/ou également au niveau du 
squelette carboné (C-fonctionnalisation). 
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Pour obtenir de tels composés, des méthodes de synthèse basées sur l’utilisation 
d’intermédiaires bisaminal ont été développées ces dernières années.157-159 Ces composés permettent 
à la fois d’accéder à divers macrocycles sélectivement N-fonctionnalisés et facilitent également 
l’introduction d’un groupement fonctionnel sur un atome de carbone. 

 
La fonction aminal représente l’équivalent azoté de la fonction acétal ou mercaptal, obtenue par 

condensation d’une amine primaire ou secondaire sur une fonction aldéhyde ou cétone (Figure 
I-29).  

 

 

Figure I-29 : Formation d’une fonction aminal. 

Au départ d’une polyamine comportant des chaînons éthyléniques ou propyléniques, on obtient 
des fonctions aminal cycliques. La formation de cycles à cinq ou six chaînons rend alors ces dérivés 
beaucoup plus stables thermodynamiquement que leurs analogues acycliques. Ces adduits aminal 
ont permis ces vingt dernières années des avancées notables dans la chimie des polyamines 
cycliques, en facilitant l’accès à de nombreux systèmes.160-162 Ils sont aujourd’hui des intermédiaires 
clés tant pour la synthèse de macrocycles dits de “base” que pour leur fonctionnalisation. 

I.3.3.1.1 N-fonctionnalisation sélective 

Avant l’apparition de l’outil bisaminal, la plupart des approches de N-fonctionnalisation 
sélective nécessitaient soit de travailler avec un excès de macrocycle, soit de mettre en œuvre des 
méthodes fastidieuses de protection/déprotection des atomes d’azote.163-165 Ces dernières impliquent 
généralement des conditions de déprotection drastiques, ce qui limite considérablement la nature 
des groupes fonctionnels qui peuvent être introduits sur le macrocycle. 

 
L’utilisation d’un “template organique” permet de rigidifier l’amine linéaire et ainsi la 

prédisposer favorablement pour la cyclisation. Lorsque l’on condense une tétraamine linéaire sur un 
dérivé α-dicarbonylé, on obtient un intermédiaire bisaminal tri-cyclique. L’action d’un dérivé 
bisélectrophile conduit à la fermeture du cycle (Schéma I-1).166,167 Il est à noter que la formation des 
différents isomères peut être contrôlée en modifiant judicieusement les conditions opératoires 
(température, solvant).160,161,168 
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Schéma I-1 

Différents macrocycles de base (cyclène, cyclame, 13aneN4) ont été ainsi préparés par 
condensation du glyoxal,169,170 de l’aldéhyde pyruvique157 et de la butanedione167 sur une tétraamine 
linéaire. 

La méthode mettant en jeu des intermédiaires de type bisaminal s’avère d’un grand intérêt pour 
la synthèse de macrocycles régiosélectivement N-fonctionnalisés. Les intermédiaires bisaminal 
issus de la condensation du glyoxal sont particulièrement intéressants si l’on cherche à introduire 
une ou deux fonctions de greffage pour la bioconjugaison, car ils permettent d’accéder à des 
intermédiaires mono- ou di-protégés. En effet, en utilisant comme agent électrophile le bromure de 
benzyle, il est possible de protéger sélectivement un seul ou deux atomes d’azote du macrocycle par 
quaternisation. Après élimination du pont bisaminal, il est alors possible de fonctionnaliser les 
autres atomes d’azote du macrocycle afin d’accéder facilement à des macrocycles di- ou tri-
fonctionnalisés tels que le DO2AtBu ou le DO3AtBu (Schéma I-2). 

 

 

Schéma I-2 

Il est ensuite aisé d’introduire une ou deux fonctions de greffage via les amines secondaires 
libres. Par exemple, le DOTA-NHS peut être préparé par réaction du bromoacétate d’éthyle avec le 
DO3AtBu pour conduire à un intermédiaire tétra-fonctionnalisé (Schéma I-3).89 Il est ensuite 
possible de déprotéger sélectivement une seule fonction acétate par saponification de l’ester 
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éthylique avant de former la fonction ester activée. Cette espèce activée peut ensuite être greffée 
telle quelle dans le cadre d’une synthèse peptidique, ou après clivage des groupements tert-butyles 
pour un greffage sur un anticorps par exemple. 

 

 

Schéma I-3 

I.3.3.1.2 C-fonctionnalisation 

L’introduction de la fonction de greffage sur le squelette carboné représente une tâche 
beaucoup plus ardue. En effet, la fonctionnalisation ne pouvant être réalisée par couplage C-C, la 
synthèse de ces dérivés implique généralement l’utilisation de synthons bisélectrophiles portant la 
fonctionnalité désirée (ou l’intermédiaire permettant d’accéder au système C-fonctionnalisé 
souhaité).171-173 Dans les nombreux travaux décrits dans la littérature, l’étape de cyclisation reste 
délicate et les rendements sont généralement faibles. 

 
Les intermédiaires bisaminal ont également été sollicités pour la synthèse de composé C-

fonctionnalisés. La préorganisation du précurseur linéaire permet d’éviter l’utilisation d’un template 
métallique ou le recours à des groupements tosyles,171 les conditions drastiques de déprotection 
utilisées pour ces deux méthodes limitant considérablement le choix du groupe fonctionnel 
introduit. Par ailleurs, les temps de réaction de l’étape de cyclisation relativement courts et les 
rendements de réaction très satisfaisants rendent l’approche bisaminal bien plus avantageuse que la 
synthèse de Tabushi,172 méthode utilisée jusqu’alors pour préparer des cyclames ou 13aneN4 C-
fonctionnalisés. De nouveaux macrocycles précurseurs d’agents chélatants bifonctionnels ont ainsi 
été préparés au sein du laboratoire au départ de différentes tétraamines (Figure I-30),157,158,162 mais 
elles impliquent encore souvent la préparation préalable du synthon C-fonctionnalisé désiré lorsque 
celui-ci n’est pas commercial. 

Il est à noter que de nouveaux macrocycles C-fonctionnalisés par une fonction amine primaire 
ont été synthétisés au laboratoire par une méthode simple et efficace faisant appel aux dérivés 
bisaminal.159 
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Figure I-30 : Exemples de composés C-fonctionnalisés obtenus via l’outil bisaminal.162 

I.3.3.2 Agents chélatants bifonctionnels à base de polyamines macrocycliques 

Ces méthodes de fonctionnalisation ont été appliquées avec succès lors du développement 
d’agents chélatants bifonctionnels macrocycliques. De nombreux agents chélatants bifonctionnels 
basés sur des macrocycles azotés ont déjà été décrits dans la littérature.89,101,174-180 La Figure I-31 
regroupe les principaux agents chélatants bifonctionnels macrocycliques utilisés en imagerie 
médicale. Ils diffèrent par la taille de la cavité macrocyclique mais également par la nature et la 
position (N- ou C-fonctionnalisation) de la fonction de greffage. 

 

 

Figure I-31 : Exemples d'agents chélatants bifonctionnels macrocycliques. 

Les différents systèmes présentés ci-dessus ont largement été utilisés pour le marquage de 
protéines telles que les anticorps,181-183 mais également en synthèse peptidique comme pour le 
marquage de dérivés de l’octréotide ou d’affibodies.28,154,178,180,184-187 Tous ces systèmes ont fait la 
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preuve de leur efficacité et ont démontré une excellente stabilité des complexes radiométalliques 
macrocycliques. 

I.4 Présentation de Pharm’Image et objectifs du travail de thèse 

Notre projet de recherche s’inscrit dans le cadre du projet scientifique du groupe d’intérêt 
économique (GIE) Pharm’Image. Ce projet transversal regroupe différents acteurs scientifiques des 
secteurs public et privé, et est axé sur l’utilisation, la mise au point de traceurs et la détermination 
de biomarqueurs capables de permettre le diagnostic de pathologies, le suivi de l’efficacité des 
traitements et la sélection de molécules plus actives. Une des thématiques majeure de ce projet 
collaboratif est le développement  Dans ce contexte, notre laboratoire intervient notamment dans 
l’élaboration de traceurs innovants à base de polyamines cycliques, et plus récemment dans le 
greffage d’agents bifonctionnels chélatants sur des vecteurs biologiques pour leur utilisation en 
imagerie médicale. Le développement de tels systèmes représente aujourd’hui un réel défi. 

 
Ce travail de thèse s’articule en deux grandes parties : 
 
1ère PARTIE : 
 
La première partie de notre travail a été axée sur la synthèse d’un dérivé macrocyclique 

bifonctionnel permettant un greffage simple et rapide sur une biomolécule d’intérêt. La synthèse de 
dérivés multimodaux porteurs à la fois d’une partie chélatante, d’un fluorophore et d’une fonction 
de greffage a également été envisagée. 

 
2nde PARTIE : 
 
La seconde partie de ce manuscrit est consacrée au greffage d’agents chélatants bifonctionnels 

sur différentes biomolécule et peut donc être subdivisée en trois sections. 
 
Une partie des travaux de recherche présentés dans ce manuscrit porte sur le greffage et la 

radiométallation d’un macrocycle azoté dérivé du DOTA sur des anticorps monoclonaux entiers 
utilisés en oncologie (Figure I-32). Une attention particulière a été apportée à la caractérisation de 
ces composés avant radiomarquage, puis à l’optimisation de la métallation afin d’obtenir un 
composé avec une haute pureté radiochimique. Ces différents immunoconjugués ont fait l’objet de 
tests in vitro avant d’être utilisés en imagerie sur le petit animal. 
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Figure I-32 : Schéma d'un anticorps immunoconjugué 

Nous avons également envisagé le greffage d’un dérivé DOTA sur un fragment Fab utilisé 
notamment en cardiologie. Nous nous sommes efforcés de mettre au point des conditions de 
greffage adaptées à ce type de protéine, dans le but de contrôler au mieux le taux de greffage de 
dérivés macrocycliques sur la biomolécule. Ici aussi, de nombreux efforts ont été consentis afin de 
mieux déterminer le site de greffage à l’aide de méthodes de caractérisation adéquates. Nous 
présenterons également une méthode de greffage optimisée nous permettant de conserver l’activité 
biologique de l’anticorps avant radiomarquage. 

 
Enfin, nous nous sommes intéressés au marquage d’un agent pro-inflamatoire par un agent 

multimodal nous permettant un d’étudier le métabolisme de la biomolécule par TEMP et par 
imagerie optique de fluorescence. 

 

NN

N N

OHO
O

HO

O OH
O

OH



 

 



 

 

Chapitre	  II	  :	  

Synthèse	  d’agents	  chélatants	  bifonctionnels	  

à	  base	  de	  polyamines	  macrocycliques	  



 

 



Chapitre II : Synthèse d’agents chélatants bifonctionnels à base de polyamines macrocycliques 

63 

II. Synthèse d’agents chélatants bifonctionnels à base de polyamines macrocycliques 

II.1 Introduction d’une fonction anhydride cyclique 

Nous l’avons évoqué dans le chapitre I, le DTPA est largement utilisé en scintigraphie pour la 
chélation de l’indium-111. L’un des premiers DTPA utilisé en immunoscintigraphie a été le DTPA 
dianhydride,87,188 dont la synthèse aisée et la facilité de mise en œuvre en ont fait pendant longtemps 
un des agents chélatants bifonctionnels les plus employés. En outre, il reste le seul exemple de 
dérivés du DTPA dont la fonction de greffage est un anhydride cyclique. Avant d’aller plus avant 
dans la synthèse de dérivés macrocycliques, nous avons décidé d’optimiser la synthèse du DTPA 
dianhydride. En effet, bien que ce réactif soit commercial et que sa synthèse soit largement décrite 
dans la littérature, il est important de déterminer au laboratoire les conditions nécessaires à la 
formation de la fonction anhydride cyclique. 

 
La synthèse du composé 1 a donc été réalisée dans des conditions similaires à celles décrites 

dans la littérature.189 La formation des deux fonctions anhydride est favorisée par la prédisposition 
des bras acétate formant des cycles à six chaînons. Le chauffage du DTPA en présence d’anhydride 
acétique et de pyridine sous atmosphère inerte permet la formation du composé 1 avec un excellent 
rendement (Schéma II-1). 

 

 

Schéma II-1 

Cette molécule est aisément caractérisable par spectroscopie de RMN 1H qui atteste de la 
conversion totale du DTPA en DTPA dianhydride (Figure II-1). 
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Figure II-1 : Spectres RMN 1H (DMSO, 300 MHz, 300 K) du DTPA et du composé 1. 

Ces premiers essais nous ont permis de déterminer les conditions optimales de formation d’une 
fonction anhydride cyclique, en vue de les appliquer à la synthèse d’un analogue en série 
macrocyclique. 

II.2 Synthèse du système DOTAGA-anhydride 

Bien que sa synthèse soit aisée et quasi quantitative, le DTPA dianhydride souffre 
d’inconvénients qui en font un outil limité. En effet, cette molécule possédant deux fonctions de 
greffage, il est difficile d’éviter la formation de dimères, voire d’agrégats de protéines lors du 
greffage de l’agent bifonctionnel (Figure II-2). De plus, des phénomènes de 
transchélation/transmétallation ont été observés sur des radioimmunoconjugués utilisant le DTPA 
comme agent chélatant, soulignant ainsi le manque de stabilité in vivo des complexes linéaires.85,140 
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Figure II-2 : Produits attendus lors de l'attaque nucléophile d'une amine primaire sur le DTPA 
bisanhydride. 

Notons qu’il n’existe aucun système équivalent dans la famille des polyamines cycliques. 
Pourtant, cette approche présente l’avantage de ne nécessiter aucun agent de couplage et de ne 
générer aucun produit secondaire après couplage. De plus, cette fonction très réactive permet de 
réaliser des couplages rapides dans des conditions douces. 

 
Prenant appui sur ces travaux, la synthèse d’un tel système a récemment été réalisée au 

laboratoire84 en partant du DOTAGA (l’acronyme GA signifie “glutaric acid”), obtenu par réaction 
d’un dérivé de l’acide glutarique sur la fonction amine secondaire du DO3AtBu.190,191 Le DOTAGA 
a récemment été utilisé sous forme de complexe de gadolinium en tant qu’agent de contraste pour 
l’IRM,12,192 ,193,194 mais également sous forme de complexe d’indium ou de gallium pour le marquage 
de cyclopeptides pour la TEMP et la TEP.195 L’attrait majeur de cette molécule s’explique par la 
présence d’une fonction acide carboxylique supplémentaire par rapport au DOTA, ce qui permet de 
conserver après greffage quatre fonctions carboxylate pour la complexation du métal. Si cette 
caractéristique n’est pas toujours cruciale pour la complexation de l’indium ou du gallium, les 
complexes d’yttrium gagnent en stabilité s’ils sont octacoordinés. 

 
La prédisposition à la cyclisation du bras dérivé de l’acide glutarique nous a permis d’accéder 

aisément à un dérivé activé que nous appellerons par la suite composé 2 ou DOTAGA-anhydride 
(Schéma II-2). Le chauffage du DOTAGA en présence d’anhydride acétique et de pyridine permet 
d’accéder au composé 2 avec un rendement quasi quantitatif. 
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Schéma II-2 

Bien que l’hydrolyse de la fonction anhydride du composé 2 soit rapide, la formation du 
composé a pu être confirmée par spectrométrie de masse ESI-MS (Figure II-3). En effet, le pic 
observé à m/z = 481,19 correspond à l’espèce [M+Na]+. 

 

 

Figure II-3 : Spectre de masse Electrospray après formation du composé 2. 

Le composé n’étant pas soluble dans les solvants deutérés autres que l’eau lourde, il n’est pas 
envisageable de le caractériser par les méthodes spectroscopiques habituelles. En effet, les 
expériences de RMN réalisées montrent clairement la présence des deux espèces cyclisée et 
ouvertes (hydrolysée) deux minutes seulement après la mise en solution du composé 2 (Figure II-4). 
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Figure II-4 : Spectre RMN 1H (D2O, 500 MHz, 293 K) du composé 1 
2 minutes après solubilisation. 

La pureté du composé 2 a donc été déterminée par réaction de deux équivalents de propylamine 
(le deuxième équivalent forme un contre-ion propylamonium) sur la fonction anhydride cyclique, et 
le produit de la réaction a ensuite été analysé par HPLC. La Figure II-5 présente les 
chromatogrammes du DOTAGA (tr = 5,72 min) et du produit de l’ouverture du composé 2 par la 
propylamine (tr = 6,39 min). L’intégration des pics indique une conversion de 96 % en anhydride. 
Des analyses par spectrométrie de masse ont permis de prouver la formation de ce “DOTAGA-
propylamine”. Des études de spectroscopie de RMN à une et deux dimensions sont venues 
confirmer ces résultats. 

 

 

Figure II-5 : Analyse HPLC après ouverture du composé 2 (A : H2O (0,4 % HCOOH), B : CH3CN, 
gradient 2 % B → 100 % B), (UV = 215 nm). 
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La fonction anhydride du produit étant dissymétrique, son ouverture sur la propylamine est 
susceptible de conduire à un mélange de deux composés. De nombreuses études par spectroscopie 
de RMN ont été réalisées et ont permis de prouver que la réaction d’ouverture de l’anhydride est 
régiosélective et conduit uniquement au produit portant la fonction amide sur le bras butanoate 
(Schéma II-3).84 

 

 

Schéma II-3 

La modélisation moléculaire du composé 2 (Figure II-6) a permis d’apporter une explication à 
cette sélectivité. D’après la vue CPK, l’attaque sélective de la fonction amine primaire de la 
propylamine pourrait s’expliquer par une plus grande accessibilité de l’atome de carbone C1, qui 
contrairement à C2, n’est pas confronté à la gêne stérique du macrocycle. Cette hypothèse a été 
confirmée par des études de RMN à deux dimensions (NOESY, HMQC et HMBC). 

 

 

Figure II-6 : Vue CPK et représentation modélisée du DOTAGA-anhydride (méthode semi-
empirique RM1 réalisée avec le logiciel HyperChem). 

Il a donc été possible de réaliser au laboratoire la synthèse d’un dérivé macrocyclique porteur 
d’une fonction anhydride, en seulement trois étapes à partir du DO3AtBu. Nous disposons donc 
d’un analogue macrocyclique du DTPA dianhydride, présentant l’avantage de ne posséder qu’une 
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seule fonction de greffage et donc d’éviter ainsi la formation d’agrégats protéiques après greffage. 
Le greffage du composé 2 sur des biomolécules sera décrit par la suite dans le chapitres 3. 

II.3 Synthèse de précurseurs bimodaux 

Nous l’avons évoqué précédemment, l’intégration d’une seconde modalité sur un seul et même 
traceur trouve de nombreuses applications en imagerie in vivo comme in vitro. L’intégration de 
deux marqueurs sur une seule molécule présente l’avantage de tirer profit de chacune des modalités 
d’imagerie, mais également d’assurer une biodistribution identique des deux sondes et d’éviter 
l’accumulation des toxicités intrinsèques à chaque marqueur. Le couplage de la TEMP et de 
l’imagerie optique fait de plus en plus l’objet d’études, et de nouvelles sondes imageantes 
monomoléculaires présentant à la fois un fluorophore et un marqueur radioactif ont fait leur 
apparition.47,196-199 En effet, si chaque technique d’imagerie possède ses avantages, leurs limitations 
sont également à prendre en considération. Dans le cas de la TEMP, la durée de l’étude sera ainsi 
conditionnée par la période du radionucléide utilisé, tandis que l’imagerie par fluorescence souffre 
d’une pénétrabilité limitée. La combinaison de ces deux techniques d’imagerie de sensibilités 
comparables permet alors une co-validation ou une consolidation de l’interprétation du phénomène 
observé. 

II.3.1 Synthèse d’un dérivé DOTA-fluorescéine anhydride 

II.3.1.1 Choix des différents constituants 

Dans un souci d’homogénéité et de comparaison entre les différents marqueurs synthétisés, 
nous avons choisi de synthétiser un agent bimodal porteur d’une fonction de greffage anhydride 
cyclique. 

 
La molécule synthétisée est destinée à être utilisé en TEMP et il est donc nécessaire d’intégrer 

un agent chélatant permettant une complexation efficace du radiométal. Nous avons donc 
logiquement choisi un dérivé du DOTA pour la chélation d’un radionucléide tel que l’indium-111. 

 
La fluorescéine est un fluorophore organique très largement utilisé dans le domaine de la 

biologie.59,200,201 Le dérivé de la fluorescéine le plus utilisé dans ce secteur est la fluorescéine 
isothiocyanate (FITC), dont la fonction de greffage isothiocyanate permet son greffage sur des 
résidus lysine. Cette molécule sert notamment au marquage d’anticorps utilisés en imagerie 
cellulaire.202-204 La fluorescéine possède l’avantage de présenter une bonne hydrosolubilité, mais 
surtout un rendement de fluorescence (rendement quantique) très élevé, permettant une détection de 
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la fluorescence à des concentrations extrêmement faibles. Nous avons donc logiquement choisi ce 
fluorophore comme brique moléculaire pour l’imagerie optique. 

 
Enfin, l’utilisation d’un espaceur (linker) porteur de fonctions réactives est nécessaire afin de 

lier les différentes “briques” en une seule molécule. Nous avons choisi d’utiliser un dérivé de la 
lysine, dont les deux fonctions amine primaire et la fonction acide carboxylique permettront 
l’insertion de chaque groupe fonctionnel. 

 
Notons que des systèmes DOTA-fluorescéine monomoléculaires ont déjà été introduits par 

synthèse peptidique supportée sur des vecteurs biologiques dérivés de l’octréotide ou de la 
bombésine.46 Cependant, aucune synthèse en solution de ces systèmes multimodaux possédant une 
fonction de greffage n’a été décrite à notre connaissance. 

II.3.1.2 Synthèse de la sonde multimodale 

La synthèse de la sonde bimodale peut se résumer en l’assemblage des différents éléments cités 
précédemment. La Figure II-7 schématise cet assemblage pour obtenir la molécule cible. 

 

 

Figure II-7 : Assemblage envisagé de l'agent bimodal. 

En partant de la Nα-(carbobenzyloxy)-L-lysine (L-Lys(Z)-OH) commerciale, nous avons dans 
un premier temps réalisé la N-alkylation de la fonction amine primaire libre par action de deux 
équivalents de bromoacétate de tert-butyle en présence d’un excès de base organique, dans un 
mélange eau/acétonitrile.205 L’introduction de l’agent chélatant a ensuite été réalisée par couplage 
peptidique entre la fonction acide carboxylique du composé 3 et la fonction amine primaire du 
DO3AtBu-N-(2-aminoéthyl)éthanamide pour former le composé 4 avec un bon rendement (Schéma 
II-4). Dans le cadre d’une utilisation en TEMP, et sachant que ces systèmes ne sont pas voués à être 
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utilisés en radioimmunothérapie, il n’est pas nécessaire de conserver quatre bras acétate pour la 
chélation d’un radionucléide trivalent tel que l’indium. 

 

 

Schéma II-4 

La déprotection de la fonction amine primaire par hydrogénolyse paladocatalysée permet 
d’accéder au composé 5 avec un rendement de 93 % (Schéma II-5). 

 

 

Schéma II-5 

L’analyse des spectres RMN 1H et 13C des composés 4 et 5 enregistrés à 353 K dans le DMSO-
d6 à une fréquence de 600 MHz a permis de confirmer la formation du composé désiré (Figure 
II-8). La disparition des signaux entre 7,25 et 7,42 ppm (protons aromatiques), du singulet (NH) à 
6,92 ppm, et des deux doublets (CH2) à 5,06 et 5,02 ppm prouve la déprotection du carbamate de 
benzyle en amine primaire sans aucune ambigüité. On peut également noter le blindage du multiplet 
à 3,94 ppm intégrant pour un 1H qui correspond au proton en position α du carbonyle du dérivé de 
la lysine. 
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Figure II-8 : Spectres RMN 1H (DMSO, 600 MHz, 353 K) des composés 4 et 5. 

L’attaque nucléophile de la fonction amine primaire du composé 5 sur la fonction 
isothiocyanate du FITC permet la formation du composé 6 via la formation d’une fonction thiourée 
(Schéma II-6). 

 

 

Schéma II-6 

L’avant dernière étape de synthèse consiste à déprotéger les fonctions acétate du composé 6 par 
hydrolyse des esters tert-butyliques à l’aide de l’acide trifluoroacétique. Malheureusement, le 
produit de la réaction n’a pu être isolé ni même observé par spectrométrie de masse. Après une 
étude bibliographique approfondie, il apparaît que les conditions acides de la déprotection 
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provoquent une dégradation du composé pouvant être assimilée à une dégradation d’Edman 
(Schéma II-7).206 

 

 

Schéma II-7 
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Ce mécanisme a pu être confirmé par une analyse approfondie du spectre de masse électrospray 
(ionisation négative) du composé brut (Figure II-9). En effet, au moins un des deux sous-produits de 
la dégradation a pu être observé. 

 

Figure II-9 : Spectre de masse Electrospray après déprotection du composé 6. 

Cette réaction de dégradation n’intervient que dans le cas de fonctions thiourées situées en 
position α d’un acide aminé. Afin de contourner ce problème le fluorophore peut être positionné en 
position ε de l’amino acide, mais cette opération nécessiterait de nombreuses modifications du 
schéma de synthèse. Une seconde solution consiste à utiliser une autre fonction sur le fluorophore 
capable de réagir avec une amine primaire. 

 
L’ouverture de l’anhydride succinique sur la 5-aminofluorescéine permet d’accéder au 

composé 7 avec un rendement de 81 % (Schéma II-8). L’introduction de ce nouveau dérivé de la 
fluorescéine sur le motif lysine peut ensuite être réalisée par couplage peptidique entre la fonction 
acide carboxylique du composé 7 et l’amine primaire du composé 5. Après traitement de la 
réaction, le composé 8 est obtenu avec un rendement de 69 %. 
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Schéma II-8 

La formation du composé 8 a pu être prouvée par analyse des spectres de RMN 1H, 13C, COSY 
et HMQC, ainsi que par spectrométrie de masse électrospray (Figure II-10). 

 

 

Figure II-10 : Spectre de masse Electrospray du composé 8. 
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Le composé 8 est placé dans l’acide trifluoroacétique en présence de triisopropylsilane pendant 
72 heures afin de libérer les cinq fonctions acide carboxylique, permettant d’isoler le composé 9 
avec un rendement de 97 % (Schéma II-9). 

 

 

Schéma II-9 

Le spectre de RMN 1H du composé 9 a été enregistré à 363 K dans le DMSO, à une fréquence 
de 500 MHz. En s’appuyant le spectre RMN 13C{1H} et les cartes de corrélation COSY {1H-1H} et 
HMQC {13C-1H}, l’ensemble des signaux du spectre de RMN 1H a pu être attribué (Figure II-11). 

 

 

Figure II-11 : Spectre de RMN 1H (500 MHz, DMSO, 363 K) du composé 9. 
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La formation de l’espèce activée sous la forme d’anhydride cyclique pourra finalement être 
réalisée grâce à la prédisposition des deux fonctions acétate en position ε à former un cycle à six 
chaînons. Cependant, il nous faudra envisager l’utilisation d’un autre agent de cyclisation que le 
mélange pyridine/anhydride acétique utilisé pour la synthèse des composés 1 et 2. En effet, ces 
conditions de synthèse mènent inévitablement à la formation de la fluorescéine diacétate,207,208 
dérivé de la fluorescéine non fluorescent. L’utilisation du dicyclohexylcarbodiimide (DCC) en tant 
qu’agent de déshydratation a été rapportée dans la littérature209 et devrait donc nous permettre 
d’accéder au produit final (Schéma II-10). Ces travaux sont actuellement en cours au laboratoire. 

 

 

Schéma II-10 
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Dans l’optique d’étendre notre gamme de cibles biologiques, nous avons également envisagé 
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La protection de l’amine primaire libre de la L-Lys(Z)-OH par un groupement Boc a tout 

d’abord été réalisée par action du dicarbonate de di-tert-butyle (Boc2O) en milieu basique dans un 
mélange eau/dioxane.210 Suivant le protocole utilisé pour la synthèse du composé 4, l’agent 
chélatant est ensuite introduit par couplage peptidique entre la fonction acide carboxylique du 
composé 10 et la fonction amine primaire du DO3AtBu-N-(2-aminoéthyl)éthanamide pour former 
le composé 11 avec un bon rendement (Schéma II-11). 

 

 

Schéma II-11 

La formation du composé 11 a été mise en évidence par analyse des différents spectres de 
RMN enregistrés à 363 K dans le DMSO-d6 à une fréquence de 500 MHz. La carte de corrélation 
COSY nous permet notamment de mettre en évidence le couplage des différents protons amidiques 
avec les groupements CH ou CH2 adjacents (Figure II-12). 
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Figure II-12 : Carte de corrélation COSY {1H-1H} du composé 11 (DMSO, 500 MHz, 363 K). 

La déprotection de la fonction amine primaire par hydrogénolyse paladocatalysée permet 
d’accéder au composé 12. Ce dernier, pourra par la suite être couplé au composé 7 par couplage 
peptidique et devrait permettre l’obtention du composé DOTA-fluorescéine protégé (Schéma II-12). 
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Schéma II-12 

La déprotection de la fonction amine primaire ainsi que des groupements acide carboxylique 
permettra alors l’insertion des différentes fonctions de greffage désirées via la fonction amine 
primaire disponible (Schéma II-13). Ainsi, l’insertion d’une fonction isothiocyanate peut être 
réalisée par le couplage d’un dérivé intermédiaire nitro, tandis que l’utilisation d’un ester activé 
porteur d’un groupement maléimide permettrait de cibler les résidus cystéines. 
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Schéma II-13 

Ces différents composés, actuellement en cours de développement au laboratoire, permettront 
d’accéder à de nouveaux immunoconjugués porteurs d’un fluorophore et d’un marqueur radioactif 
pour l’imagerie in vitro et in vivo. 

II.4 Conclusion 

Nous avons présenté dans ce chapitre la synthèse d’un agent chélatant macrocyclique 
bifonctionnel porteur d’une fonction de greffage anhydride cyclique. Ce polyazacycloalcane a dors 
et déjà été intégré à des nanoparticules d’oxyde de gadolinium,211 et son utilisation en 
immunoscintigraphie sera décrite dans le chapitre III. Nous avons par la suite envisagé 
l’introduction de cette fonction anhydride cyclique sur un système multimodal DOTA-fluorescéine. 
Enfin, la synthèse de dérivés de ce système DOTA-fluorescéine porteurs d’autres fonctions de 
greffage est en cours au laboratoire. 

 
Parallèlement à ces travaux, d’autres agents bimodaux ont été synthétisés au laboratoire dans le 

cadre de la thèse de Claire Bernhard, notamment un système intégrant une partie macrocyclique 
ainsi qu’un fluorophore de type BODIPY®.84,99 Les dipyrométhènes de bore, plus connus sous la 
dénomination “Bodipy”, sont des fluorophores qui présentent de bonnes propriétés de fluorescence 
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tout en possédant une stabilité accrue à l’égard de phénomènes de dégradation tels que le 
photoblanchiement. 

 
Cet agent bimodal a été construit selon le même raisonnement précédemment utilisé. Un amino 

acide modifié a été utilisé comme plateforme afin d’introduire un motif macrocyclique et un 
synthon Bodipy en plus d’une fonction de greffage. La Figure II-13 présente la structure de cet 
agent bimodal que nous appellerons DOTA-Bodipy-NCS. 

 

 

Figure II-13 : Structure du DOTA-Bodipy-NCS. 

Le greffage de ce composé sera également décrit dans le chapitre III. 
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III. Greffage et marquage de molécules biologiques pour l’imagerie ciblée 

III.1 Marquage du trastuzumab et du cétuximab : nouveaux traceurs pour 
l’imagerie vectorisée en oncologie 

Avec le développement de la médecine “personnalisée”, les anticorps monoclonaux 
redeviennent des outils incontournables pour le développement de l’imagerie moléculaire. Afin 
d’évaluer un nouvel agent chélatant pour l’imagerie TEMP, il est nécessaire de sélectionner un 
vecteur biologique adapté dont les caractéristiques pharmacodynamiques ont déjà été éprouvées. 
Cependant, le traceur doit également susciter un intérêt pour la communauté scientifique. La section 
suivante porte donc sur le marquage de deux anticorps monoclonaux qui font actuellement l’objet 
de nombreuses études en oncologie et qui s’inscrivent parfaitement dans le contexte du projet 
Pharm’Image®. Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec la société Oncodesign, spécialisée 
dans l’évaluation pré-clinique de thérapies anti-cancéreuses. 

III.1.1 Mise au point des conditions expérimentales 

Le greffage de petites molécules organiques sur des biomolécules nécessite de nombreuses 
optimisations, tant au niveau de la réaction de greffage proprement dite que pour les techniques 
d’analyse du produit final. Il convient donc de décrire les différents éléments à considérer pour 
réaliser et caractériser une réaction de bioconjugaison. 

III.1.1.1 Méthode de greffage 

Notons tout d’abord que toutes les biomolécules faisant l’objet d’études dans ce travail de thèse 
sont utilisées en clinique. Il est donc nécessaire d’éliminer les différents excipients entrant dans la 
formulation du médicament afin d’éviter la formation de produits secondaires. Chaque protéine a 
par conséquent été purifiée par filtration centrifuge avant tout autre traitement. 

 
Tous les greffages réalisés dans les sections suivantes ont été réalisés en milieu aqueux 

tamponné. Dans la majorité des cas, la solution tampon utilisée est un tampon phosphate salin 
(PBS) 0,1 M à pH = 7,4, et les réactions de bioconjugaison sont réalisées à 25 °C. 

 
La majorité des réactions ont été réalisées sur le modèle décrit par De Vries et coll.96 Les 

différentes molécules à greffer sont mises en suspension dans le chloroforme à des concentrations 
définies, et la quantité désirée de suspension est ensuite placée dans un microtube en polypropylène. 
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Après évaporation du chloroforme, la solution de protéine est additionnée dans des quantités 
prédéfinies, et le milieu réactionnel est agité sur agitateur orbital (vortex). La filtration centrifuge 
s’est révélée une méthode simple et rapide de purification des produits par rapport à la dialyse. 
Notre choix s’est porté sur des microfiltres centrifuges Nanosep® (Pall Corporation) avec différents 
seuils de coupure suivant le poids moléculaire de la protéine à purifier. Tous les produits finaux ont 
été conservés en solution dans le PBS à 4 °C. 

III.1.1.2 Analyse des échantillons 

Une analyse quantitative et qualitative des échantillons est un prérequis indispensable à la 
réalisation d’expérimentations in vitro et in vivo. Les deux principales informations nécessaires sont 
d’une part la concentration en protéine de la solution utilisée, et d’autre part le taux de greffage de 
l’immunoconjugué. 

III.1.1.2.1 Détermination de la concentration de la solution 

La concentration en protéine d’une solution est généralement exprimée en mg.mL-1 et peut être 
déterminée de différentes manières. La majorité des méthodes de détermination de la concentration 
en protéine sont des méthodes colorimétriques (méthodes de Bradford, de Lowry, etc.) et 
nécessitent la réalisation de courbes d’étalonnage par spectrophotométrie UV-visible à l’aide d’une 
solution de protéine à une concentration connue. 

 
Il est également possible de déterminer la concentration de la solution par spectrophotométrie 

UV-visible. L’absorbance maximale se situe à 280 nm, et si l’on dispose du coefficient d’extinction 
molaire de la protéine, il est alors aisé de déterminer la concentration en protéine de la solution par 
lecture de l’absorbance à 280 nm. Étant en possession de ces valeurs pour chacune des protéines 
étudiées, nous avons choisi cette technique de détermination de la concentration pour toutes les 
expériences décrites. La concentration de chaque solution a donc été déterminée avant et après 
greffage, en considérant l’absorbance à 280 nm du fragment macrocyclique comme négligeable. 

III.1.1.2.2 Détermination du taux de greffage 

Nous avons choisi d’utiliser la spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionisation – Time Of Flight) comme outil de détermination du taux de greffage. Cette 
méthode est en effet l’une des plus simple à mettre en œuvre, et présente l’avantage de ne nécessiter 
qu’une très faible quantité de produit. Elle nécessite néanmoins de nombreuses optimisations, tant 
au niveau des réglages de l’appareil que lors de la préparation de l’échantillon. 
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La source MALDI repose sur le bombardement à l’aide d’un laser d’une substance dispersée 

dans une matrice solide. Cette matrice possède un fort pouvoir d’absorption du rayonnement, et 
transfère l’énergie vers l’analyte afin de l’ioniser. Le choix de la matrice et la préparation du dépôt 
sont deux éléments déterminants pour obtenir une bonne ionisation de l’analyte. Après de nombreux 
tests de matrices (Figure III-1), et en se référant à la littérature,212,213 l’acide sinapinique (SA) s’est 
révélé la matrice permettant d’obtenir la meilleure détection et la meilleure résolution. 

 

 

Figure III-1 : Représentation des différentes matrices testées pour l'analyse de protéines. 

Il est à noter que la détermination du taux de greffage ne peut se faire que si la protéine de 
référence a subi les mêmes opérations (changement de tampon, ajout d’un solvant organique…) que 
l’échantillon à analyser. En effet, nous avons pu constater qu’un changement de tampon, ou la 
présence d’un solvant organique tel que le DMSO lors de l’analyse d’un même composé conduit à 
une variation de m/z pouvant aller jusqu’à 2000 unités de masse. Il est donc essentiel de pouvoir 
garantir que la différence de masse observée est uniquement due au greffage de l’agent chélatant. 
Le taux de greffage est alors obtenu par simple différence entre la masse de l’immunoconjugué et 
celle de la protéine “native”. 

III.1.1.3 Radiomarquage 

III.1.1.3.1 Conditions opératoires 

La manipulation de radionucléides nécessite la mise en œuvre de conditions opératoires 
particulières. Toutes les expériences de radiométallation ont été réalisées derrière un écran plombé 
ou dans une cellule blindée suivant les activités manipulées. Comme il a été évoqué précédemment, 
nous avons choisi de réaliser les radiomarquages avec l’indium-111 afin de pouvoir réaliser par la 
suite des études de biodistribution in vivo du radiotraceur par TEMP. 

 
L’indium-111 (t1/2 = 67,3 h) est disponible commercialement sous forme de chlorure d’indium-

111 solubilisé dans une solution d’acide chlorhydrique (HCl 0,05 N). Notons que la préparation de 
radioimmunconjugués ne nécessite que de faibles activités, et le radionucléide est donc présent à 
l’état de trace. À titre d’exemple, une activité de 37 MBq d’indium-111 correspond à une quantité 
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de 21,3 pmol. Dans ce contexte, il est primordial d’éviter toute contamination métallique qui 
pourrait réduire de façon drastique le rendement de radiomarquage. Afin de minimiser ce risque, 
toute la verrerie et tous les consommables plastique (pointes de micropipette, microtubes, etc.) ont 
été traités à l’acide chlorhydrique 3 N puis rincés abondamment à l’eau ultra pure 18,2 MΩ avant 
d’être séchés à l’étuve. Pour les mêmes raisons, les solutions tampons ont été préparées à partir de 
sels exempts d’impuretés métalliques (Trace Select®) et d’eau ultra pure 18,2 MΩ. 

 
Le fait de travailler avec des traces d’indium-111 implique d’utiliser un excès d’agents 

chélatants par rapport au radionucléide. En effet, suivant l’application visée (tests in vitro, imagerie 
in vivo), il n’est pas utile d’engager plus de radioactivité que nécessaire, tant pour des raisons 
évidentes de radioprotection que pour des raisons de coût. 

III.1.1.3.2 Contrôle qualité 

Le contrôle de la pureté radiochimique est réalisé par radio-ITLC (Instant Thin Layer 
Chromatography) grâce à un radiochromatographe γ. La phase stationnaire de chromatographie 
consiste en un papier de microfibres de verre imprégné de gel de silice. L’utilisation d’une solution 
de citrate de sodium à pH = 5 comme éluant permet de séparer l’indium-111 libre ou complexé à un 
agent chélatant (DOTA, DTPA, EDTA) d’un anticorps radiomarqué. Dans ce système, le 
radioimmunoconjugué reste au point de dépôt tandis que le radionucléide libre migre en front de 
solvant. Le radiochromatographe permet ensuite de localiser la radioactivité sur toute la bande 
chromatographique. Le chromatogramme obtenu permet ensuite de déterminer le rendement de 
radiomarquage et la pureté radiochimique (PRC) par intégration des différents pics présents (Figure 
III-2). 

 

 

Figure III-2 : Radiochromatogrammes ITLC d’un anticorps radiomarqué (gauche) 
et de l’indium-111 libre (droite). 
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III.1.2 Marquage du trastuzumab 

III.1.2.1 Le trastuzumab : état de l’art 

Le trastuzumab (Herceptin®, Roche) est un anticorps monoclonal humanisé de la famille des 
IgG qui se lie sélectivement au récepteur HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) 
également appelé HER2/neu, ErbB2 ou encore c-erbB2. HER2 est une protéine transmembranaire 
impliquée dans la croissance, la survie et la multiplication des cellules, et est surexprimée dans de 
nombreux types de cancers (sein, ovaires, glandes salivaires, estomac, reins, colon, prostate, 
urinaire, et cancer bronchique non à petites cellules). Ainsi, 25-30 % des cancers du sein 
surexpriment HER2.214,215 La surexpression de ce récepteur favorise l’augmentation de la 
prolifération, de la motilité, et du taux de survie des cellules cancéreuses, et est généralement 
associée à une résistance de la maladie vis-à-vis des traitements anticancéreux conduisant à un 
mauvais pronostic de survie à long terme. Par conséquent, HER2 est apparu comme une cible de 
choix pour la thérapie du cancer du sein, menant au développement de nouveaux anticorps, dont le 
trastuzumab. 

 
Par sa liaison au domaine extracellulaire du récepteur HER2, le trastuzumab inhibe les 

processus de croissance cellulaire, et permet également la destruction de la cellule par le système 
immunitaire.216 Les traitements anticancéreux à l’Herceptine permettent donc principalement de 
ralentir voire d’arrêter le développement de la tumeur. Cet anticorps est donc utilisé en association 
avec des anticancéreux qui auront pour rôle de détruire les cellules cancéreuses. 

 
L’efficacité du trastuzumab dépend du degré d’expression de HER2 dans la tumeur primaire, et 

il est donc nécessaire de déterminer un “statut HER2” afin de décider si un traitement à l’Herceptine 
est nécessaire. La détermination du statut HER2 est aujourd’hui réalisée à l’aide de techniques 
d’immunohistochimie (IHC), d’hybridation in situ en fluorescence (FISH)217 ou chromogénique 
(CISH)218. Ces outils indispensables pour la sélection des patients souffrent cependant d’une mise 
en œuvre délicate en milieu clinique pouvant mener à un taux d’erreur supérieur à 20 %.219-221 De 
plus, le caractère invasif des prélèvements limite leur répétition et la quantité d’échantillon. Le 
succès d’une thérapie ciblée sur HER2 est donc fortement dépendant d’une caractérisation fine de 
l’expression de HER2. Afin de sélectionner les patients éligibles à un traitement par le trastuzumab, 
il est nécessaire d’évaluer systématiquement leur statut HER2, et donc de procéder à une 
intervention invasive. En outre, les cancers du sein HER2-positifs sont hétérogènes, et des 
différences de statut HER2 peuvent apparaître entre la tumeur primaire et les métastases.222,223 Il est 
donc clair qu’une méthode plus précise et plus fiable permettant de déterminer à la fois le statut 
HER2 de la tumeur primaire et des métastases serait une grande avancée dans le traitement de ces 
pathologies. 
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Les nouvelles méthodes d’imagerie moléculaire peuvent alors fournir des informations 

complémentaires en temps réel et de façon non invasive. De tels outils trouvent une utilité non 
seulement pour la détermination du statut HER2 de la tumeur primaire et des métastases, mais 
également dans le cadre d’un suivi thérapeutique. Le trastuzumab a déjà fait l’objet de nombreux 
radiomarquages, tant dans une optique d’imagerie que pour une utilisation en radioimmunothérapie. 
On trouve dans la littérature de nombreux exemples de marquages du trastuzumab par des 
radiochélates d’indium-111 pour la TEMP, mais également de lutétium-177 pour la radiothérapie 
métabollique.86,96,109,182,224 Concernant la TEP, des exemples de marquages impliquants des agents 
chélatants ont été rapportés lors de l’utilisation de cuivre-64 ou de zirconium-89.86,126,225 Ces 
nouveaux outils ont permis de nombreuses avancées dans la compréhension du développement de 
ces cancers du sein, mais de nombreux points restent à éclaircir et aucune de ces études n’a permis 
de mettre au point une méthode non invasive du statut HER2. Le marquage du trastuzumab par des 
radiomarqueurs innovants reste donc un sujet d’actualité en oncologie, et il est du ressort du 
chimiste de développer ces nouveaux marqueurs. 

III.1.2.2 Greffage d’agents chélatants 

Comme nous l’avons expliqué dans le paragraphe III.1.1, tous les greffages décrits ont 
nécessité de nombreuses optimisations, et les résultats présentés ici ne font état que des produits qui 
ont pu être caractérisés sans équivoque. 

III.1.2.2.1 Validation de la voie de greffage 

Nous avons dans un premier temps réalisé le greffage du composé 1 sur le trastuzumab 13 
selon les conditions décrites dans la littérature.96 L’ouverture d’un équivalent de DTPA dianhydride 
sur les amines primaires conduit à la formation de l’immunoconjugué 14 (Schéma III-1). 
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Schéma III-1 

Le spectre de masse MALDI-TOF du composé 14 (Figure III-3) nous permet de déterminer un 
taux de greffage de 0,5 fragments de DTPA par anticorps en moyenne. Cette valeur est obtenue par 
calcul de la différence entre la valeur des pics moléculaire des composés 14 et 13, et en considérant 
qu’un fragment DTPA a une masse molaire d’environ 376 g.mol-1. 

 

 

Figure III-3 : Spectres de masse MALDI-TOF des composés 13 et 14. Les chiffres entre parenthèse 
indiquent la charge de l’espèce. 

Ces premiers résultats en accord avec la littérature nous ont conduit à réaliser le greffage du 
composé 2 sur le trastuzumab. 
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III.1.2.2.2 Greffage du DOTAGA-anhydride 

Contrairement au composé 1 qui possède deux fonctions de greffage, le composé 2 ne 
comporte qu’une seule fonction de greffage, ce qui évite par là même toute formation de dimère ou 
d’agrégat d’anticorps. 

 
Nous avons dans un premier temps reproduit à l’identique l’expérience menée avec le composé 

1 par action d’un équivalent du composé 2 sur le trastuzumab 13 (Schéma III-2). 
 

 

Schéma III-2 

Le composé 15 ainsi obtenu a pu être caractérisé par spectrométrie de masse MALDI-TOF 
(Figure III-4), permettant de déterminer un taux de greffage de 0,7 DOTAGA par anticorps en 
moyenne (avec MDOTAGA = 460 g.mol-1). 
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Figure III-4 : Spectres de masse MALDI-TOF des composés 13 et 15. Les chiffres entre parenthèse 
indiquent la charge de l’espèce. 

De nombreux autres tests de greffage ont par la suite été réalisés en faisant varier d’une part le 
nombre d’équivalents n du composé 2 et d’autre part la concentration en protéine de la solution 
[13]. Ces différentes réactions peuvent être résumées par le Schéma III-3. 

 

 

Schéma III-3 

Le Tableau III-1 regroupe les principaux résultats obtenus en précisant les conditions 
opératoires utilisées. Les spectres de masse MALDI-TOF (140 à 170 kDa) qui nous ont permis de 
déterminer le taux de greffage n sont également représentés. On peut noter qu’une concentration en 
anticorps plus élevée permet d’obtenir des taux de greffage plus élevées pour un ratio 
DOTAGA/anticorps identique. 
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Composé 
Concentration 

protéique 
(mg.mL-1) 

Nombre 
d’équivalents m 

du composé 2 

Taux de greffage 
(n DOTAGA / 
trastuzumab) 

Spectre de masse 
MALDI-TOF 

15 16 1 0,7 

 

16 16 20 7,6 

 

17 4 6 1,1 

 

18 4 20 2,6 

 

Tableau III-1 : Les résultats présentés montrent qu’une concentration en protéine plus grande 
permet d’obtenir des taux de greffage plus élevés à nombre d’équivalents du composé 2 égal. 

Un taux de greffage trop important risque de perturber grandement l’activité biologique de la 
protéine. En revanche, un taux de greffage trop faible conduira inévitablement à une baisse de la 
concentration en agent chélatant, ce qui peut réduire significativement la cinétique de 
radiométallation. La prise en compte de ces paramètres nous a conduit à choisir les composés 17 et 
18 pour les étapes suivantes de radiométallation et de tests biologiques. 

III.1.2.3 Radiomarquage du trastuzumab 

Avant de pouvoir réaliser les tests in vitro et in vivo, il est nécessaire de mettre au point une 
méthode efficace et reproductible de radiomarquage. De nombreuses conditions de radiométallation 
ont été reportées dans la littérature, mais dans la majorité des cas, une solution tampon d’acétate 
d’ammonium est utilisée afin de neutraliser l’acidité de la solution de chlorure d’indium-111. 
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Nous avons donc réalisé le radiomarquage du composé 17 à 400 MBq.mg-1 de protéine dans un 
mélange de tampons acétate d’ammonium, phosphate (PBS) et HCl pour rester dans une gamme de 
pH comprise entre 4 et 5 (Schéma III-4). 

 

 

Schéma III-4 

Si les premiers essais ne nous ont pas permis d’obtenir des résultats satisfaisants, 
l’augmentation de la proportion de PBS (40 %) semble conduire à la formation du composé attendu. 
En effet, on observe sur le radiochromatogramme ITLC présenté en Figure III-5 un pic à 20 mm 
(point de dépôt) correspondant au radioimmunoconjugué désiré. Le pic de l’indium-111 libre entre 
90 et 100 mm n’est pas observé, et ce composé peut donc a priori être directement utilisé pour des 
tests in vitro puis in vivo sans étape de purification. 

 

 

Figure III-5 : Radiochromatogramme ITLC du composé 17 après radiomarquage à l’indium-111. 

Un test de stabilité de l’anticorps radiomarqué a été réalisé par compétition avec un large excès 
de DTPA (1000 équivalents) dans le PBS à 4 °C. Une analyse par radio-ITLC a ensuite été réalisée 
et a montré un déplacement instantané de l’indium-111 dans le DTPA (Figure III-6). 
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Figure III-6 : Radiochromatogramme ITLC du produit de radiométallation après compétition avec 
un excès de DTPA. 

Une analyse approfondie de la littérature nous a permis de trouver une explication à ces 
résultats surprenants. En effet, les ions phosphate sont connus pour former des espèces insolubles 
en milieu aqueux avec de nombreux ions métalliques. Ainsi, l’indium-111 forme une suspension 
colloïdale avec les ions phosphates,226,227 ce qui explique la présence d’un seul pic de radioactivité 
au point de dépôt. 

 
Afin de nous affranchir de ce problème, nous avons logiquement décidé d’éliminer toute trace 

d’ions phosphate de nos solution d’anticorps par une série de filtrations centrifuges et de rinçages 
avec un tampon acétate d’ammonium 0,1 M à pH = 5,7. Nous avons également décidé d’utiliser le 
composé 18 pour les expériences suivantes afin d’augmenter sensiblement la concentration de la 
solution en DOTA. Le composé 18 en solution dans un tampon acétate d’ammonium 0,1 M à pH = 
5,7 a été radiomarqué à l’indium-111 (400 MBq.mg-1) en solution dans HCl 0,05 N. Après 
optimisation des conditions de réactions le composé 19 a pu être obtenu (Schéma III-5). 
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Schéma III-5 

Une solution d’EDTA 0,1 M a ensuite été additionnée afin de piéger l’indium non complexé 
par les motifs DOTA. Cette procédure nous a permis d’obtenir un rendement de radiomarquage de 
75 %, avec une pureté radiochimique > 99 % après purification par filtration centrifuge (Figure 
III-7). 

 

 

Figure III-7 : Radiochromatogrammes ITLC du composé 19 après addition d’EDTA en excès 
(gauche), puis après purification par filtration centrifuge (droite). 

Notons que l’addition d’EDTA est une étape indispensable si l’on envisage des tests 
biologiques in vitro ou in vivo. En effet, le rendement de radiomarquage déterminé par ITLC 
diminue systématiquement d’environ 10 % après ajout d’un agent chélatant compétiteur ce qui 
laisse supposer une liaison aspécifique de l’indium-111 à l’anticorps. Bien évidemment, la 
purification du composé est également essentielle et permet par la même occasion de remplacer la 
solution tampon de marquage par une solution tampon compatible avec les applications en milieu 
biologiques, telle que le PBS. 
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III.1.2.4 Tests d’activité in vitro 

Ces premières expériences de radiomarquage nous ont permis de mettre au point des conditions 
réactionnelles satisfaisantes. Cependant, avant de pouvoir étudier la biodistribution du traceur in 
vivo, il est nécessaire de s’assurer que l’anticorps conserve ses propriétés biologiques par des tests 
in vitro. 

III.1.2.4.1 Détermination de l’affinité du 111In-DOTAGA-trastuzumab 

La première expérience de contrôle de l’activité consiste à déterminer l’affinité du trastuzumab 
radiomarqué pour son antigène HER2. L’affinité d’un anticorps (caractérisée par sa constante de 
dissociation Kd) pour sa cible est généralement de l’ordre de 10-9 - 10-10 M. Toute modification 
apportée à un anticorps a souvent pour conséquence une diminution de son affinité pour sa cible 
(cette diminution pouvant avoir aussi un impact sur la biodistribution et sur la capacité de 
l’analogue à s’accumuler dans les tumeurs). Il est donc nécessaire d’évaluer l’affinité des analogues 
du trastuzumab pour l’antigène HER2. 

 
Pour comprendre l’importance et le principe de cette expérience, il est nécessaire de bien saisir 

les notions de liaison totale et de liaison non spécifique. La liaison totale est déterminée en incubant 
une quantité fixe de cellules surexprimant HER2 avec une quantité croissante de DOTAGA-
trastuzumab marqué à l’indium-111 (Figure III-8). Après incubation, une série de lavage est 
effectuée afin d’éliminer le trastuzumab radiomarqué non lié aux cellules, et la radioactivité 
présente dans les cellules est comptée à l’aide d’un compteur gamma. 

 

 

Figure III-8 : Les cellules surexprimant HER2 (en bleu clair) sont mises en présence d’une quantité 
croissante de trastuzumab radiomarqué. Lorsque tous les récepteurs HER2 sont occupés, la courbe 

de liaison totale atteint un plateau. (Extrait de Valenzano et al.)228 
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La liaison non spécifique de l’anticorps est déterminée en reprenant le même protocole que lors 
de la détermination de la liaison totale, à la différence qu’un large excès de trastuzumab “froid” est 
ajouté dans le milieu (Figure III-9). Comme précédemment, après incubation et lavage des milieux 
d’incubation, la radioactivité présente dans les cellules est comptée grâce à un compteur gamma. 

 

 

Figure III-9 : L’excès de trastuzumab entre en compétition avec le trastuzumab radiomarqué, et 
occupe donc statistiquement la quasi totalité des récepteurs HER2, permettant ainsi de tracer la 
courbe de liaison non spécifique. La courbe de liaison spécifique est ensuite obtenue par simple 
différence entre les courbes de liaisons totale et non spécifique. (Extrait de Valenzano et al.)228 

Si l’on considère que le trastuzumab possède une affinité pour HER2 au moins égale à son 
homologue radiomarqué, la radioactivité présente dans les cellules devrait être quasi nulle. Dans le 
cas contraire, on assistera à une augmentation de la constante de dissociation, traduisant une 
mauvaise affinité de l’anticorps pour un antigène. 

 
Les compteurs gamma à scintillation sont des appareils extrêmement sensibles mais ont 

tendance à très vite saturer. Dans ce contexte, il n’est alors pas nécessaire de réaliser un marquage 
du trastuzumab avec une haute activité spécifique puisqu’une activité spécifique trop élevée 
provoquerait une saturation du compteur et nous obligerait à attendre plusieurs jours la décroissance 
du radionucléide. Le composé 18 a donc été marqué à l’indium-111 à 150 MBq.mg-1, et le composé 
20 a été obtenu avec une activité spécifique d’environ 100 MBq.mg-1 avec une pureté 
radiochimique supérieure à 99 %(Schéma III-6). 
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Schéma III-6 

L’affinité du composé a ensuite été déterminée sur des cellules HCC1954 (cellules 
d’adénocarcinome mammaire humain) surexprimant l’antigène HER2 à leur surface, en suivant la 
méthode précédemment décrite. Les courbes de liaison totale et non spécifique ainsi obtenues ont 
montré une bonne affinité du 111In-DOTAGA-trastuzumab pour HER2 (Figure III-10). 

 

 

Figure III-10 : Courbes de liaison permettant de déterminer la constante de dissociation du 
111In-DOTAGA-trastuzumab. 

La constante de dissociation Kd correspond à la concentration de ligand (ici d’anticorps) 
nécessaire pour occuper la moitié des sites de liaison (antigènique dans notre cas) et peut donc par 
conséquent être obtenue par simple lecture graphique. La valeur de cette constante (Kd = 5,5 × 10-9 
M) est en accord avec les données de la littérature (1,2 – 4,4 × 10-9 M),229,230 nous permettant de 
poursuivre l’évaluation de notre anticorps radiomarqué. 
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III.1.2.4.2 Détermination de la fraction liable du 111In-DOTAGA-trastuzumab 

Avant de pouvoir réaliser la biodistribution in vivo du DOTAGA-trastuzumab, il est nécessaire 
de déterminer quelle est la fraction de l’analogue qui est réellement capable de se lier à l’antigène 
cible (fraction immunoréactive). 

 
Pour ce faire, une quantité constante du composé 20 est mise en présence de quantités 

croissantes de cellules (0,4 à 24 × 106 cellules.mL-1), et donc de l’antigène cible HER2. Lorsque la 
liaison aux cellules de l’analogue atteint son maximum, il est alors possible de déterminer sa 
fraction liable (Figure III-11). Comme pour la détermination de l’affinité, la liaison non spécifique 
est évaluée par addition d’un large excès de trastuzumab non marqué. 

 

 

Figure III-11 : Courbes de liaison permettant de déterminer l’immunoréactivité du 
111In-DOTAGA-trastuzumab. 

La fraction liable a été évaluée à environ 65 %, et bien que cette valeur soit sensiblement 
inférieure aux données de la littérature (85 – 87 %),96,182 celle-ci permet d’envisager une imagerie in 
vivo du trastuzumab radiomarqué. Notons cependant qu’un plateau n’ayant pas été atteint, la 
fraction liable est donc sous-évaluée. 

III.1.2.5 Imagerie et biodistribution in vivo du 111In-DOTAGA-trastuzumab 

La dernière étape de notre travail a consisté à réaliser la biodistribution du DOTAGA-
trastuzumab chez la souris porteuse d’une tumeur cancéreuse. Contrairement aux évaluations in 
vitro, une grande activité spécifique est nécessaire si l’on veut imager un petit animal avec un temps 
d’acquisition aussi court que possible. Nous nous sommes donc tout d’abord efforcés de réaliser le 
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marquage du composé 18 à l’indium-111 à une activité de 1 GBq.mg-1. Le fait d’augmenter 
l’activité spécifique du traceur a pour conséquence de diluer le milieu réactionnel, puisqu’un ajout 
de solution tampon est nécessaire pour contrer l’augmentation de solution acide mise en jeu. Nous 
avons donc adapté nos conditions de marquage en allongeant la durée de métallation à 3 h (Schéma 
III-7). Le composé 21 est finalement obtenu, après purification, avec une activité spécifique de 620 
MBq.mg-1 de trastuzumab. 

 

 

Schéma III-7 

La stabilité du radiochélate a été évaluée par un test de compétition avec un large excès de 
DTPA. Le composé 21 (10 μg, 6,6 MBq) a été incubé cinq jours à 4 °C dans 1 mL de PBS en 
présence de 2000 equivalents de DTPA. Des ITLCs ont été réalisées chaque jour afin d’observer un 
éventuel phénomène de transchélation du DOTAGA au DTPA. La pureté radiochimique du 
composé 21 (∼99 %) n’a pas évolué durant les cinq jours de l’expérience, confirmant l’excellente 
stabilité du complexe 111In-DOTAGA. 

 
La capacité du 111In-DOTAGA-trastuzumab à cibler une tumeur surexprimant HER2 a été 

évaluée sur des souris balb/c Nude porteuses de tumeurs mammaires humaines BT-474 greffées en 
sous-cutané. Dans une première expérience, 25 μg du composé 21 (200 μL, 13-15 MBq) ont été 
administrés aux souris par injection dans la veine de la queue. Des projections tomographiques 
TEMP-TDM ont ensuite été enregistrées 24, 48 et 72 heures après l’injection (Figure III-12). 
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Figure III-12 : Images TEMP-TDM d’une souris portant une tumeur mammaire 
humaine BT-474 (A : coupes coronales ; B : coupes transversales) 24, 48 et 72 heures 

après injection du radiotraceur 21. 

L’analyse de ces images a montré que la fixation tumorale atteint 11,0 ± 5,6 ; 13,1 ± 7,6 ; et 
14,0 ± 8,1 %ID (% de la dose injectée) à 24, 48 et 72 heures après injection respectivement. Ces 
donnés indiquent que l’accumulation du composé 21 dans la tumeur atteint un plateau 24 heures 
seulement après injection du traceur. On notera que la majorité de la radioactivité s’accumule dans 
les pourtours de la tumeur plutôt qu’au centre, ce qui est probablement dû à une nécrose du centre 
de la tumeur. Après le dernier temps d’imagerie, les animaux ont été sacrifiés et la radioactivité 
dans la tumeur, le sang, et les différents organes, a été comptée. Les résultats sont regroupés dans la 
Figure III-13 et montrent une excellente accumulation du radiotraceur au niveau de la tumeur (66,9 
± 0,9 %ID/g). 
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Figure III-13 : Activité présente dans les différents organes (en % de dose injectée par gramme) 72 
heures après injection du composé 21. 

Ces résultats démontrent ainsi l’efficacité et l’affinité du traceur pour sa cible. Dans une 
seconde expérience, nous avons voulu mettre en évidence la spécificité du traceur pour le récepteur 
HER2. Le radiomarquage du composé 18 a donc à nouveau été réalisé en utilisant cette fois du 
chlorure d’indium-111 fourni par Perkin-Elmer (qualité radiopharmaceutique, uniquement pour la 
recherche) en lieu et place de Covidien (qualité clinique, administrable à l’humain). Étonnamment, 
le rendement de radiomarquage du composé 21 s’est avéré bien plus faible (∼20 %) que lors des 
expériences précédentes. D’autres tests de radiomarquage sont venus confirmer ces résultats, et 
nous avons par conséquent attribué cette diminution du rendement de radiomarquage à une pureté 
moindre (présence d’impuretés métalliques) du radionucléide fourni par Perkin-Elmer. Néanmoins, 
le traceur une fois purifié a pu être utilisé pour les tests in vivo. 

 
Dans cette seconde expérience, les souris ont reçu une injection de 25 μg du composé 21 

(200 µL, 3-3,5 MBq) seul ou co-injecté avec un excès de trastuzumab (× 100). Des images TEMP-
TDM enregistrées 72 heures après injection nous ont permis d’observer l’influence de l’excès de 
trastuzumab sur la fixation du traceur sur la tumeur (Figure III-14). 
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Figure III-14 : Images TEMP-TDM de deux souris portant chacune une tumeur mammaire humaine 
BT-474 (A : coupes coronales ; B : coupes transversales) 72 heures après injection du composé 21 

seul (gauche) ou coinjecté avec un excès de trastuzumab (droite). C : Accumulation de la 
radioactivité dans la tumeur 72 heures après injection sans (non bloquant) ou avec co-injection d’un 

excès de trastuzumab (bloquant). 

L’accumulation de la radioactivité dans la tumeur est réduite de 65,2 ± 2,1 à 17,6 ± 2,4 %ID/g 
72 heures après injection, démontrant ainsi la spécificité de notre traceur puisque l’excès de 
trastuzumab a grandement empêché la liaison du traceur avec HER2. D’autre part, la persistance de 
la radioactivité dans le sang n’est pas affectée par l’injection de trastuzumab non marqué (10,0 ± 2,7 
contre 11,9 ± 0,7 %ID/g). Ces résultats suggèrent que la co-injection de trastuzumab n’a pas 
d’influence sur la cinétique plasmatique du 111In-DOTAGA-trastuzumab. Notons que des résultats 
similaires sont obtenus lorsque l’excès de trastuzumab est administré 24 heures avant l’injection du 
composé 21. 

 
Ces résultats très satisfaisants font du DOTAGA-anhydride un agent chélatant bifonctionnel de 

choix pour le radiomarquage d’anticorps. Il nous a donc paru logique de l’utiliser pour le marquage 
d’un second anticorps d’intérêt. 
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III.1.3 Marquage du cétuximab 

III.1.3.1 Le cétuximab : état de l’art 

Le cétuximab (Erbitux®, Merck) est un anticorps monoclonal chimérique de la famille de IgG 
dirigé contre le récepteur HER1 (Human Epidermal growth factor Receptor 1) également appelé 
EGFR1 ou ErbB-1. HER1 est, tout comme HER2, une protéine transmembranaire impliquée dans la 
croissance, la multiplication et la survie des cellules. HER1 est surexprimé dans environ un tiers de 
l’ensemble des cancers humains (poumons, anus, glioblastomes multiformes, colorectal, tête et cou, 
etc.) et cette surexpression est directement corrélée à la croissance de la tumeur et à sa 
progression.231-233 Plus particulièrement, dans le cas de cancers colorectaux, un niveau d’expression 
élevé de HER1 est très souvent associé à une agressivité accrue de la maladie et un mauvais 
pronostic de survie. 

 
Tout comme le trastuzumab avec HER2, le cétuximab inhibe les processus liés à la croissance 

cellulaire par sa liaison au domaine extracellulaire de HER1, et de la même manière, il est 
généralement utilisé en combinaison avec d’autres traitements anticancéreux. Il est autorisé pour le 
traitement de certains cancers colorectaux et de cancers tête et cou, et fait actuellement l’objet de 
nombreux essais cliniques sur d’autres types de cancers à tumeurs solides (bronchique non à petites 
cellules, pancréatique, cervical, ovarien, rectal, péritonéal primaire, etc.).234-237 

 
Même s’il est possible de déterminer un statut HER1 par les techniques FISH ou ICH,238,239 ces 

méthodes ne permettent pas d’obtenir des résultats reproductibles. Par conséquent, contrairement au 
trastuzumab, aucune détermination du statut HER1 n’est réellement réalisée en clinique et seul le 
type de cancer considéré influe sur le choix d’un traitement par le cétuximab. En nous appuyant sur 
notre première expérience concluante du marquage du trastuzumab, nous avons donc décidé de 
réaliser le radiomarquage du cétuximab. Cet anticorps a récemment fait l’objet de plusieurs 
radiomarquages pour l’imagerie, notamment avec des radionucléides tels que le cuivre-64, 
l’indium-111, le lutétium-177, ou encore l’yttrium-86.135,181,240-242 À nouveau, ces outils permettent 
une meilleure compréhension du développement des différentes tumeurs étudiées, et offrent la 
perspective de mieux combattre ces maladies. Une fois encore, aux vues de la grande diversité de 
cancers surexprimants HER1, il est nécessaire de développer de nouveaux traceurs performants 
pour une détection spécifique d’un type de tumeur. 
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III.1.3.2 Greffage du DOTAGA-anhydride 

Nous nous sommes basés sur les résultats obtenus avec le trastuzumab pour réaliser le greffage 
du composé 2 sur le cétuximab purifié 22. Le composé 23 a ainsi pu être obtenu selon le même 
protocole que celui utilisé pour la synthèse du composé 18 (Schéma III-8). 

 

 

Schéma III-8 

Le taux de greffage, déterminé par spectrométrie de masse MALDI-TOF, est comparable à 
celui obtenu pour le composé 18, avec 2,5 unités macrocycliques par cétuximab en moyenne 
(Figure III-15). 
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Figure III-15 : Spectres de masse MALDI-TOF des composés 22 et 23. Les chiffres entre 
parenthèse indiquent la charge de l’espèce. 

Ces résultats sont en parfait accord avec ceux obtenus lors de la synthèse du composé 18, et 
nous avons donc envisagé le radiomarquage du composé 23 par l’indium-111 afin de réaliser les 
validations in vitro  et in vivo. 

III.1.3.3 Radiomarquage du cétuximab et tests d’activité in vitro 

Afin de réaliser les tests in vitro sur le DOTAGA-cétuximab, nous avons réalisé la 
radiométallation du composé 23 dans des conditions similaires à la synthèse du composé 20 (100 
MBq.mg-1 de protéine). Le composé 24 est obtenu avec un rendement de radiomarquage de 58 % et 
une activité spécifique de 87 MBq.mg-1 de protéine (Schéma III-9). Ce rendement relativement 
faible est encore une fois attribué à l’utilisation du chlorure d’indium-111 fourni par Perkin-Elmer, 
mais une étape de purification du composé permet d’isoler le composé 24 avec une pureté 
radiochimique > 99 %. 
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Schéma III-9 

III.1.3.3.1 Détermination de l’affinité du 111In-DOTAGA-cétuximab 

Comme pour chaque nouveau radioimmunoconjugué, une étape de contrôle de l’activité 
biologique in vitro s’impose. L’affinité du composé 24 a été déterminée sur des cellules A-431 
(modèle de carcinome épidermoïde) surexprimant HER1 à leur surface. Les courbes de liaison 
totale et non spécifique ainsi obtenues ont montré une bonne affinité du radioimmunoconjugué pour 
HER1 (Figure III-16). 

 

 

Figure III-16 : Courbes de liaison permettant de déterminer la constante de dissociation du 
111In-DOTAGA-cétuximab. 
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La constante de dissociation déterminée (Kd = 1,4 × 10-9 M) est en accord avec les données de 
la littérature (2,3 – 3,0 × 10-9 M),243-245 et nous avons donc logiquement poursuivi l’évaluation de 
l’immunoconjugué par des tests d’immunoréactivité. 

III.1.3.3.2 Détermination de la fraction liable du 111In-DOTAGA-cétuximab 

Toujours en nous appuyant sur le protocole mis au point pour le trastuzumab, nous avons 
déterminé l’immunoréactivité du composé 24. Nous avons une nouvelle fois incubé une quantité 
croissante de cellules A-431 (0,4 à 24 × 106 cellules.mL-1) avec une quantité fixe du composé 24. 
Les courbes de liaison spécifique et non spécifique obtenues nous permettent ensuite de déterminer 
la fraction liable (Figure III-17). 

 

 

Figure III-17 : Courbes de liaison permettant de déterminer l’immunoréactivité du 
111In-DOTAGA-cétuximab. 

La fraction liable a été estimée à 83 %, et ces données similaires à celles de la littérature (65 – 
75 %)135 nous permettent d’évaluer la biodistribution du radiotraceur in vivo par TEMP. 

III.1.3.4 Imagerie et biodistribution in vivo du 111In-DOTAGA-cétuximab 

Nous avons réalisé la biodistribution du DOTAGA-cétuximab chez la souris SWISS Nude 
porteuse d’une tumeur A-431 greffée en sous cutanée. Dans un premier temps, nous avons donc 
marqué le composé 23 à l’indium-111 avec une activité spécifique visée de 1 GBq.mg-1. 
Malheureusement, toujours pour des raisons supposées de pureté de la source d’indium, nous 
n’avons pas été en mesure d’obtenir le composé 25 avec une activité spécifique supérieure à 320 
MBq.mg-1 après lavage à l’EDTA puis purification (Figure III-18). 
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Figure III-18 : Radiochromatogramme ITLC du composé 25 après addition d’un excès d’EDTA. 

La capacité du 111In-DOTAGA-cétuximab à cibler une tumeur surexprimant HER1 a été 
évaluée après administration aux souris de 25 μg du composé 25 (200 μL, 2,5-5 MBq) par injection 
dans la veine de la queue, et des projections tomographiques TEMP-TDM ont été enregistrées à 
différents temps après l’injection (6 à 72 heures) (Figure III-19). 

 

 

Figure III-19 : Images TEMP-TDM (A : MIP ; B : coupe sagittale ; C : coupe transversale ; D : 
coupe coronale) d'une souris portant une tumeur A-431 72 heures après injection du composé 25. 
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L’analyse de ces images a montré que la fixation tumorale augmente continuellement durant 
toute la durée de l’étude sans jamais atteindre de plateau. Les animaux ont été divisés en deux sous-
groupes. Les animaux du premier groupe ont été sacrifiés 48 heures après injection, tandis que ceux 
du deuxième groupe ont été sacrifiés 72 heures après injection. Pour chaque groupe, la radioactivité 
dans la tumeur, le sang, et les différents organes, a été comptée. Les résultats sont regroupés dans la 
Figure III-20 et confirment une accumulation progressive du radiotraceur au niveau de la tumeur 
(26,6 ± 9,4 %ID/g à 72 heures). 

 

 

Figure III-20 : A : Activité présente dans les différents organes (en % de dose injectée par gramme) 
48 et 72 heures après injection du composé 25. B : Évolution de la captation de la radioactivité dans 

la tumeur au cours du temps. 

Les grandes différences d’accumulation entre les différents animaux pourraient s’expliquer 
par une grande disparité dans la taille et l’évolution des tumeurs de chaque animal (variations de 
l’expression des antigènes à la surface des cellules, de leur métabolisme, etc.). Ces résultats 
préliminaires nécessiteront donc d’être affinés par des études complémentaires. 
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III.2 Greffage d’agents chélatants bifonctionnels sur l’abciximab 

Nous avons évoqué dans le chapitre précédent les bénéfices que peuvent apporter l’imagerie 
médicale ciblée dans le milieu de l’oncologie. Cependant, d’autres champs d’applications peuvent 
être explorés grâce à cette technique afin de mieux comprendre certains phénomènes 
physiopathologiques. Ainsi, les anticorps monoclonaux trouvent également des applications 
cliniques, notamment dans le domaine du contrôle de l’hémostase. La section suivante porte sur le 
greffage de dérivés macrocycliques sur un fragment d’anticorps monoclonal, en vue d’une 
utilisation en TEMP. Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec la société NVH Medicinal 
dans le cadre du projet Pharm’image®. 

III.2.1 L’abciximab : état de l’art 

III.2.1.1 L’abciximab : agent thérapeutique et potentiel en imagerie 

L’abciximab (ReoPro®, Eli Lilly) est un fragment d’anticorps de type Fab issu d’une IgG. Il est 
utilisé comme antiagrégant plaquettaire en clinique, notamment dans le cas d’angioplasties ou de 
syndromes coronariens aigus. L’agrégation plaquettaire est un processus complexe mettant en jeu 
de nombreuses protéines et récepteurs, mais certains processus clés peuvent être ciblés afin 
d’inhiber l’agrégation. La glycoprotéine IIb/IIIa (GPIIb/IIIa) est présente à la surface des plaquettes 
et, après activation, a pour rôle de se lier au fibrinogène lors de la coagulation, formant ainsi un 
réseau réticulé composé de plaquettes et de fibrinogène. L’affinité de l’abciximab pour GPIIb/IIIa 
empêche la formation de ce réseau et donc à terme, la formation d’un caillot dû à la coagulation 
(Figure III-21). 
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Figure III-21 : Mode d’action de l’abciximab 

L’agrégation plaquettaire est un processus naturel de réparation des lésions vasculaires. 
Cependant, des dérèglements de l’hémostase (processus physiologique permettant d’arrêter le 
saignement) peuvent survenir et conduire à la formation d’un caillot sanguin (ou thrombus) trop 
important qui peut obstruer le vaisseau. Si l’obstruction d’un petit vaisseau peut paraître 
relativement anodine, les conséquences peuvent être beaucoup plus graves si le vaisseau lésé 
alimente une zone sensible du corps (cœur, cerveau, etc.). L’utilisation d’un antiagrégant 
plaquettaire permet alors d’aider à la désagrégation du caillot sanguin. 

 
Les troubles cardiovasculaires font partie des affections les plus répandues dans la société 

actuelle, et certaines atteintes du système cardiovasculaire pourraient être traitées plus aisément si 
elles étaient détectées de façon plus précoce. En effet, un caillot sanguin ne bouche pas 
immédiatement un vaisseau lors de sa formation, et il peut s’écouler plusieurs mois avant la 
survenue d’un accident grave. Dans ce contexte, la détection de thrombus par TEMP-TDM nous 
semble un moyen simple et efficace de déterminer précisément la présence ou non de pathologies 
cardiovasculaires. En effet, la concentration en sites GPIIb/IIIa sera plus importante au niveau d’un 
thrombus que dans le reste du corps, et l’on devrait donc observer une accumulation d’abciximab au 
niveau du site d’agrégation. En outre, le suivi de dégradation du thrombus pourrait apporter de 
nouvelles informations utiles à la compréhension du mécanisme de dissolution. 
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Peu d’exemples existent dans la littérature concernant l’utilisation de l’abciximab en imagerie. 
À notre connaissance, seul le greffage de l’abciximab sur des microbulles a été rapporté, dans le 
cadre d’une utilisation en échographie.246,247 Ces travaux ont montré des résultats encourageants 
concernant la détection de thrombus à l’échelle du vaisseau sanguin, soulignant l’intérêt de tels 
examens dans le cadre de la prévention des accidents vasculaires cérébraux. Dans notre cas, une 
détection par TEMP permettrait une localisation sur l’ensemble du corps, apportant des 
informations complémentaires et préliminaires aux travaux mentionnés ci-dessus. 

III.2.1.2 Contrôle de l’activité biologique de l’abciximab 

L’abciximab est un fragment d’anticorps (Fab), et sa masse moléculaire est donc réduite, 
permettant une clairance plus rapide de la biomolécule. Cependant, le nombre de sites potentiels de 
greffage se trouve considérablement réduit, et il convient donc de maîtriser au mieux le taux de 
greffage ainsi que la position du site de greffage. L’activité biologique de l’abciximab conditionne 
l’inhibition ou non de l’agrégation plaquettaire, et cette propriété permet de tester son activité sans 
avoir recours, dans un premier temps, aux techniques nécessitant un radiomarquage. 

 
Le test utilisé afin de contrôler l’activité de l’abciximab repose sur le principe de 

l’agrégométrie et est directement lié à la capacité d’inhibition plaquettaire de l’anticorps. 
L’agrégométrie (Figure III-22) consiste à évaluer la formation d’agrégats plaquettaires in vitro après 
activation des plaquettes par des agonistes variés (dans notre cas, l’ADP). Ce test est effectué 
classiquement sur du plasma riche en plaquettes (PRP)248 issu de la centrifugation à faible vitesse du 
sang prélevé dans un tube contenant un anticoagulant adapté.249 L’agrégation plaquettaire est 
ensuite mesurée par une technique photométrique sur un agrégomètre puis traitée par un logiciel 
dédié. Expérimentalement, une agrégation “normale” se traduira par une élévation de la courbe 
d’agrégation (100 % d’agrégation), tandis qu’en présence d’un antiagrégant plaquettaire, la courbe 
ne montrera pas d’augmentation (0 % d’agrégation). 
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Figure III-22 : Principe du test d’agrégométrie. L’évolution de l’intensité lumineuse reçue par le 
détecteur au cours du temps permet de tracer les courbes d’agrégation. 

L’activité antiagrégante de l’abciximab est “dose dépendante”, et il convient donc dans notre 
cas de nous placer dans des conditions d’inhibition de l’agrégation limite puisque dans ce cas, la 
moindre variation d’activité est observable. Nous avons donc utilisé cette expérience afin de 
contrôler tous les immunoconjugués que nous avons synthétisés. 

III.2.2 Greffage de dérivés du DOTA sur l’abciximab 

III.2.2.1 Greffage du DOTAGA-anhydride 

La méthode de greffage du composé 2 sur le trastuzumab et le cétuximab s’est montrée 
fructueuse et nous avons donc logiquement reproduit l’expérience avec l’abciximab. Afin de 
déterminer le meilleur ratio macrocycle / anticorps à engager, nous avons fait varier le nombre 
d’équivalent de macrocycle par rapport au Fab. Un gradient (m) de 1 à 20 équivalent du composé 2 
a été mis en présence d’abciximab purifié 26 dans du PBS et l’ensemble a ensuite été agité pendant 
1 heure à 25 °C (Schéma III-10). 
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Schéma III-10 

 
Après purification, les composés 27 à 32 ont été caractérisés par spectrométrie de masse 

MALDI-TOF afin de déterminer les taux de greffage respectifs. L’analyse des différents spectres 
présentés en Figure III-23 montre une augmentation du taux de greffage de 0 DOTAGA à un 
mélange de 0, 1 et 2 DOTAGA par abciximab. L’augmentation du taux de greffage suit 
logiquement l’augmentation de la proportion de DOTAGA-anhydride engagée dans la réaction. 
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Figure III-23 : Spectres de masse MALDI-TOF des composés 26 à 32 (pic moléculaire). Les 
spectres simulés (en rouge) permettent de mieux visualiser le greffage du motif macrocyclique. 

Cette expérience montre qu’il est possible de contrôler de manière relativement fine le taux de 
greffage de l’anticorps simplement en faisant varier le nombre d’équivalent de macrocycle. Les 
différents échantillons ont par la suite été engagés dans des tests d’agrégométrie à une concentration 
de 5 µg/mL d’immunoconjugué (Figure III-24). 
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Figure III-24 : Corrélation entre les spectres de masse MALDI-TOF des composés 26 à 32 et la 
courbe d’agrégation correspondante. La courbe rose correspond à la courbe d’agrégation d’un PRP 

en présence d’ADP à 5 µM : l’agrégation est “maximale”. 

Les courbes d’agrégation de l’abciximab 26 et des composés 27 et 28 restent aux alentours de 
0 % d’agrégation, traduisant ainsi l’efficacité de ces immunoconjugués. Les composés 29 à 32 
montrent quant à eux une perte d’activité croissante lorsque le nombre de macrocycles greffés 
augmente. On peut déduire de ces tests que le greffage d’un seul dérivé macrocyclique ciblant les 
résidus lysine suffit à inhiber l’activité antiagrégante de l’anticorps. Ces expériences se sont 
montrées reproductibles, et les mêmes activités biologiques ont été observées, confirmant les 
conclusions postulés précédemment. 

 
Afin de mieux comprendre les raisons de la perte d’activité biologique de l’abciximab après 

greffage, nous avons décidé de reproduire le même type de greffage avec l’anhydride succinique. 
Cette petite molécule devrait nous permettre de déterminer si la perte d’activité provient d’un 
encombrement stérique du paratope dû au fragment macrocyclique, ou si le résidu lysine occupé 
joue un rôle crucial dans la liaison à l’antigène. Les immunoconjugués 33 à 37 ont donc été 
synthétisés de la même manière que précédemment en utilisant l’anhydride succinique en lieu et 
place du DOTAGA-anhydride (Schéma III-11). 
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Schéma III-11 

Les différents composés obtenus ont ensuite été analysés par spectrométrie de masse MALDI-
TOF et leur activité biologique a été testée lors de tests d’agrégométrie (Figure III-25). L’analyse 
des données permet de conclure que l’addition d’un fragment acide succinique inhibe également 
l’activité antiagrégante de l’abciximab. 

 

 

Figure III-25 : Corrélation entre les spectres de masse MALDI-TOF des composés 33 à 37 et la 
courbe d’agrégation correspondante. La courbe rose correspond à la courbe d’agrégation d’un PRP 

en présence d’ADP à 5 µM : l’agrégation est “maximale”. 

Des études plus poussées de protéomique ont été réalisées sur la plateforme protéomique Clipp 
(CLinical and Innovation Proteomic Platform). L’analyse de la masse des différents fragments 
générés par digestion trypsique de la protéine nous ont permis de mettre en évidence deux sites de 
marquage préférentiels pour les composés 27 à 37. En effet, la fonction anhydride cyclique du 
DOTAGA-anhydride comme de l’anhydride succinique, semble s’ouvrir de façon systématique sur 
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deux amines primaires spécifiques situées au niveau du paratope du Fab. L’une a pu être identifiée 
a priori comme la fonction N-terminale d’une des deux chaînes polypeptidique, tandis que la 
seconde n’a pas pu être identifiée, la séquence de l’anticorps n’ayant encore jamais été décrite à ce 
jour. Aux vues de ces résultats décevants, nous avons entrepris de réaliser le greffage d’agents 
chélatants bifonctionnels porteurs de fonctions de greffage autres que la fonction anhydride 
cyclique. 

III.2.2.2 Greffage de dérivés du DOTA 

Nous avons entrepris le greffage de l’abciximab par différents dérivés du DOTA porteurs d’une 
fonction isothiocyanate, succinimidyl, ou encore maléimide. Nous espérons ainsi cibler des 
fonctions amine primaire différentes, ou cibler des fonctions thiol. 

III.2.2.2.1 Greffage du DOTA-NCS 

Nous avons réalisé le greffage du DOTA-NCS synthétisé au laboratoire84 en faisant réagir 10 
équivalents de macrocycle avec l’abciximab dans un tampon carbonate-bicarbonate 0,2 M pendant 
4 heures (Schéma III-12). On observe sur les spectres de masse la présence de trois pics 
correspondant aux anticorps modifiés par 0, 1 ou 2 macrocycles. 

 

 

Schéma III-12 

Nous avons profité de ces expériences pour optimiser les conditions expérimentales des tests 
d’agrégométrie. La concentration d’anticorps dans les expériences précédentes était fixée à 5 
µg.mL-1, mais de nouveaux tests ont permis de déterminer une concentration limite d’activité de 
l’abciximab. Les courbes d’agrégation présentées dans la Figure III-26 mettent en évidence 
l’importance de la concentration en anticorps. Alors que le composé 38 semble montrer une bonne 
activité biologique à 5 µg.mL-1, on observe une perte d’activité à 2,5 µg.mL-1. L’abciximab de 
référence conserve quant à lui la même activité quelle que soit la concentration. Ces résultats 
suggèrent donc que l’inhibition de l’agrégation observée pour le composé 38 à 5 µg.mL-1 est 
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uniquement due à la fraction ne portant pas de motif macrocyclique. Comme lors du greffage du 
DOTAGA-anhydride, on observe une perte totale de l’activité antiagrégante des immunoconjugués. 

 

 

Figure III-26 : Corrélation entre les spectres de masse MALDI-TOF des composés 26 et 38 et la 
courbe d’agrégation correspondante. La courbe rose correspond à la courbe d’agrégation d’un PRP 

en présence d’ADP à 5 µM : l’agrégation est “maximale”. 

III.2.2.2.2 Greffage du DOTA-NHS 

Toujours dans le but de cibler d’autres fonctions amine primaire, nous avons également réalisé 
le greffage de l’abciximab avec le DOTA-NHS, macrocycle commercial largement utilisé pour la 
bioconjugaison. Le couplage a été réalisé par addition de 10 ou 20 équivalents de DOTA-NHS à 
une solution d’abciximab 26 dans un tampon carbonate à pH 8,5 pendant 4 heures à 37 °C (Schéma 
III-13). 
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Schéma III-13 

Le taux de greffage des composés 39 et 40 a ensuite été déterminé par spectrométrie de masse, 
montrant toujours différentes espèces portant 0, 1 ou 2 DOTA par Fab. L’activité biologique des 
composés a ensuite été déterminé par agrégométrie (Figure III-27). 

 

 

Figure III-27 : Corrélation entre les spectres de masse MALDI-TOF des composés 26, 39, et 40 et 
la courbe d’agrégation correspondante. La courbe rose correspond à la courbe d’agrégation d’un 

PRP en présence d’ADP à 5 µM : l’agrégation est “maximale”. 

On note là encore une perte d’activité des immunoconjugués, moins importante néanmoins que 
lors du greffage des autres agents chélatants bifonctionnels, mais suffisante pour laisser supposer 
une inhibition de l’activité biologique de l’anticorps. 
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III.2.2.2.3 Greffage du DOTA-maléimide 

En nous appuyant sur les données de la littérature,246,247 nous avons décidé de coupler le DOTA-
maléimide commercial sur l’abciximab, après réduction sélective du pont disulfure intercaténaire de 
l’anticorps. 

 
Nous avons donc réalisé la réduction sélective du pont disulfure intercaténaire de l’abciximab à 

l’aide de la tris(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP) dans un tampon Tris-HCl en présence 
d’EDTA.247 Après purification et échange de tampon sur filtre centrifuge, les fragments 
d’abciximab 26’ ont été incubés 2 heures à 37 °C dans le PBS avec un large excès de DOTA-
maléimide (Schéma III-14). 

 

 

Schéma III-14 

Les spectres de masse des composés 26, 26’, et 41 montrent clairement la réduction de 
l’abciximab, puis le greffage du DOTA-maléimide (Figure III-28). 
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Figure III-28 : Spectres de masse MALDI-TOF des composés 26, 26’ et 41. 

Malheureusement, les expériences d’agrégométrie se sont montrées décevantes, puisque l’on 
observe une perte totale de l’activité de l’anticorps (Figure III-21). 

 

 

Figure III-29 : Courbes d’agrégation des composés 26 et 41. La courbe rose correspond à la courbe 
d’agrégation d’un PRP en présence d’ADP à 5 µM : l’agrégation est “maximale”. 
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Ces résultats étaient néanmoins prévisibles, puisque le simple fait de réduire le pont disulfure 
intercaténaire de l’abciximab a pour conséquence de séparer les deux chaines provoquant la perte de 
la structure spécifique du paratope. 

III.2.3 Greffage multi-étape du DOTAGA-anhydride 

Les nombreux échecs rencontrés soulignent toute la complexité d’une réaction de 
bioconjugaison sur un Fab. Concernant l’abciximab, il est désormais clair que les amines primaires 
les plus réactives interviennent directement dans la liaison de l’anticorps à son antigène. En partant 
de ce constat, une manière de s’affranchir de ce problème consiste à protéger les amines primaires 
les plus réactives avant de greffer l’agent chélatant bifonctionnel. La déprotection des amines 
primaires devraient ensuite permettre de retrouver les propriétés biologiques de l’anticorps. 

 
Nous avons cherché à utiliser un groupement protecteur dont la réactivité est similaire à l’un 

des agents chélatant bifonctionnel utilisé précédemment. L’anhydride citraconique nous est alors 
apparu comme un groupement protecteur adéquat. En effet,  de part sa nature d’anhydride cyclique, 
sa réactivité devrait être similaire à celle du DOTAGA-anhydride ou de l’anhydride succinique. De 
plus, les conditions de déprotection décrites dans la littérature sont douces, ce qui devrait donc 
éviter une dégradation de l’abciximab.59,250 

 
En nous basant sur nos travaux précédents (préparation des composés 27 à 37), le composé 42 a 

été obtenu après incubation pendant 1 heure de l’abciximab avec 10 équivalents d’anhydride 
citraconique dans le PBS à 25 °C. La comparaison des spectres de masse MALDI-TOF des 
composés 26 et 42 nous a permis de déterminer un taux de greffage d’environ 4,9 groupements 
acide citraconique par Fab (Figure III-30). 
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Figure III-30 : Spectres de masse MALDI-TOF des composés 26 et 42, et schéma réactionnel 
permettant d’accéder au composé 42. 

Avant de réaliser le greffage de l’agent chélatant, nous avons tout d’abord tenté de déprotéger 
le composé 42 afin de vérifier si l’on régénérait bien l’anticorps de départ. Le composé 42 a donc 
été incubé 3 heures à 35 °C dans un tampon acétate de sodium à pH 3,7. Après purification et 
échange de tampon, l’analyse du composé 43 par spectrométrie de masse confirme la déprotection 
de l’abciximab protégé (Figure III-31). 
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Figure III-31 : Spectres de masse MALDI-TOF des composés 26, 42 et 43, et schéma réactionnel 
permettant d’accéder au composé 43. 

Nous avons donc poursuivi l’expérience en incubant 20 équivalents du composé 2 avec 
l’abciximab protégé 42 dans les mêmes conditions que lors d’un greffage classique. Le spectre de 
masse obtenu après réaction confirme bien le greffage du DOTAGA, même si le taux de greffage 
d’environ 0,7 macrocycle par anticorps protégé reste modeste (Figure III-32). 
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Figure III-32 : Spectres de masse MALDI-TOF des composés 26, 42 et 44, et schéma réactionnel 
permettant d’accéder au composé 44. 

Enfin, l’étape de déprotection du composé 44 a été réalisée dans des conditions similaires à 
celles utilisées pour le composé 43. L’analyse du composé 45 par spectrométrie de masse nous a 
permis de confirmer la déprotection du composé 44. Le taux de greffage du composé 45 a 
également pu être déterminé sans équivoque, puisque l’on observe un mélange d’anticorps portant 
0, 1, voire 2 DOTAGA par abciximab (Figure III-33). 
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Figure III-33 : Spectres de masse MALDI-TOF des composés 26, 44 et 45, et schéma réactionnel 
permettant d’accéder au composé 45. 

Tous les produits et les intermédiaires réactionnels ont ensuite été analysés par agrégométrie 
(Figure III-34). Logiquement, on note une perte d’activité de l’anticorps lors de la protection par 
l’anhydride citraconique (composé 42). La déprotection du composé 42 en 43 conduit, comme on 
pouvait l’espérer, à la récupération totale de l’activité de l’abciximab. Le greffage du macrocycle 
sur le composé 42 conduit quant à lui à une perte d’activité encore plus importante de 
l’immunoconjugué 44. Enfin, l’étape cruciale de déprotection du composé 44 en 45 permet de 
retrouver l’activité antiagrégante de l’abciximab. Le procédé de greffage mis en œuvre nous a donc 
permis d’introduire un agent chélatant bifonctionnel sur l’abciximab tout en conservant l’activité 
biologique du Fab. 
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Figure III-34 : Courbes d’agrégation des composés 42 à 45. La courbe d’agrégation du composé 32 
est représentée à titre de comparaison. La courbe rose correspond à la courbe d’agrégation d’un 

PRP en présence d’ADP à 5 µM : l’agrégation est “maximale”. 

Afin de confirmer ces résultats, nous avons cherché à déterminer le taux d’occupation des 
récepteurs GPIIb/IIIa d’un PRP après avoir été incubé avec les différents intermédiaires de synthèse 
42 à 45. Pour ce faire nous avons utilisé un kit Byocytex® “GPIIb/IIIa occupancy” qui contient deux 
anticorps monoclonaux anti-GPIIIa notés AcM1 (clone LYP18) et AcM2 (clone 4F8), un anticorps 
contrôle isotypique fluorescent ciblant AcM1 et AcM2, et des billes de calibration.251,252 L’anticorps 
monoclonal AcM1 permet de quantifier le nombre de sites GPIIb/IIIa libres (qui ne sont pas 
occupés par un autre anticorps), tandis que AcM2 sert à déterminer le nombre total de sites 
GPIIb/IIIa. 

 
Les expériences ont ainsi été réalisées avec du PRP pré-incubé avec les différents composés 42 

à 45 à une concentration de 2,5 µg.mL-1. Les différents PRP ont ensuite été incubés d’une part avec 
AcM1 et d’autre part avec AcM2. L’ajout du contrôle isotypique fluorescent dans chaque 
échantillon a ensuite permis la détermination du nombre de sites GPIIb/IIIa libres et totaux par 
cytométrie en flux. Ces données ont ensuite permis de déterminer un taux d’occupation des 
récepteurs. Pour des raisons de clarté, les résultats sont regroupés dans la Figure III-35. 
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Figure III-35 : Taux d’occupation (T.O.) des récepteurs GPIIb/IIIa par les intermédiaires de 
synthèse 42 à 45. Le taux d’occupation pour le PRP seul est d’environ 11 %. 

La protection du composé 26 par l’anhydride citraconique conduit à une diminution 
significative du taux d’occupation (composé 42), ce qui corrobore la perte d’activité observée en 
agrégométrie. L’augmentation du taux d’occupation lors de la déprotection du composé 42 en 43 
peut également être reliée à la récupération de l’activité antiagrégante observée en agrégométrie. Le 
taux d’occupation diminue sensiblement après le greffage du synthon macrocyclique sur le composé 
43 (composé 44), confirmant encore une fois la perte d’activité de l’immunoconjugué observée 
précédemment. Enfin, la dernière étape de déprotection du composé 44 en 45 se traduit par une 
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augmentation du taux d’occupation des récepteurs GPIIb/IIIa corrélant également avec la 
récupération de l’activité observée en agrégométrie. 

 
Ces résultats encourageants seront néanmoins à confirmer par des tests d’immunoréactivité sur 

des plaquettes purifiées après une étape de radiomarquage, avant de pouvoir envisager une 
évaluation in vivo de ce nouvel immunoconjugué. 
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III.3 Marquage de LPS : application à l’imagerie bimodale 

Si les anticorps monoclonaux sont des vecteurs biologiques de choix pour le ciblage de tumeurs 
en imagerie TEMP, l’imagerie moléculaire peut également servir à mieux comprendre certains 
processus biologiques. Nous avons pu mettre en application ce principe dans le cadre d’une 
collaboration avec le laboratoire INSERM UMR866 “Lipides, Nutrition, Cancer”. Ces travaux 
portants sur le marquage de lipopolysaccharides (LPS) ont été réalisés lors du stage post-doctoral du 
Dr. V. DUHERON et de la thèse de W. SALI. 

III.3.1 Généralités concernant les LPS 

Les lipopolysaccharides (LPS) (ou endotoxines) sont des composants majeurs de la membrane 
externe des bactéries Gram (-). Leur apparition dans la circulation sanguine conduit chez les 
mammifères, en particulier chez l’Homme, à la sécrétion massive de cytokines pro-inflammatoires. 
Une réponse contrôlée permet la destruction et l’élimination des bactéries pathogènes, notamment 
via l’intervention de la PLTP (PhosphoLipid-Transfer Protein).253-255 Cependant, une réponse 
inflammatoire excessive peut conduire à un débordement du système et à des défaillances 
circulatoire et respiratoire graves ; c’est le choc endotoxique ou choc septique qui constitue une 
composante redoutée de la phase aiguë de la septicémie. L’incidence mondiale de la septicémie est 
estimée à 18 millions de cas par an, et elle est amenée à augmenter avec le vieillissement de la 
population. Aucun traitement réellement efficace du choc endotoxique n’a été identifié à ce jour. 

 
Les LPS sont des molécules complexes organisées en plusieurs domaines de structure variable 

selon les souches bactériennes (Figure III-36). Notons que l’activité pro-inflammatoire des LPS est 
uniquement induite par le domaine Lipide A, tandis que la longueur et la structure des autres 
domaines peuvent considérablement varier d’une souche bactérienne à une autre. Les LPS ont une 
masse moléculaire pouvant varier entre 2,5 et 20 kDa pour un seul monomère selon la souche 
bactérienne. Cependant, comme toute molécule amphiphile, ils ont une forte tendance à former des 
agrégats ou des micelles en milieu aqueux. 
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Figure III-36 : Structure générale d’un LPS. 

De nombreux marquages de LPS ont été décrits dans la littérature, que ce soit pour une 
utilisation en imagerie par fluorescence in vitro,256-259 ou en imagerie scintigraphique in vivo.260,261 
Néanmoins, aucune étude ne rapporte l’utilisation d’une molécule pouvant être utilisée à la fois en 
imagerie optique et en scintigraphie. Afin de mieux comprendre les processus mis en œuvre lors de 
l’élimination du LPS, nous nous proposons de marquer le LPS avec l’agent bimodal DOTA-
Bodipy-NCS présenté dans le chapitre II. Ainsi, nous pourrons envisager un suivi de la 
biodistribution du LPS in vivo par TEMP, puis une analyse des tissus par microscopie à 
fluorescence. 

III.3.2 Marquage de LPS par le système bimodal DOTA-Bodipy-NCS 

On remarquera que la fonction de greffage utilisée ici est une fonction isothiocyanate, 
contrairement aux cas précédents où la fonction de greffage était une fonction anhydride cyclique. 
Nous nous appuierons donc le protocole de greffage utilisé pour la synthèse du composé 38 
(greffage du DOTA-NCS). Les LPS possèdent peu de fonctions amine primaire, mais sont en 
revanche très riches en fonctions hydroxyle, il est donc plus probable que l’agent multimodal forme 
une liaison thiocarbamate plutôt que thiourée. Le DOTA-Bodipy-NCS a été greffé avec succès sur 
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du LPS issu de Escherichia Coli (Schéma III-15) et le composé 46 a pu être isolé après 
purification par gel filtration (FPLC, Superdex® 75). 

 

 

Schéma III-15 

Malheureusement, aucun spectre de masse du composé entier ou d’un fragment identifiable n’a 
pu être obtenu malgré les nombreuses conditions expérimentales testées (changement de matrice, 
etc.). La tendance des LPS à former des agrégats ou des micelles pourrait rendre difficile leur 
ionisation et constituerait une explication plausible à cette mauvaise détection. Nous n’avons donc 
pas été en mesure de définir précisément le taux de greffage du DOTA-Bodipy-NCS sur le LPS. La 
présence de LPS dans les fractions collectées a été confirmée par dosage du β-hydroxymyristate, 
élément récurrent de la partie Lipide A. Les résultats obtenus montrent clairement la présence de 
LPS dans les fractions collectées (Figure III-37). Ce dosage nous a également permis de déterminer 
la concentration en LPS des solutions obtenues. 
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Figure III-37 : Émission de fluorescence et dosage β-hydroxymyristate des fractions récupérées 
après purification par FPLC du LPS non marqué et du composé 46. 

D’autres tests in vitro ont été réalisés afin de vérifier la conservation de l’activité pro-
inflammatoire du LPS était conservée, et ont montré une activité du composé 46 similaire à celle 
observée pour le LPS non marqué. 

 
Nous avons donc envisagé le radiomarquage du DOTA-Bodipy-LPS afin d’évaluer sa 

biodistribution in vivo chez la souris. Les LPS sont des molécules très résistantes et supportent 
aisément des températures pouvant atteindre 100 °C. Cette propriété nous a permis d’adapter les 
conditions de marquage, et nous avons donc décidé d’effectuer l’étape de radiométallation à 60 °C. 
Le 111In-DOTA-Bodipy-LPS radiomarqué a ainsi été obtenu avec un rendement de radiomarquage 
de 60 %, nous permettant d’isoler le composé 47 après purification, avec une activité spécifique de 
600 MBq.mg-1 de LPS et une pureté radiochimique > 98 % (Schéma III-16). 
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Schéma III-16 

La biodistribution du 111In-DOTA-Bodipy-LPS a été évaluée chez la souris C57 Black de type 
sauvage (C57BL/6J) par injection de 15 μg du composé 47 (100 μL, 9 MBq) dans la veine 
jugulaire. Une expérience de contrôle négatif a été réalisée par co-injection du composé 46 (15 μg) 
et d’indium-111 libre (100 μL, 9 MBq). Des projections tomographiques TEMP-TDM ont ensuite 
été enregistrées 30 minutes, 3 et 24 heures après l’injection (Figure III-38). Les images obtenues 
montrent une accumulation rapide du composé 47 dans le foie et la rate, tandis que l’expérience de 
contrôle montre une élimination directe de l’indium-111 dans la vessie. 

 

 

Figure III-38 : Images TEMP-TDM (MIP) de souris de type sauvage 30 minutes après injection du 
composé 47 (gauche) ou coinjection du composé 46 et d’indium-111 libre (contrôles, droite). 
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Après le dernier temps d’imagerie, les animaux ont été sacrifiés et la radioactivité dans le sang 
et les différents organes a été comptée. Les comptages confirment les résultats observés en TEMP, à 
savoir une localisation des LPS radiomarqués dans le foie et la rate, tandis que l’indium libre est 
éliminé par voie rénale. 

 
Afin d’étudier la biodistribution au niveau cellulaire grâce à la partie Bodipy de l’agent 

multimodal, des échantillons de foie et de rate ont également été congelés en vue d’analyse par 
microscopie à fluorescence. Les coupes de foie de souris non injectées avec du LPS laissent 
apparaître un signal non spécifique sous forme de grosses particules auto-fluorescentes (Figure 
III-39). Malgré cette auto-fluorescence, il est possible d’identifier un signal spécifique du DOTA-
Bodipy-LPS dans les coupes de foie des souris ayant reçu une injection du composé 47. En effet, 
celui-ci apparaît sous forme d’un marquage punctiforme dans le cytoplasme des hépatocytes. 

 

 

Figure III-39 : Images de microscopie à fluorescence des coupes de foie congelé de souris contrôle 
non injectées (gauche) et de souris ayant reçu une injection du composé 47 (droite). Les flèches 
blanches indiquent l’auto-fluorescence non spécifique, tandis que l’on observe un signal plus fin 

correspondant à la fluorescence du Bodipy dans le cytoplasme des hépatocytes. 

Ces résultats encourageants démontrent l’utilité d’une double imagerie ciblée grâce à un 
marqueur multimodal monomoléculaire. En effet, à travers cette étude, nous avons pu mettre en 
évidence la complémentarité des informations apportées par les deux types d’imagerie utilisées. La 
TEMP nous a permis de suivre la biodistribution des LPS au cours du temps, tandis que l’imagerie 
optique a apporté des informations importantes sur le devenir cellulaire des LPS. 

 
Ce système multimodal apporte indéniablement des informations complémentaires aux 

observations faites grâce à la TEMP, et nous envisageons donc son greffage sur les anticorps 
présentés précédemment. De nombreuses modifications pourront également être apportées à cette 
sonde imageante, que ce soit au niveau de la partie macrocyclique permettant la chélation d’autres 
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radiométaux, ou au niveau du Bodipy afin de décaler la longueur d’onde d’émission vers le proche 
infrarouge. Les systèmes DOTA-fluorescéine présentés dans le chapitre II sont également 
d’excellents candidats pour une utilisation en imageries TEMP et optique et pourront donc 
également être utilisés en tant que sondes multimodales. 
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III.4 Conclusion 

La majeure partie de ce chapitre a été consacrée au marquage du trastuzumab et du cétuximab 
via l’utilisation de l’agent chélatant bifonctionnel DOTAGA-anhydride. Si les résultats de cette 
étude sont aujourd’hui satisfaisants, ils sont cependant le fruit de nombreuses étapes d’optimisation. 
Le greffage d’un nombre raisonnable d’unités DOTA a pu être réalisé dans des conditions douces et 
rapides, et la mise au point de techniques de caractérisation par spectrométrie de masse MALDI-
TOF a permis une détermination fiable du taux de greffage des immunoconjugués préparés. 
L’optimisation des conditions de radiométallation nous a permis d’accéder à terme à des 
radioimmunoconjugués d’une grande pureté radiochimique tout en conservant une activité 
biologique intacte. 

 
La préparation d’immunoconjugués à partir de l’abciximab a constitué un réel défi, du fait de la 

perte d’activité de l’anticorps après greffage direct. Ces premiers résultats nous ont alors poussé à 
développer une méthode de greffage non usuelle passant par des étapes de protection puis de 
déprotection des amines primaires les plus réactives de la protéine, ce qui nous a permis d’obtenir 
l’immunoconjugué désiré tout en conservant l’activité biologique du Fab. Ces résultats restent 
cependant à confirmer par des tests in vitro complémentaires. 

 
Enfin, les premiers tests de bioconjugaison et de radiomarquage de LPS se sont avérés 

concluants et ont montré tous les bénéfices que pouvaient apporter une sonde multimodale dans la 
compréhension du métabolisme d’agents pathogènes. Ces systèmes seront prochainement mis en 
œuvre au laboratoire pour le marquage d’anticorps monoclonaux tels que le trastuzumab ou le 
cétuximab. 
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Ce travail de thèse était axé sur la mise au point de méthodes de marquage de biomolécules par 
des complexes de radiométaux à base de polyamines macrocycliques en vue d’une utilisation en 
imagerie médicale. 

 
Dans un premier temps, nous avons réalisé la synthèse d’un nouvel agent chélatant 

bifonctionnel développé au laboratoire appelé DOTAGA-anhydride. Ce dérivé macrocyclique est à 
notre connaissance le seul dérivé du DOTA possédant une fonction de greffage anhydride cyclique 
et a ainsi pu être mis en œuvre dans des expériences de bioconjugaison. 

La préparation de précurseurs de systèmes multimodaux “imagerie nucléaire/optique” a 
également été envisagée en intégrant un fluorophore de type fluorescéine et une entité DOTA dans 
une seule molécule. L’utilisation d’un dérivé de la lysine en tant que “plateforme” nous a permis 
d’y attacher les différents “blocs” par couplage peptidique. Une fonction de greffage adéquate 
pourra ensuite être ajoutée sur les différents précurseurs synthétisés afin d’engager la sonde 
multimodale dans une réaction de bioconjugaison. 

 
La facilité d’utilisation du DOTAGA-anhydride a permis l’introduction aisée et controlée 

d’unités DOTA sur deux anticorps monoclonaux utilisés en oncologie. Une méthode de contrôle du 
taux de greffage par spectrométrie de masse MALDI-TOF a également été mise en œuvre. Le 
trastuzumab et le cétuximab ont ainsi pu être radiomarqués à l’indium-111 avec des rendements de 
radiomarquage satisfaisants et une grande pureté radiochimique. L’activité biologique de chaque 
radioimmunoconjugué a pu être validée par des expériences de saturation in vitro. L’inertie des 
étapes de greffage et de radiomarquage sur l’activité des deux anticorps a finalement été vérifiée par 
des études sur le petit animal. Les images TEMP de souris immunodéficientes porteuses de tumeurs 
obtenues attestent de la spécificité de chaque anticorps radiomarqué pour leur cible. Des études 
comparatives sont actuellement menées pour évaluer la biodistribution de dérivés Fab et (Fab’2) du 
cétuximab. 

La méthode de bioconjugaison du DOTAGA-anhydride a par la suite été transposée au greffage 
sur un fragment d’anticorps de type Fab. Cette modification conduisant à une perte de l’activité 
biologique de l’abciximab, nous avons tout d’abord cherché à comprendre la raison de cet échec. 
Des analyses de protéomique ont permis de mettre en évidence un greffage préférentiel sur les 
amines primaires qui semblent situées au niveau de site de liaison à l’antigène. Cette constatation 
nous a dans un premier temps poussé à envisager le greffage de dérivés macrocycliques porteurs de 
fonctions de greffage différentes. Cette méthode ne conduisant pas non plus aux résultats attendus, 
nous avons finalement mis au point une méthode de greffage multi étapes nous permettant 
d’accéder in fine à un dérivé DOTAGA-abciximab dont l’activité biologique est préservée. 

L’étude de la biodistribution de LPS par TEMP et imagerie optique a permis la valorisation 
d’un système multimodal DOTA-Bodipy-NCS précédemment synthétisé au laboratoire. Le greffage 
de ce composé monomoléculaire a été validé par des méthodes originales (dosage 
β-hydroxymyristate, FPLC), et les méthodes de radiomarquages mises au point précédemment ont 
pu être transposées pour le marquage du DOTA-Bodipy-LPS. Les images de TEMP-TDM et de 
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microscopie à fluorescence obtenues nous permettent donc de valider le concept de l’association 
d’un fragment Bodipy et d’un polyazamacrocycle. 

 
Malgré les nombreux progrès technologiques de ces dernières années, l’imagerie médicale a 

encore beaucoup à offrir et n’a de cesse d’évoluer (développement de nouvelles caméras TEMP ou 
TEP, de nouveaux imageurs à fluorescence, etc.). La tendance à traiter les différentes pathologies au 
cas par cas incite la communauté scientifique à se tourner de plus en plus vers la conception de 
sondes imageantes vectorisées, que ce soit pour le diagnostic ou le suivi thérapeutique. Les sondes 
imageantes de demain devront également composer avec la multimodalité (TEP-IRM, TEMP-
Optique, etc.). Mais l’un des prochains grands défis réside dans la conception d’agents encore plus 
performants capables d’intégrer une ou deux modalités d’imagerie, ainsi qu’un agent 
thérapeutique : les agents dits “théranostiques”. 
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INSTRUMENTATION 

NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE SPECTROSCOPY 
NMR spectra were recorded on a Bruker 300, 500 or 600 spectrometer (300 MHz, 500 MHz or 

600 MHz for 1H; 75 MHz, 125 MHz or 150 MHz for 13C). All chemical shifts were referenced to 
the solvent peak. The following abbreviations are used; s: singlet, d: doublet, t: triplet, q: quartet, m: 
multiplet, b: broad. 
 
MASS SPECTROMETRY 

Mass spectra were obtained by MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - 
Time Of Flight) with a Bruker DALTONICS Ultraflex II spectrometer. 

 
Electrospray mass measurements were carried out using a Bruker microTOF-Q™ ESI-TOF 

(ElectroSpray Ionization - Time Of Flight) mass spectrometer. 
 

ELEMENTAL ANALYSIS 
Elemental analyses were performed with a Fisons EA CHNS instrument. 

 
UV-VISIBLE SPECTROSCOPY 

Absorption spectra for determination of the protein concentration of the solutions were 
recorded on a JASCO Bio-spectrophotometer UV-Vis V-630Bio. 
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SYNTHÈSE D’AGENTS CHÉLATANTS BIFONCTIONNELS À BASE DE POLYAMINES 

MACROCYCLIQUES 

1 2-(bis(2-(2,6-dioxomorpholino)ethyl)amino)acetic acid or “DTPA-dianhydride” 
 

 

C14H19N3O8 

M = 357.32 g.mol-1 

 
1 mL of acetic anhydride was added to a suspension of DTPA (500 mg, 1.3 mmol) in pyridine 

(630 μL, 7.8 mmol, 6 equiv.) under nitrogen. The mixture was stirred at 65 °C for 24 h, and then at 
room temperature for 30 min. The suspension was filtered, washed with acetic anhydride (5 mL), 
acetonitrile (10 mL) and finally diethylether (20 mL). The solid was dried under vacuum to afford 1 
as a white grey solid (m = 450 mg, yield = 97 %). 

1H NMR (600 MHz, DMSO, 298 K) δ (ppm): 3.71 (s, 8H), 3.31 (s, 2H), 2.75 (t, 4H, 3J = 5.8 Hz), 
2.60 (t, 4H, 3J = 5.8 Hz). 

13C{1H} NMR (75 MHz, DMSO) δ (ppm): 171.9 (C=O), 165.8 (*4) (C=O), 54.5, 52.6 (*4), 51.8 
(*2), 50.7 (*2). 

2 2,2',2''-(10-(2,6-dioxotetrahydro-2H-pyran-3-yl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-
triyl)triacetic acid or “DOTAGA-anhydride” 
 

 

C19H30N4O9 

M = 458.20 g.mol-1 

 

2 mL of acetic anhydride were added to a suspension of DOTAGA, 2 HCl (1 g, 1.8 mmol) in 
pyridine (850 μL, 11 mmol, 6 equiv.) under nitrogen. The mixture was stirred at 65 °C for 24 h, and 
then at room temperature for 30 min. The suspension was filtered, washed with acetic anhydride (10 
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mL), acetonitrile (20 mL) and finally diethylether (30 mL). The solid was dried under vacuum to 
afford 2 as a white grey solid (m = 950 mg, yield = 96 %). 

ESI-MS: m/z = 481.19 [M+Na]+. 

3 Nε-(Di-tert-butylacetate)-Nα-(carbobenzyloxy)-L-lysine 
 

 

C26H40N2O8 

M = 508.60 g.mol-1 

 

To a solution of Nα-(carbobenzyloxy)-L-lysine (10 g, 35.7 mmol) in a CH3CN/H2O mixture 
(50:50, 200 mL), was added 29.5 mL of DIPEA (178 mmol, 5 equiv.) followed by 10.5 mL of tert-
Butyl bromoacetate (71.3 mmol, 2 equiv.). The mixture was stirred overnight at 40 °C. Acetonitrile 
was evaporated and the pH of the aqueous layer was adjusted to 1.5 by addition of 300 mL 5 % 
citric acid solution. The white sticky precipitate was extracted with chloroform (3 × 300 mL). The 
combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The 
product was disolved in 300 mL of diethylether, and the precipitate was discarded by filtration. The 
filtrate was concentrated under vacuum and the resulting oil was chromatographed on silica gel with 
heptane/AcOEt (50:50 to 0:100). After concentration of the combined pure fractions, the compound 
3 was obtained as a colorless oil (m = 11.45 g, 22.5 mmol, yield = 63 %). 

1H NMR (300 MHz, DMSO, 298 K) δ (ppm): 12.51 (bs, 1H), 7.51 (d, 1H), 7.35 (m, 5H), 5.03 (s, 
2H), 3.91 (m, 1H), 3.32 (s, 4H), 2.56 (m, 2H), 1.62 (m, 2H), 1.40 (s, 18H), 1.33 (m, 4H). 

13C{1H} NMR (75 MHz, DMSO) δ (ppm): 173.9 (COOH), 170.1 (*2) (C=O), 156.1 (C=O), 137.0 
(arom), 128.3 (*2) (arom), 127.7 (arom), 127.6 (*2) (arom), 80.0 (*2) (C tBu), 65.3, 55.4 (*2), 53.8, 
53.1, 30.7, 27.8 (*6) (CH3 tBu), 26.8, 23.2. 

ESI-MS: m/z = 531.28 [M+Na]+, 553.26 [M-H+2 Na]+. 

4 Nε-(Di-tert-butylacetate)-Nα-(carbobenzyloxy)-L-lysine-N-(aminocarbonyl)ethanamido-
DO3AtBu 
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C56H96N8O14 

M = 1105.41 g.mol-1 

 
290 mg of 3 (0.57 mmol) was mixed with DO3AtBu-N-(2-aminoethyl)ethanamide (390 mg, 

0.63 mmol, 1.1 equiv.), HBTU (220 mg, 0.57 mmol, 1 equiv.), HOBt (80 mg, 0.57 mmol, 1 equiv.) 
DIEA (198 μL, 1.20 mmol, 2.1 equiv.) in 10 mL of CH2Cl2. The mixture was stirred overnight at 
room temperature. The solvent was then evaporated under vacuum, and the product was dissolved 
in a mixture of CH3CN (10 mL) and 5% NaHCO3 aqueous solution (10 mL). CH3CN was 
evaporated under vacuum and the aqueous phase was extracted with 10 mL of pentane. The organic 
layer was discarded, and the aqueous layer was finally extracted with AcOEt (2 × 10 mL). The 
combined organic layers were then washed with 5 % NaHCO3 (10 mL), diluted citric acid solution 
adjusted to pH 2.8 (2 × 10 mL), and water (10 mL). The organic layer was dried over MgSO4, and 
the solvent was evaporated. The product was taken in diethylether, and the precipitate was filtered 
off using a 0.2 μm filter. After evaporation of the filtrate, the compound 4 (+ HPF6 coming from 
HBTU) was obtained as a white foam (m = 580 mg, 0.46 mmol, yield = 81 %). 

1H NMR (600 MHz, DMSO, 323 K) δ (ppm): 7.95 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.41-7.26 (m, 5H), 7.17 (s, 
1H), 5.02 (m, 2H), 3.93 (m, 1H), 3.32 (s, 4H), 3.20 (s, 4H), 3.18-2.93 (m, 10H), 2.78-2.53 (m, 8H), 
2.46-2.07 (m, 8H), 1.62 (m, 1H), 1.52 (m, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.43 (s, 18H), 1.41 (s, 18H), 1.37-1.19 
(m, 4H). 

13C{1H} NMR (150 MHz, DMSO, 323 K) δ (ppm): 173.0 (C=O), 172.6 (*2) (C=O), 172.5 (C=O), 
172.1 (C=O), 170.5 (*2) (C=O), 156.4 (C=O), 137.5 (arom), 128.7 (*2) (arom), 128.2 (arom), 128.0 
(*2) (arom), 81.6 (C tBu), 81.5 (*2) (C tBu), 80.5 (*2) (C tBu), 65.9, 56.5, 56.1 (*2), 56.0, 55.9 
(*2), 55.3, 53.9, 50.5 (*8), 39.1, 38.5, 32.4, 28.3 (*6) (CH3 tBu), 28.1 (*6) (CH3 tBu), 28.1 (*3) 
(CH3 tBu), 27.5, 23.6. 

ESI-MS: m/z = 1127.70 [M+Na]+. 

Elemental analysis for C56H96N8O14  HPF6  2.5 H2O: 
- Calculated: C (51.88 %), H (7.93 %), N (8.79 %) 
- Found: C (51.83 %), H (8.11 %), N (8.91 %)  
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5 Nε-(Di-tert-butylacetate)-L-lysine-N-(aminocarbonyl)ethanamido-DO3AtBu 
 

 

C48H90N8O12 

M = 971.27 g.mol-1 

 
520 mg of 4 (0.41 mmol) were placed in 5 mL of methanol with 17 mg of 10 % Pd/C (16 

μmol, 0.04 equiv) under H2. After consumption of 9.2 mL of hydrogen (0.41 mmol, 1 equiv.), the 
catalyst was removed by filtration on Clarcel® and the solvent was evaporated under vacuum. The 
compound 5 (+ HPF6) was obtained as a white foam (m = 430 mg, 0.38 mmol, yield = 93 %). 

1H NMR (600 MHz, DMSO, 363 K) δ (ppm): 7.90 (s, 1H), 7.64 (s, 1H), 3.32 (s, 4H), 3.25-3.17 (m, 
4H), 3.15 (s, 3H), 3.13 (bs, 4H), 3.05 (s, 2H), 2.78-2.52 (m, 10H), 2.33 (bs, 10H), 1.61 (m, 1H), 
1.47 (s, 9H), 1.45 (s, 18H), 1.43 (s, 18H), 1.41-1.26 (m, 5H). 

13C{1H} NMR (150 MHz, DMSO, 363 K) δ (ppm): 174.5 (C=O), 172.0 (C=O), 171.6 (*2) (C=O), 
171.3 (C=O), 169.6 (*2) (C=O), 80.8 (C tBu), 80.7 (*2) (C tBu), 79.6 (*2) (C tBu), 55.8, 55.4 (*2), 
55.3, 55.2 (*2), 54.4, 53.4, 49.9 (*8), 38.4, 37.6, 34.3, 27.4 (*6) (CH3 tBu), 27.3 (*6) (CH3 tBu), 
27.2 (*3) (CH3 tBu), 27.0, 22.5. 

ESI-MS: m/z = 993.65 [M+Na]+, 508.32 [M+2 Na]2+, 497.33 [M+H+Na]2+. 

Elemental analysis for C48H90N8O12  HPF6  3.5 H2O: 
- Calculated: C (48.84 %), H (8.37 %), N (9.49 %) 
- Found: C (48.82 %), H (8.42 %), N (9.64 %) 
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6 Nε-(Di-tert-butylacetate)-Nα-(fluorescein-5-thiourea)-L-lysine-N-
(aminocarbonyl)ethanamido-DO3AtBu 
 

 

C69H101N9O17S 

M = 1360.66 g.mol-1 

 
100 mg of 5 (100 μmol) was mixed with fluoresceinisothiocyanate (48 mg, 120 μmol, 1.2 

equiv.), in 2 mL of DMF. The mixture was stirred overnight in the dark at room temperature. The 
product was concentrated under vacuum and the resulting oil was chromatographed on silica gel 
with CH2Cl2/MeOH (100:0 to 80:20). After concentration of the combined pure fractions, the 
compound 6 was obtained as a yellow powder (m = 50 mg, 33.1 μmol, yield = 33 %). 

1H NMR (600 MHz, DMSO, 383 K) δ (ppm): 10.13 (bs, 1H), 9.73 (bs, 2H), 8.42 (s, 1H), 8.09 (bs, 
1H), 7.89 (bs, 1H), 7.87 (d, 1H, 3J = 8.3 Hz), 7.77 (s, 1H), 7.13 (d, 1H, 3J = 8.3 Hz), 6.70 (m, 2H), 
6.61 (m, 2H), 6.57 (m, 2H), 4.90 (m, 1H), 3.34 (s, 4H), 3.26 (m, 4H), 3.19 (s, 2H), 3.16 (s, 4H), 
2.93 (bs, 18H), 2.67 (m, 2H), 1.86 (m, 1H), 1.75 (m, 1H), 1.51-1.38 (m, 49H). 

7 Fluorescein-5-aminocarbonylethanoic acid 
 

 

C24H17NO8 

M = 447.39 g.mol-1 

 
To a solution of 5-aminofluorescein (1 g, 2.88 mmol) in a AcOH/dioxane mixture (50:50, 200 

mL) was added 290 mg of succinic anhydride (2.88 mmol, 1 equiv.). The mixture was stirred 
overnight in the dark at room temperature. Solvents were evaporated to dryness, and the orange 
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solid was suspended in 100 mL of water and stirred for 30 minutes. The solid was collected by 
filtration, washed with 20 mL of water, and dried under high vacuum to give  the compound 7 as an 
orange powder (m = 1.05 g, 2.35 mmol, yield = 81 %). 

1H NMR (300 MHz, DMSO, 298 K) δ (ppm): 12.00 (bs, 1H), 10.43 (s, 1H), 10.14 (bs, 2H), 8.31 (s, 
1H), 7.82 (d, 1H, 3J = 8.4 Hz), 7.20 (d, 1H, 3J = 8.4 Hz), 6.61 (m, 6H), 2.61 (m, 4H). 

13C{1H} NMR (75 MHz, DMSO, 298 K) δ (ppm): 173.7 (C=O), 170.8 (C=O), 168.6 (C=O), 159.4 
(*2) (C-OH arom), 151.9 (*2) (C-O arom), 146.5 (C arom), 140.8 (C-NH arom), 129.0 (*2) (CH 
arom), 126.9 (CH arom), 126.1 (C arom), 124.4 (CH arom), 113.2 (CH arom), 112.5 (*2) (CH 
arom), 109.7 (*2) (C arom), 102.2 (*2) (CH arom), 83.0 (C-O), 31.1 (CH2), 28.7 (CH2). 

ESI-MS: m/z = 446.06 [M-H]-, 468.04 [M+Na-2H]-, 490.02 [M+2Na-3H]-. 

8 Nε-(Di-tert-butylacetate)-Nα-(fluorescein-5-aminocarbonylethanamide)-L-lysine-N-
(aminocarbonyl)ethanamido-DO3AtBu 

 

 

C72H105N9O19 

M = 1400.65 g.mol-1 

 
220 mg of 5 (197 μmol) was mixed with compound 7 (88.1 mg, 197 μmol, 1 equiv.), DIEA 

(65.1 μL, 394 μmol, 2 equiv.), EDCI (37.7 mg, 44.7 μmol, 1 equiv.), HOBt (26.6 mg, 197 μmol, 1 
equiv.) in 10 mL of DMF. The mixture was stirred overnight in the dark at room temperature. The 
solvent was then evaporated under vacuum, and the product was disolved in CH2Cl2 (20 mL). The 
organic layer was washed with water (2 x 20 mL), diluted citric acid solution adjusted to pH 2.8 (2 
× 20 mL), and 5 % NaHCO3 (2 × 20 mL). The organic layer was dried over MgSO4, and the solvent 
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was evaporated. The compound 8 (+ HPF6) was obtained as an orange solid (m = 212 mg, 137 
μmol, yield = 69 %). 

1H NMR (500 MHz, DMSO, 363 K) δ (ppm): 10.14 (s, 1H), 8.30 (m, 1H), 8.15 (m, 1H), 7.82 (m, 
1H), 7.74 (m, 1H), 7.64 (m, 1H), 7.06 (m, 1H), 6.65 (m, 2H), 6.50 (m, 2H), 6.43 (m, 2H), 4.18 (m, 
1H), 3.32 (s, 4H), 3.29-2.86 (m, 16H), 2.78-2.52 (m, 12H), 2.44-2.10 (m, 8H), 1.73 (m, 1H), 1.64-
1.22 (m, 50H). 

13C{1H} NMR (125 MHz, DMSO, 363 K) δ (ppm): 171.8 (C=O), 171.5 (*2) (C=O), 171.4 (C=O), 
171.2 (C=O), 170.1 (C=O), 170.6 (C=O), 169.6 (*2) (C=O), 167.9 (C=O), 155.2 (*2) (C-OH arom), 
155.1 (*2) (C-O arom), 139.1 (*2) (C arom), 129.4 (*2) (CH arom), 127.1 (C arom), 127.2 (C 
arom), 120.3 (CH arom), 118.3 (*2) (CH arom), 117.9 (CH arom), 110.5 (*2) (C arom), 102.1 (*2) 
(CH arom), 80.8 (C tBu), 80.8 (*2) (C tBu), 79.6 (*2) (C tBu), 78.6 (C-O), 55.8, 55.4 (*2), 55.3, 
55.2 (*2), 53.3, 52.7 (CH), 49.9 (*8), 38.2, 37.9, 31.6, 30.9, 30.3, 27.4 (*6) (CH3 tBu), 27.3 (*6) 
(CH3 tBu), 27.3 (*3) (CH3 tBu), 26.7, 22.7. 

ESI-MS: m/z = 1420.71 [M+Na-2H]+. 

Elemental analysis for C72H105N9O19  HPF6: 
- Calculated: C (55.91 %), H (6.91 %), N (8.15 %) 
- Found: C (56.07 %), H (7.58 %), N (8.33 %) 

9 Nε-(Diacetic acid)-Nα-(fluorescein-5-aminocarbonylethanamide)-L-lysine-N-
(aminocarbonyl)ethanamido-DOTA 

 

 

C52H65N9O19 

M = 1120.12 g.mol-1 
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184.2 mg of 8 (119 μmol) were mixed with 92 μL of triisopropylsilane and 1.9 mL of 
trifluoroacetic acid in 1.9 mL of CH2Cl2. The mixture was stirred 72 h in the dark at room 
temperature. The solution was concentrated under vacuum without heating, and the product was 
precipitated by addition of 5 mL of diethylether. The solid was filtered and rinsed with CH2Cl2 and 
diethyl ether, and the solid was dried under vacuum. The compound 9 (+ HPF6 + 2 TFA) was 
obtained as a yellow powder (m = 168 mg, 115 μmol, yield = 97 %). 

1H NMR (500 MHz, DMSO, 363 K) δ (ppm): 10.24 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 7.97 (m, 1H), 7.85 (d, 
1H, 3J = 8.2 Hz), 7.82 (m, 1H), 7.73 (m, 1H), 7.15 (d, 1H, 3J = 8.2 Hz), 6.69 (m, 2H), 6.62-6.52 (m, 
4H), 4.19 (m, 1H), 3.60 (s, 2H), 3.58 (s, 4H), 3.51 (s, 2H), 3.41 (s, 4H), 3.21 (m, 4H), 3.11-2.83 (m, 
16H), 2.73 (m, 2H), 2.67 (m, 2H), 2.56 (m, 2H), 1.71 (m, 1H), 1.57 (m, 1H), 1.45 (m, 2H), 1.31 (m, 
2H). 

13C{1H} NMR (125 MHz, DMSO, 363 K) δ (ppm): 171.6 (C=O), 171.0 (*3) (C=O), 171.0 (C=O), 
170.8 (C=O), 170.7 (*2) (C=O), 170.5 (C=O), 168.1 (C=O), 159.2 (*2) (C-OH arom), 151.7 (*2) 
(C-O arom), 146.2 (C arom), 140.4 (C-NH arom), 128.2 (*2) (CH arom), 126.7 (C arom), 125.9 
(CH arom), 123.7 (CH arom), 113.3 (CH arom), 112.2 (*2) (CH arom), 109.7 (*2) (C arom), 102.0 
(*2) (CH arom), 83.1 (C-O), 55.4, 54.7 (*3), 54.2 (*2), 53.9, 52.7 (CH), 50.8 (*2), 50.4 (*2), 50.1 
(*2), 49.8 (*2), 38.3, 37.8, 31.6, 31.2, 30.1, 26.0, 22.5. 

ESI-MS: m/z = 1120.44 [M+H]+, 1142.43 [M+Na]+. 

10 Nε-(Carbo-tert-butoxy)-Nα-(carbobenzyloxy)-L-lysine 
 

 

C19H28N2O6 

M = 380.19 g.mol-1 

 

40 mL of a solution of di-tert-butyl dicarbonate (7.08 g, 32.4 mmol) in dioxane was added to 
a solution of Nα-(carbobenzyloxy)-L-lysine (10 g, 35.7 mmol, 1.1 equiv.) in 0.9 M aqueous NaOH 
(40 mL). The resulting mixture was stirred overnight. Dioxane was evaporated and the pH of the 
aqueous solution was adjusted to pH 1.5 by adding 500 mL of a 10 % citric acid solution. The 
aqueous phase was extracted with CHCl3 (3 × 100 mL). The combined organic layers were dried 
over MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The resulting oil was taken in ether and the 
precipitate was filtered off. The filtrate was concentrated under vacuum and the compound 10 was 
obtained as a white foam (m = 12 g, 31.5 mmol, yield = 97 %). 
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1H NMR (300 MHz, DMSO, 298 K) δ (ppm): 12.56 (bs, 1H,), 7.51 (m, 1H), 7.42-7.25 (m, 5H), 
6.77 (m, 1H), 5.03 (s, 2H), 3.90 (m, 1H), 2.87 (m, 2H), 1.64 (m, 1H), 1.57 (m, 1H), 1.36 (s, 9H), 
1.32 (m, 4H). 

13C{1H} NMR (75 MHz, DMSO, 298 K) δ (ppm): 174.0 (C=O), 156.2 (C=O), 155.6 (C=O), 137.0 
(arom), 128.4 (*2) (arom), 127.8 (arom), 127.7 (*2) (arom), 77.4 (C tBu), 65.4 (CH2 benzyl), 53.9 
(CH), 39.7, 30.5, 29.1, 28.3 (*3) (CH3 tBu), 22.9. 

ESI-MS: m/z = [M+Na]+, [M-H+2 Na]+. 

11 Nε-(Carbo-tert-butoxy)-Nα-(carbobenzyloxy)-L-lysine-N-(aminocarbonyl)ethanamido-
DO3AtBu 

 

 

C49H84N8O12 

M = 977.24 g.mol-1 

 
11 was synthesized according to the procedure used for the synthesis of 4, starting from 327 

mg of 10 (0.86 mmol), 584 mg of DO3AtBu-N-(2-aminoethyl)ethanamide (0.85 mmol, 1.1 equiv.), 
330 mg of HBTU (0.86 mmol, 1equiv.), 120 mg of HOBt (0.86 mmol, 1 equiv.) and 284 μL of 
DIEA (1.72 mmol, 2 equiv.). The compound 11 (+ HPF6) was obtained as a white foam (m = 790 
mg, 0.70 mmol, yield = 82 %). 

1H NMR (500 MHz, DMSO, 363 K) δ (ppm): 7.79 (bs, 1H), 7.57 (bs, 1H), 7.39-7.26 (m, 5H), 6.83 
(bs, 1H), 6.28 (bs, 1H), 5.05 (m, 2H), 3.96 (m, 1H), 3.29-3.08 (m, 8H), 3.08-2.97 (m, 4H), 2.93 (m, 
2H), 2.84-2.52 (m, 8H), 2.47-2.13 (m, 8H), 1.66 (m, 1H), 1.57 (m, 1H), 1.47 (s, 9H), 1.45 (s, 18H), 
1.42 (m, 2H), 1.39 (s, 9H), 1.31 (m, 2H). 

13C{1H} NMR (125 MHz, DMSO, 363 K) δ (ppm): 171.9 (C=O), 171.6 (*2) (C=O), 171.5 (C=O), 
171.2 (C=O), 155.3 (C=O), 155.1 (C=O), 136.6 (arom), 127.7 (*2) (arom), 127.2 (arom), 127.0 (*2) 
(arom), 80.8 (C tBu), 80.7 (*2) (C tBu), 76.9 (C tBu), 65.1, 55.8, 55.3, 55.2 (*2), 54.6, 49.9 (*4), 
49.8 (*4), 39.5, 38.3, 37.7, 31.4, 28.8, 27.8 (*3) (CH3 tBu), 27.3 (*6) (CH3 tBu), 27.2 (*3) (CH3 
tBu), 22.2. 

ESI-MS: m/z = 999.62 [M+Na]+. 
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Elemental analysis for C49H84N8O12  HPF6  2.5 H2O: 
- Calculated: C (50.38 %), H (7.77 %), N (9.59 %) 
- Found: C (50.30 %), H (7.80 %), N (9.76 %)  

12 Nε-(Carbo-tert-butoxy)-L-lysine-N-(aminocarbonyl)ethanamido-DO3AtBu 
 

 

C41H78N8O10 

M = 843.11 g.mol-1 

 
12 was synthesized according to the procedure used for the synthesis of 5, starting from 790 

mg of 11 (0.70 mmol) and 36 mg of 10 % Pd/C (0.034 mmol, 0.04 equiv.). The compound 12 (+ 
HPF6) was obtained as a white foam (m = 650 mg, 0.66 mmol, yield = 94 %). 

1H NMR (500 MHz, DMSO, 363 K) δ (ppm): 7.92 (s, 1H), 7.64 (s, 1H), 6.29 (s, 1H), 3.25-3.18 (m, 
4H), 3.17-3.09 (m, 7H), 3.06 (s, 2H), 2.99-2.84 (m, 4H), 2.72 (bs, 8H), 2.34 (bs, 8H), 1.61 (m, 1H), 
1.47 (s, 9H), 1.45 (s, 18H), 1.39 (s, 9H), 1.53-1.25 (m, 7H). 

13C{1H} NMR (125 MHz, DMSO, 363 K) δ (ppm): 174.5 (C=O), 171.9 (C=O), 171.5 (*2) (C=O), 
171.2 (C=O), 155.1 (C=O), 80.8 (C tBu), 80.7 (*2) (C tBu), 76.9 (C tBu), 55.8, 55.3, 55.2 (*2), 
54.3, 49.9 (*4), 49.8 (*4), 39.5, 38.4, 37.6, 34.1, 29.0, 27.8 (*3) (CH3 tBu), 27.3 (*6) (CH3 tBu), 
27.2 (*3) (CH3 tBu), 22.1. 

ESI-MS: m/z = 865.58 [M+Na]+. 

Elemental analysis for C41H78N8O10  HPF6 2O: 
- Calculated: C (47.62 %), H (8.19 %), N (10.84 %) 
- Found: C (47.61 %), H (8.19 %), N (10.68 %) 
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MARQUAGE D’ANTICORPS MONOCLONAUX 

13 Purification of trastuzumab 
 

 

M ≈ 151300 kDa 

ε280 (calculated) ≈ 218500 M-1.cm-1 

 
Following the instructions of the manufacturer, trastuzumab (Herceptin, Roche) was 

reconstituted in water to obtain a 21 mg.ml-1 solution of trastuzumab. Trastuzumab (150 mg) was 
purified from other excipients (histidine, polysorbate and α,α-trehalose) by ultrafiltration (Vivaspin 
20TM filter 30 kDa, Pall, 4 h, at 2701 × g, 4 °C) and washed twice with 15 mL of PBS 0.1 M, pH 
7.4. The concentrated solution was diluted in 4 mL of PBS 0.1 M, pH 7.4, to give a final 
concentration of 33.92 mg.mL-1. The purified solution of trastuzumab 13 was stored at 4 °C. 

14 Preparation of DTPA-trastuzumab conjugate (0.5:1) 
 

 

 

 
Conjugation was performed at a 1:1 DTPA-dianhydride / trastuzumab molar ratio. 2.3 μL of a 

0.2 mg.mL-1 suspension of 1 in dry chloroform (0.47 μg, 1.33 nmol, 1 equiv.) were pipetted under 
ultrasonication and transferred to a polypropylene microtube. The chloroform was evaporated under 
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a gentle stream of nitrogen. 12.5 μL of a solution of 13 (16 mg.mL-1, 200 μg, 1.33 nmol, 1 equiv.) in 
PBS 0.1 M, pH 7.4 were subsequently added and gently mixed at room temperature for 30 min. 
Unbound DTPA was then removed by ultrafiltration (NanosepTM filter 30 kDa, Pall, 12 min at 
8100 × g, 4 °C). Conjugated trastuzumab was washed twice with 100 μL of PBS 0.1 M, pH 7.4, and 
the concentrated solution was diluted in 100 μL of PBS. The purified immunoconjugate 14 was 
stored at 4 °C. Degree of labeling was around 0.5 DTPA per trastuzumab according to MALDI-
TOF mass spectrometry. 

15 Preparation of DOTAGA-trastuzumab conjugate (0.7:1) 
 

 

 

 
Conjugation was performed at a 1:1 DOTAGA-anhydride / trastuzumab molar ratio. 3.1 μL of 

a 0.2 mg.mL-1 suspension of 2 in dry chloroform (0.61 μg, 1.33 nmol, 1 equiv.) were pipetted under 
ultrasonication and transferred to a polypropylene microtube. The chloroform was evaporated under 
a gentle stream of nitrogen. 12.5 μL of a solution of 13 (16 mg.mL-1, 200 μg, 1.33 nmol, 1 equiv.) in 
PBS 0.1 M, pH 7.4 were subsequently added and gently mixed at room temperature for 30 min. 
Unbound DOTAGA was then removed by ultrafiltration (NanosepTM filter 30 kDa, Pall, 12 min at 
8100 × g, 4 °C). Conjugated trastuzumab was washed twice with 100 μL of PBS 0.1 M, pH 7.4, and 
the concentrated solution was diluted in 100 μL of PBS. The purified immunoconjugate 15 was 
stored at 4 °C. Degree of labeling was around 0.7 macrocycle per trastuzumab according to 
MALDI-TOF mass spectrometry. 
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16 Preparation of DOTAGA-trastuzumab conjugate (7.6:1) 
 

 

 

 
Conjugation was performed at a 20:1 DOTAGA-anhydride / trastuzumab molar ratio. The 

compound 16 was synthesized using the same procedure as compound 15, using 12.2 μL of a 1 
mg.mL-1 suspension of 2 in dry chloroform (12.2 μg, 26.6 nmol, 20 equiv.) and 12.5 μL of a 
solution of 13 (16 mg.mL-1, 200 μg, 1.33 nmol, 1 equiv.) in PBS 0.1 M, pH 7.4. Finally, the purified 
immunoconjugate 16 was stored at 4 °C. Degree of labeling was around 7.6 macrocycles per 
trastuzumab according to MALDI-TOF mass spectrometry. 

17 Preparation of DOTAGA-trastuzumab conjugate (1.1:1) 
 

 

 

 
Conjugation was performed at a 6:1 DOTAGA-anhydride / trastuzumab molar ratio. The 

compound 17 was synthesized using the same procedure as compound 15, using 7.5 μL of a 5 
mg.mL-1 suspension of 2 in dry chloroform (37.5 μg, 82 nmol, 6 equiv.) and 500 μL of a solution of 
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13 (4 mg.mL-1, 2 mg, 13.7 nmol, 1 equiv.) in PBS 0.1 M, pH 7.4. Finally, the purified 
immunoconjugate 17 was stored at 4 °C. Degree of labeling was around 1.1 macrocycles per 
trastuzumab according to MALDI-TOF mass spectrometry. 

18 Preparation of DOTAGA-trastuzumab conjugate (2.6:1) 
 

 

 

 
Conjugation was performed at a 20:1 DOTAGA-anhydride / trastuzumab molar ratio. The 

compound 18 was synthesized using the same procedure as compound 15, using 36.2 μL of a 5 
mg.mL-1 suspension of 2 in dry chloroform (181.6 μg, 0.39 μmol, 20 equiv.) and 88.4 μL of a 
solution of 13 (33.92 mg.mL-1, 3 mg, 19.8 nmol, 1 equiv.) in PBS 0.1 M, pH 7.4. Finally, the 
purified immunoconjugate 18 was stored at 4 °C. Degree of labeling was around 2.6 macrocycles 
per trastuzumab according to MALDI-TOF mass spectrometry. 
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19 Radiolabeling of 18 (400 MBq.mg-1) 
 

 

 

 
12 MBq of 111InCl3 in HCl 0.05 M (14 μL, 7 pmol) were added to a solution of 18 (30 μg, 200 

pmol, 28.5 equiv.) in ammonium acetate buffer 0.1 M pH 5.7, so that the final solution reaches a 
buffer / HCl ratio of 1.5. The solution was stirred in a thermomixer at 37 °C for 1 h. 3 μL of a 50 
mM EDTA solution in ammonium acetate buffer (0.1 M, pH 5.7) were added, and the resulting 
mixture was stirred for another 15 min at 25 °C. The radiolabeled immunoconjugate was then 
purified by ultrafiltration (NanosepTM filter 30 kDa, Pall, 9 min at 8100 × g, 4 °C) to remove 111In-
EDTA complexes. 111In-DOTAGA-trastuzumab was washed once with 100 μL of PBS 0.1 M, pH 
7.4, and the concentrated solution of 19 was diluted in 100 μL of PBS. Instant thin layer 
chromatography (ITLC) was performed before and after ultrafiltration to determine radiolabeling 
yield and radiochemical purity. 1 μL of each solution was applied on ITLC-SG strips at 2 cm of the 
bottom. The solvent (sodium citrate 0.1 M pH 5) was allowed to rise to 10 cm from the bottom of 
the strips. The strips were then analyzed using a γ radiochromatograph (Raytest miniGITA-Star). 
Radiolabeling yield was 75 %, and radiochemical purity after purification step was >99 %. 
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20 Radiolabeling of 18 for in vitro studies (150 MBq.mg-1) 
 

 

 

 
The compound 20 was obtained using the same procedure as compound 19, using 6 MBq of 

111InCl3 in HCl 0.05 M (7 μL, 3.5 pmol) and 40 μg (264 pmol, 75 equiv.) of 18 in ammonium 
acetate buffer 0.1 M pH 5.7, so that the final solution reaches a buffer / HCl ratio of 1.5. The 
radiolabeling was performed in 1 h at 37 °C. Finally, radiolabeling yield was 66 %, and 
radiochemical purity after purification step was >99 %. 

21 Radiolabeling of 18 for in vivo studies (1 GBq.mg-1) 
 

 

 

 
The compound 21 was obtained using the same procedure as compound 19, using 125 MBq 

of 111InCl3 in HCl 0.05 M (147 - 187 μL, 72.6 pmol) and 125 μg (820 pmol, 11 equiv.) of 18 in 
ammonium acetate buffer 0.1 M pH 5.7, so that the final solution reaches a buffer / HCl ratio of 1.5. 
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The radiolabeling was performed in 3 h at 37 °C. Finally, radiolabeling yield was 62 %, and 
radiochemical purity after purification step was >99 %. 

22 Purification of cetuximab 
 

 

M ≈ 151700 kDa 

ε280 (calculated) ≈ 218900 M-1.cm-1 

 
Cetuximab (Erbitux, Merck, 100 mg) was purified from other excipients (sodium chloride, 

glycine, polysorbate 80, citric acid monohydrate and sodium hydroxyde) by ultrafiltration (Vivaspin 
20TM filter 30 kDa, Pall, 4 h at 2701 x g, 4 °C) and washed twice with 15 mL of PBS 0.1 M, pH 7.4. 
The concentrated solution was diluted in 4 mL of PBS 0.1 M, pH 7.4, to give a final concentration 
of 30.14 mg.mL-1. The purified solution of cetuximab 22 was stored at 4 °C. 

23 Preparation of DOTAGA-cetuximab conjugate (2.5:1) 
 

 

 

 
Conjugation was performed at a 20:1 DOTAGA-anhydride / cetuximab molar ratio. 36.2 μL 

of a 5 mg.mL-1 suspension of 2 in dry chloroform (181.6 μg, 0.39 μmol, 20 equiv.) were pipetted 
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under ultrasonication and transferred to a polypropylene microtube. The chloroform was evaporated 
under a gentle stream of nitrogen. 99.5 μL of a solution of 22 (30.14 mg.mL-1, 3 mg, 19.8 nmol, 1 
equiv.) in PBS 0.1 M, pH 7.4 were subsequently added. The solution was completed to 750 μL (4 
mg.mL-1) with PBS and gently mixed at 25 °C for 30 min. Unbound DOTAGA was then removed 
by ultrafiltration (NanosepTM filter 30 kDa, Pall, 12 min at 8100 × g, 4 °C). Conjugated cetuximab 
was washed twice with 500 μL of PBS 0.1 M, pH 7.4, and the concentrated solution was diluted in 
500 μL of PBS. The purified immunoconjugate 23 was stored at 4 °C. Degree of labeling was 
around 2.5 macrocycles per cetuximab according to MALDI-TOF mass spectrometry. 

24 Radiolabeling of 23 for in vitro studies (150 MBq.mg-1) 
 

 

 

 
6 MBq of 111InCl3 in HCl 0.05 M (7 μL, 3.5 pmol) were added to a solution of 23 (40 μg, 264 

pmol, 75 equiv.) in ammonium acetate buffer 0.1 M pH 5.7, so that the final solution reaches a 
buffer / HCl ratio of 1.5. The solution was stirred in a thermomixer at 37 °C for 1 h. 15 μL of a 50 
mM EDTA solution in ammonium acetate buffer (0.1 M, pH 5.7) were added, and the resulting 
mixture was mixed for another 15 min at 25 °C. The radiolabeled immunoconjugate 24 was then 
purified by ultrafiltration (NanosepTM filter 30 kDa, Pall, 12 min at 8100 × g, 4 °C) to remove 111In-
EDTA complexes. 111In-DOTAGA-trastuzumab was washed once with 100 μL of PBS 0.1 M, pH 
7.4, and the concentrated solution was diluted in 100 μL of PBS. Instant thin layer chromatography 
(ITLC) was performed before and after ultrafiltration to determine radiolabeling yield and 
radiochemical purity. 1 μL of each solution was applied on ITLC-SG strips at 2 cm of the bottom. 
The solvent (sodium citrate 0.1 M pH 5) was allowed to rise to 10 cm from the bottom of the strips. 
The strips were then analyzed using a γ radiochromatograph (Bioscan AR-2000). Radiolabeling 
yield was 58 %, and radiochemical purity after purification step was >99 %. 
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25 Radiolabeling of 23 for in vivo studies (1 GBq.mg-1) 
 

 

 

 
The compound 25 was obtained using the same procedure as compound 24, using 125 MBq 

of 111InCl3 in HCl 0.05 M (147 - 187 μL, 72.6 pmol) and 125 μg (820 pmol, 11 equiv.) of 23 in 
ammonium acetate buffer 0.1 M pH 5.7, so that the final solution reaches a buffer / HCl ratio of 1.5. 
The radiolabeling was performed in 3 h at 37 °C. Finally, radiolabeling yield was 32 %, and 
radiochemical purity after purification step was >99 %. 

H
N

N N

NN

O

O

O

O OH

O

OO

O

2.5

111In



Partie Expérimentale 

169 

GREFFAGE D’AGENTS CHÉLATANT BIFONCTIONNELS SUR L’ABCIXIMAB 

26 Purification of abciximab 
 

 

M ≈ 47600 kDa 

ε280 (calculated) ≈ 80400 M-1.cm-1 

 
Abciximab (ReoPro®, Eli Lilly) was purified from other excipients (disodium phosphate 

dihydrate, sodium dihydrogen phosphate monohydrate, sodium chloride, polysorbate 80) by 
ultrafiltration (Vivaspin 20TM filter 10 kDa, Pall, 4 h at 2701 × g, 4 °C) and washed twice with 15 
mL of PBS 0.1 M, pH 7.4. The concentrated solution was diluted in 4 mL of PBS 0.1 M, pH 7.4, to 
give a final concentration of 2 mg.mL-1. The purified solution of abciximab 26 was stored at 4 °C. 

27 - 32 Preparation of DOTAGA-abciximab conjugates (0, 1, 2:1) 
 

 

 

 
Conjugations were performed at different DOTAGA-anhydride / abciximab molar ratios (1:1, 

5:1, 10:1, 13:1, 16:1, 20:1). 2-40.2 μL of a 0.23 mg.mL-1 suspension of 2 in dry chloroform (0.23-
4.58 μg, 0.5-10 nmol, 1-20 equiv.) were pipetted under ultrasonication and transferred to 
polypropylene microtubes. The chloroform was evaporated under a gentle stream of nitrogen. 25 μL 
of a solution of purified abciximab (1 mg.mL-1, 25 μg, 0.5 nmol, 1 equiv.) in PBS 0.1 M, pH 7.4 
were subsequently added. The different solutions were gently mixed at 25 °C for 1 h and unbound 
DOTAGA was then removed by ultrafiltration (NanosepTM filter 10 kDa, Pall, 9 min at 8100 × g, 4 
°C). Conjugated abciximab was washed twice with 100 μL of PBS 0.1 M, pH 7.4, and the 
concentrated solutions were diluted in 25 μL of PBS. The purified immunoconjugates 27 - 32 were 
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stored at 4 °C. Degree of labeling ranged from 0 to 2 macrocycles per abciximab according to 
MALDI-TOF mass spectrometry. 

33 - 37 Preparation of succinic acid-abciximab conjugate (0, 1:1) 
 

 

 

 
Conjugations were performed at different succinic-anhydride / abciximab molar ratios (1:1, 

5:1, 10:1, 15:1, 20:1). 1-20 μL of a 0.05 mg.mL-1 suspension of succinic anhydride in dry 
chloroform (0.05-1 μg, 0.5-10 nmol, 1-20 equiv.) were pipetted under ultrasonication and 
transferred to polypropylene microtubes. The chloroform was evaporated under a gentle stream of 
nitrogen. 25 μL of a solution of purified abciximab (1 mg.mL-1, 25 μg, 0.5 nmol, 1 equiv.) in PBS 
0.1 M, pH 7.4 were subsequently added. The different solutions were gently mixed at 25 °C for 1 h 
and unbound succinic acid was then removed by ultrafiltration (NanosepTM filter 10 kDa, Pall, 12 
min at 8100 × g, 4 °C). Conjugated abciximab were washed twice with 100 μL of PBS 0.1 M, pH 
7.4, and the concentrated solutions were diluted in 25 μL of PBS. The purified immunoconjugates 
33 - 37 were stored at 4 °C. Degree of labeling ranged from 0 to 1 succinic acid per abciximab 
according to MALDI-TOF mass spectrometry. 

38 Preparation of DOTA-NCS-abciximab conjugate (0, 1, 2:1) 
 

 

 

 
Conjugation was performed at a 20:1 DOTA-NCS / abciximab molar ratio. 1.3 μL of a 2 

mg.mL-1 solution of DOTA-NCS in carbonate-bicarbonate buffer (2.7 μg, 3.5 nmol, 10 equiv.) were 
added to 17.5 μL of a solution of purified abciximab (1 mg.mL-1, 17.5 μg, 0.35 nmol, 1 equiv.) in 
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carbonate-bicarbonate buffer 0.2 M, pH 9. The solution was gently mixed at 25 °C for 4 h. 
Unbound DOTA-NCS was then removed by ultrafiltration (NanosepTM filter 10 kDa, Pall, 8 min at 
8100 × g, 4 °C). Conjugated abciximab was washed with 100 μL of carbonate - bicarbonate buffer 
and twice with 200 μL of PBS 0.1 M, pH 7.4, and the concentrated solution was diluted in 25 μL of 
PBS. The purified immunoconjugate 38 was stored at 4 °C. Degree of labeling ranged from 0 to 2 
macrocycles per abciximab according to MALDI-TOF mass spectrometry. 

39 - 40 Preparation of DOTA-NHS – abciximab conjugate (0, 1, 2:1) 
 

 

 

 
Conjugations were performed at a 10:1 or 20:1 DOTA-NHS / abciximab molar ratio. 1-2 μL 

of a 4 mg.mL-1 suspension of DOTA-NHS in dry chloroform (3.8-7.6 μg, 5-10 nmol, 10-20 equiv.) 
were pipetted under ultrasonication and transferred to polypropylene microtubes. The chloroform 
was evaporated under a gentle stream of nitrogen. 16.3 μL of a solution of purified abciximab (1.5 
mg.mL-1, 25 μg, 0.5 nmol, 1 equiv.) in NaHCO3 0.1 M, pH 8.5 were subsequently added. The 
solutions were completed to 25 μL with NaHCO3 buffer and gently mixed at 37 °C for 4 h. 
Unbound DOTA-NHS was then removed by ultrafiltration (NanosepTM filter 10 kDa, Pall, 8 min at 
8100 × g, 4 °C). Conjugated abciximab were washed twice with 200 μL of PBS 0.1 M, pH 7.4, and 
the concentrated solutions were diluted in 25 μL of PBS. The purified immunoconjugates 39 and 40 
were stored at 4 °C. Degree of labeling ranged from 0 to 2 macrocycles per abciximab according to 
MALDI-TOF mass spectrometry. 
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41 Preparation of Mal-DOTA-abciximab conjugate 
 

 

 

 
Tris-HCl and EDTA were added in the abciximab stock solution 26 (50 μg, 1 nmol, 1 equiv.) 

to reach 50 mM Tris-HCl and 50 mM EDTA. TCEP was added in this solution to reach 1 mM 
TCEP, and the mixture was left one hour at 37 °C for reduction. Reduced Fab 26’ was purified from 
TCEP by ultracentrifugation, and the product was washed twice with 200 μL of PBS containing 
EDTA at 1 mM. The concentrated solution was diluted in 40 μL of PBS-EDTA and was reacted 
with 10 μL of a 15 mg.mL-1 solution of Mal-DOTA in PBS (0.15 mg, 200 nmol, 200 equiv.) for 2 h 
at 37 °C. Unbound Mal-DOTA was then removed by ultrafiltration (NanosepTM filter 10 kDa, Pall, 
8 min at 8100 × g, 4 °C). Conjugated abciximab was washed twice with 200 μL of PBS 0.1 M, pH 
7.4, and the concentrated solution was diluted in 50 μL of PBS. The purified immunoconjugate 41 
was stored at 4 °C. The thioether bound formation was quantitative according to MALDI-TOF mass 
spectrometry. 

42 Preparation of citraconic acid (CA)-abciximab conjugate (4.9:1) 
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Conjugation was performed at a 10:1 citraconic anhydride / abciximab molar ratio. 10 μL of a 
0.45 mg.mL-1 solution of citraconic anhydride in dry chloroform (9 μg, 80 nmol, 20 equiv.) were 
transferred to a polypropylene microtube. The chloroform was evaporated under a gentle stream of 
nitrogen. 100 μL of a solution of purified abciximab (2 mg.mL-1, 200 μg, 4 nmol, 1 equiv.) in PBS 
0.1 M, pH 7.4 were subsequently added. The solution was completed to 200 μL with PBS and 
gently mixed at 25 °C for 1 h. Unbound citraconic acid was then removed by ultrafiltration 
(NanosepTM filter 10 kDa, Pall, 12 min at 8100 × g, 4 °C). Conjugated abciximab was washed twice 
with 200 μL of PBS 0.1 M, pH 7.4, and the concentrated solution was diluted in 200 μL of PBS. 
The purified immunoconjugate CA – abciximab was stored at 4 °C. Degree of labeling was about 
4.9 citraconic acids per abciximab according to MALDI-TOF mass spectrometry. 

43 Preparation of abciximab by deprotection of 42 
 

 

 

 
50 μL of 42 (50 μg, 1 nmol) were added to 400 μL of ammonium acetate buffer 0.1 M, pH 

3.7. The solution was gently mixed at 35 °C for 3 h. Deprotected abciximab was purified by 
ultrafiltration (NanosepTM filter 10 kDa, Pall, 15 min at 8100 × g, 4 °C). Compound 43 was washed 
once with 500 μL of PBS 0.5 M, pH 7.4, and then twice with PBS 0.1 M, pH 7.4. The concentrated 
solution was diluted in 50 μL of PBS. The purified abciximab 43 was stored at 4 °C. Complete 
deprotection of abciximab was assessed by MALDI-TOF mass spectrometry. 
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44 Preparation of CA-abciximab-DOTAGA conjugate 
 

 

 

 
Conjugation was performed at a 20:1 DOTAGA-anhydride / CA-abciximab molar ratio. 8 μL 

of a 2.87 mg.mL-1 suspension of 2 in dry chloroform (22.9 μg, 40 nmol, 20 equiv.) were pipetted 
under ultrasonication and transferred to polypropylene microtubes. The chloroform was evaporated 
under a gentle stream of nitrogen. 100 μL of 42 (1 mg.mL-1, 100 μg, 2 nmol, 1 equiv.) in PBS 0.1 
M, pH 7.4 were subsequently added and the solution was gently mixed at 25 °C for 1 h. Unbound 
DOTAGA was removed by ultrafiltration (NanosepTM filter 10 kDa, Pall, 12 min at 8100 × g, 4 °C). 
Conjugated abciximab 44 was washed twice with 100 μL of PBS 0.1 M, pH 7.4, and the 
concentrated solution was diluted in 100 μL of PBS. The purified immunoconjugate 44 was stored 
at 4 °C. Degree of labeling was around 0.7 DOTAGA per CA-abciximab according to MALDI-
TOF mass spectrometry. 
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45 Preparation of abciximab – DOTAGA conjugate (0, 1:1) 
 

 

 

 
50 μL of 45 (50 μg, 1 nmol) were added to 400 μL of ammonium acetate buffer 0.1 M, pH 

3.7. The solution was gently mixed at 35 °C for 3 h. Deprotected abciximab – DOTAGA was 
purified by ultrafiltration (NanosepTM filter 10 kDa, Pall, 15 min at 8100 × g, 4 °C). Conjugated 
abciximab was washed once with 500 μL of PBS 0.5 M, pH 7.4, and then twice with PBS 0.1 M, 
pH 7.4. The concentrated solution was diluted in 50 μL of PBS. The purified immunoconjugate 
abciximab-DOTAGA was stored at 4 °C. Complete deprotection was assessed by MALDI-TOF 
mass spectrometry, and the degree of labeling ranged from 0 to 1 DOTAGA per abciximab. 
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46 Preparation of LPS – DOTA-Bodipy conjugate 
 

 

 

 
Conjugation was performed at a 1:1 DOTA-Bodipy-NCS / LPS molar ratio, assuming that 

MLPS ≈ 10 kDa. 5.3 μL of a 2 mg.mL-1 solution of DOTA-Bodipy-NCS NaHCO3 0.1 M buffer 
(10.6 μg, 10 nmol, 1 equiv.) were added to a solution of LPS from E. Coli in NaHCO3 0.1 M buffer 
(100 μL, 100 μg, 10 nmol, 1 equiv. The solution was gently mixed at 37 °C for 1 h. Unbound 
DOTA-Bodipy-NCS was then removed by FPLC gel filtration (Superdex 75, isocratic elution with 
PBS 1X, then 20 % EtOH). The collected fractions were then concentrated by ultrafiltration 
(NanosepTM filter 3 kDa, Pall, 15 min at 8100 × g, 4 °C) and diluted in PBS 0.1 M to reach a 5 
mg.mL-1 final concentration. The purified compound 46 was stored at 4 °C. 
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47 Radiolabeling of 46 for in vivo studies (1 GBq.mg-1) 
 

 

 

 
150 MBq of 111InCl3 in HCl 0.05 M (224 μL, 87.1 pmol) were added to a solution of 46 

(150 μg, 820 pmol, 11 equiv.) in ammonium acetate buffer 0.1 M pH 5.7, so that the final solution 
reaches a buffer / HCl ratio of 1.5. The solution was incubated at 60 °C and vortexed (1000 rpm) for 
2 h. 15 μL of a 50 mM EDTA solution in ammonium acetate buffer (0.1 M, pH 5.7) were added, 
and the resulting mixture was mixed for another 15 min at 25 °C. The radiolabeled 
immunoconjugate 47 was then purified by ultrafiltration (NanosepTM filter 3 kDa, Pall, 12 min at 
8100 × g, 4 °C) to remove 111In-EDTA complexes. 111In-DOTA-Bodipy-LPS was washed once with 
100 μL of PBS 0.1 M, pH 7.4, and the concentrated solution was diluted in 1 mL of 0.9 % NaCl 
solution for injection. Instant thin layer chromatography (ITLC) was performed before and after 
ultrafiltration to determine radiolabeling yield and radiochemical purity. 1 μL of each solution was 
applied on ITLC-SG strips at 2 cm of the bottom. The solvent (sodium citrate 0.1 M pH 5) was 
allowed to rise to 10 cm from the bottom of the strips. The strips were then analyzed using a γ 
radiochromatograph (Bioscan AR-2000). Radiolabeling yield was 60 %, and radiochemical purity 
after purification step was >99 %. 
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