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Introduction générale

l. Introduction générale.

La médecine nucléaire se différencie de ’approche radiologique, classiquement
utilisée dans 1’application des rayonnements en médecine, car elle se base sur
I’administration de radiopharmaceutiques aux patients. Dans les applications « classiques »,
les rayonnements ionisants (rayonnements X) sont utilisés pour réaliser une imagerie
essentiellement structurale. Cette approche radiologique permet également de réaliser de la
radiothérapie, par le traitement d’une zone, sans distinction particuliére. L’administration de
radiopharmaceutiques permet a contrario d’avoir une source radioactive interne et
spécialement dirigée contre une cible. L’image obtenue pourra alors étre une imagerie
fonctionnelle ou métabolique. Les examens scintigraphiques sont aujourd’hui largement
utilisés pour la réalisation d’imagerie fonctionnelles dans de nombreuses pathologies.
Lorsqu’il s’agit de radiothérapie interne, la médecine nucléaire permet de diriger plus
précisément la source de rayonnement et ainsi de permettre une diminution des effets

indésirables liés aux radiothérapies.

Les applications en oncologie de la médecine nucléaire sont aujourd’hui nombreuses
face a des pathologies complexes et parfois résistantes aux chimiothérapies classiques. L’une
des nouvelles approches est le théranostique pour une prise en charge compléte et efficace

des patients atteints de cancers.

Ainsi, cette these porte sur le développement d’un nouvel outil théranostique pour la
prise en charge des tumeurs solides. Elle s’intéresse plus particuliérement aux étapes
préliminaires de ce développement qui concerne essentiellement la conjugaison et le

radiomarquage d’un nanobody ainsi que la mise en place des analyses associées.
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Rappels historiques & bibliographiques
A. Concepts en radiopharmacie

I. Médicament radiopharmaceutique

Un medicament radiopharmaceutique (MRP) se définit selon le code de la santé
publigue comme tout médicament contenant un ou plusieurs radionucléides, aussi appelé
radioéléments. Le MRP peut étre composé soit uniquement d’un radionucléide soit d’une
molécule non radioactive sur laquelle est fixé un radioélément « le radiotraceur ». Ces
molécules agissent alors comme des vecteurs visant & distribuer spécifiquement le
rayonnement radioactif a une cible, pouvant étre le reflet d’une activité métabolique, d’une
pathologie ou d’un organe. Les MRP ont deux présentations distinctes, soit préts a I’emploi
soit sous une forme de trousse/ d’un kit qui doit étre marqué par un radionucléide afin d’étre

administré de maniere extemporanée.

Les MRP répondent a des conditions particuliéres d’utilisation. Ils ont en effet un
statut de médicament, le plus souvent administré de maniere parentérale. lls doivent ainsi
répondre a des critéres d’asepsie, et respecter les BPF applicables aux médicaments
injectables. Ces médicaments doivent également prendre en compte les regles de
radioprotection et les contraintes d’exposition, notamment pour le personnel en lien avec la
préparation des MRP. Les périodes radioactives de ces composes imposent également une

contrainte temporelle dans leur préparation et leur administration.

Les radioéléments entrant dans la composition des MRP sont de natures variées ce

qui implique que ces médicaments ont des applications multiples.
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ii. Radioeléments et rayonnements

Un radioélément se définit comme un élément chimique dont les isotopes sont
instables. Les systémes étant naturellement a la recherche de leur configuration la plus stable
afin de minimiser leur énergie, ’instabilité de ces éléments est évacuée par différents types
de rayonnements repertoriés sur la figure 1 ci-dessous.

mision (> 66066066
lonisation 4 & &8

Emission
B TV v

lonisation 4 &

lonisation & w
T ey Papier Couche mince Couche épaisse
lceens permettant de stopper d’aluminium de plomb
le rayonnement « permettant de stopper permettant de stopper
le rayonnement B* et B~ le rayonnement y
Figure 1 Types de rayonnements : pouvoir ionisant et pénétration, lelivrescolaire.fr

https://www.lelivrescolaire.fr/page/12177885

Les radioéléments sont caractérisés par leurs types d’émission ainsi que leur demi-
vie. La demi-vie ou période radioactive d’un élément, correspond au temps au bout duquel

la moitié des noyaux radioactifs d’une source se sont désintégres.

Chaque type de rayonnement a un usage particulier en médecine nucléaire lié aux
caractéristiques représentées ci-dessus qui sont le pouvoir pénétrant du rayonnement ainsi

gue son pouvoir ionisant. On différencie ainsi trois types de rayonnements.

Les émetteurs gamma, comme le Téchnétium-99m, 1’Tode-123 ou le Thallium-201,
sont utilisés en tomographie par émission monophotonique (SPECT) afin de réaliser de
I’imagerie, en raison de leur faible pouvoir ionisant, mais un fort pouvoir pénétrant ce qui

permet une détection aisée.
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Ensuite, on retrouve deux catégories d’émetteurs P : les émetteurs B+ qui émettent

un positon et les émetteurs B- qui émettent un électron.

Les radionucléides B+, avec une énergie de 10 KeV a 2 MeV, comme le Fluor-18 (F-
18) ou le Gallium-68 (Ga-68), émettent un positon. Cette particule p+ produit 2 photons
d’annihilation de directions diamétralement opposées lorsqu’elle entre en collision avec un
électron de I’environnement. Ces photons peuvent alors étre exploités en imagerie par une

caméra TEP (Tomographie par émission de positons).

Les radionucléides B-, avec une énergie de 30 KeV a 2,3 MeV, comme I’ Yttrium-90
(Y-90) ou le Lutetium-177 (Lu-177), représentent une source de rayonnement avec un
pouvoir ionisant plus élevé mais une pénétration relativement faible, entre 50 um et 12 mm
dans les tissus. Ces propriétes les rendent adaptés pour un usage thérapeutique, ils permettent

la destruction d’un environnement relativement restreint.

Enfin les émetteurs alpha émettent une particule correspondant a un noyau d’hélium,
composée de 2 neutrons et 2 protons. Cette particule présente une forte énergie, un pouvoir
ionisant important mais une faible pénétration, entre 50 et 100 pum (1). Actuellement
différents émetteurs o sont en voie de développement comme 1’actinium-225, le bismuth-
213 ou I’astate-211. Cependant ce type de radioélément est encore faiblement utilisé en
radiothérapie chez I’homme pour différentes raisons (2). La toxicité sur les autres organes
de ces composés n’est pas clairement connue. La chaine de décroissance complexe de ces
¢léments, comme 1’Ac-225 qui décroit en 4 particules a (3). Enfin la distribution des
¢léments de décroissance est souvent différente de 1’élément de départ, ce qui rend la

dosimétrie difficile a réaliser (4).
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La combinaison d’isotopes de différentes natures permet d’allier les propriétés

relatives a I’imagerie et a la radiothérapie afin de s’intégrer dans une approche théranostique

de la médecine nucléaire.

iii.  Applications
a. Diagnostiques

La médecine nucléaire est depuis longtemps utilisée en imagerie médicale a des fins
diagnostiques. Deux méthodes principales sont utilisées dont les modes de fonctionnement

sont résumes sur la figure 2 ci-dessous.
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Figure 2 Principes de fonctionnement de la TEP et de la SPECT, lllustration of PET and SPECT. (researchgate.net)

https.//www.researchgate.net/figure/lllustration-of-PET-and-SPECT-A-Positron-annihilation-in-PET-the-emitted-positron_fig4 51815430
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On retrouve d’une part la TEP qui se base sur I’utilisation de radionucléides
émetteurs B+, les photons d’annihilation émis lors de la rencontre du positon avec un électron
du milieu sont détectés par deux détecteurs diamétralement opposées. Aujourd’hui la TEP
offre une haute résolution ainsi qu’une bonne sensibilité ce qui en fait la méthode de choix
pour ’imagerie nucléaire. Nous pouvons citer I’exemple du *FDG (fluorodésoxyglucose),
un glucose dont le groupement hydroxyle du carbone 2 a été substitué par du Fluor-18. Il est
utilisé pour visualiser des cancers variés comme celui du poumon, le lymphome ou encore
le mélanome. Le principe ici repose sur une imagerie métabolique, 1’image obtenue fait

ressortir les sites avec une forte consommation énergétique comme les tumeurs (5).

D’autre part la SPECT se base sur 1’utilisation d’émetteurs gamma. Dans ce cas un
unique photon est directement émis par le radioélément. La combinaison des signaux des
radioéléments fixés sur la cible permet alors de recréer une image. Aujourd’hui c’est le
Technétium-99 qui est le radioélément le plus fréquemment utilisé en SPECT pour
I’imagerie en clinique. Le Thallium-201 est employé en imagerie nucléaire en tant
qu’analogue du potassium, il est utilisé pour le diagnostic des sténoses des artéres coronaires
(6). Dans un cas particulier ou le radionucléide n’est pas fixé & un vecteur nous pouvons citer
I’Tode-123 qui est utilisé pour réaliser des scintigraphies de la thyroide, ce composé ayant

intrinséquement une distribution essentiellement thyroidienne lors de son administration.
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b. Thérapeutiques

Les applications des radioéléments en thérapeutique se font via une approche
vectorisée. Le radionucléide est distribué vers la cible contre laquelle le MRP est dirigé et
I’environnement (dont les cellules tumorales par exemple) est détruit par le pouvoir ionisant

du rayonnement - ou a.

Actuellement la radiothérapie interne vectorisée en clinique cible essentiellement
I’utilisation des rayonnements B-. On peut citer les exemples de 1’Yttrium-90 (90Y-
Ibritumomab tiuxetan, Zevalin®) ainsi que d 1’lode-131(*3I-tositumomab, Bexxar®)
couplés a des anticorps monoclonaux anti-CD20. Le CD20 est un antigéne exprime a la
surface des lymphocytes B. Ces traitements sont utilisés dans le traitement des lymphomes

non hodgkinien (7).

L’un des émetteurs o utilisé en clinique est le Radium-223 utilisé dans certains cas
de métastases osseuses, il a notamment une utilité en soins palliatifs avec une AMM associée

a la réduction des douleurs osseuses (8).

La radiothérapie interne peut également se faire de maniére non vectorisée par
I’utilisation d’lode-131 administré par voie entérale sous forme de gélule ou de solution
buvable. Ce radioélément est utilisé seul dans le cadre de la radiothérapie des cancers de la

thyroide ou également pour le traitement des hyperthyroidies.
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B. Oncologie
i Généralités

Les cancers representent un ensemble de pathologies caractérisées par la prolifération
de cellules transformées ayant notamment acquis des propriétés de survie et de croissance
indépendante des signaux de régulation habituels. Cette prolifération importante, causant
une invasion locale (tumeur primitive) et a distance (métastase) des tissus sains est a I’origine

de la symptomatologie cancéreuse.

Aujourd’hui responsables de prés de 10 millions de décés chaque année a travers le
monde, les cancers représentent la deuxiéme cause de mortalité. Avec un taux d’incidence
de ’ordre de 19 millions de nouveaux cas en 2020, les cancers constituent a ce jour un

veéritable enjeu de santé publique (9).

Breast
2 261 419 (11.7%)

Lung
2206 771 (11.4%)

Colorectum
1931 590 (10%)
Prostate
1414 259 (7.3%)
Stomach
1089 103 (5.6%)

Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Other cancers
8 879 843 (46%)

Total : 19 292 789

Figure 3 Répartition de l'incidence des cancers en 2020 selon leur localisation, Global Cancer
Observatory (iarc.fr)

https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-
pie?v=2020&mode=cancer&mode_population=continents&population=900&populations=900&key=total&sex=0&cancer=39&
type=0&statistic=5&prevalence=0&population_group=0&ages_group%5B%5D=0&ages_group%5B%5D=17&nb_items=7&gro
up_cancer=1&include_nmsc=1&include_nmsc_other=1&half _pie=0&donut=0
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ii. Arsenal thérapeutique

De nombreuses actions préventives sont envisageables pour la réduction de la
prévalence et de la morbidité de ces pathologies. En effet la plupart des cancers sont en lien
avec des facteurs de risques comportementaux (alimentation, tabagisme, consommation
d’alcool...) ou environnementaux (pollution, rayonnements UV...). L’hétérogénéité des
cancers en termes de localisation, d’expression physiopathologique et moléculaire est a

I’origine d’un arsenal thérapeutique varié.

a. Chimiothérapie

De nombreux traitements médicamenteux sont aujourd’hui disponibles pour le
traitement des cancers. Depuis quelques années, I’apparition des biothérapies avec
notamment 1’usage des anticorps monoclonaux permet le développement de traitements plus
spécifiques, permettant de participer a la réduction des effets indésirables des
chimiothérapies classiques (10). La combinaison d’un anticorps monoclonal conjugué a des
composés cytotoxiques permet d’allier la spécificité de distribution des biothérapies avec
I’efficacité des chimiothérapies, par exemple I’utilisation du Mylotarg® (Gemtuzumab/

Ozogarmicin) indique dans le traitement de la leucémie aigiie myeloide (11).

b. Chirurgie
Dans certains cas il est possible de réséquer de maniére chirurgicale la tumeur et/ ou
les métastases selon leur localisation. La chirurgie peut étre associée a des chimiothérapies
ou a des séances de radiothérapies avant 1’opération afin de limiter la taille de la résection

et/ ou apres ’opération afin de s’assurer de la bonne ¢limination des cellules cancéreuses.
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c. Radiothérapie

De maniere historique les rayons X et gamma sont utilisés pour le traitement et
I’imagerie des cancers avec une technique dite de radiothérapie externe. Dans ce cas, la
source radioactive est située a I’extérieure du patient et irradie une zone localisée autour de
la tumeur, sans distinction particuliere. Différentes techniques sont disponibles notamment

en fonction de la localisation et de la taille des zones a traiter.

Plus récemment des méthodes de radiothérapie interne ont été développées. Les
débuts de cette méthode n’étaient pas spécialement dirigés contre les cellules tumorales mais
sur la destruction d’un environnement restreint autour des tumeurs. La curiethérapie, qui
consiste en I’implantation de grains radioactifs a proximité de la zone a traiter, illustre
parfaitement cette approche. Ce type de thérapie est notamment utilisée dans le cadre du
traitement du cancer de la prostate ou encore celui du col de I’utérus. Depuis quelques années
on assiste au développement de la radiothérapie interne vectorisée en oncologie, avec I’'usage

croissant de MRP, sujet de cette thése. Ce développement est de plus en plus axé sur une

approche théranostique.
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C. Theéranostique
I. Définition

La notion de théranostique correspond a un néologisme combinant les notions de
thérapie et de diagnostic. Le principe de cette approche émergente notamment dans la prise
en charge oncologique se base sur I’injection d’un méme radiotraceur visant a réaliser une
imagerie médicale, pour diagnostiquer mais aussi assurer un suivi de la pathologie et
I’injection d’un MRP a visée thérapeutique (12). Un résumé de 1’approche théranostique se

trouve en figure 4, illustrée par le couple théranostique Ga-68/ Lu-177.

Méme molécule
de ciblage ou analogue

TEP au ““Ga

« Diagnostic

« Sélection pour traitement
»  Suivi

Marquée avec **Ga

SN
RAYONS GAMMAS DETECTES (SN (. o

' / PAR UNE CAMERA TEP/CT B .,

~ S Ny ]

O\ - .

Y

Ny
=
\\,/

Figure 4 Résumé de I'approche théranostique par I'association 68Ga/ 177Lu, Plateforme Théranostique - Adacap

https://www.adacap.com/fr/theragnostic-platform/
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La notion de théranostique s’inscrit dans 1’évolution actuelle de la prise en charge
des patients, et du virage vers la médecine personnalisée ou les traitements sont de plus en
plus ciblés pour un patient spécifique afin de gagner en efficacité tout en participant a la
réduction des effets indésirables (13). En effet, une imagerie permet de sélectionner les
patients exprimant la cible du MRP ce qui permet une meilleure utilisation des traitements.
L’optimisation de cette balance bénéfice/ risques apparait nécessaire pour des traitements a
forts effets indésirables concernant des populations de plus en plus fragiles et qui ont des

codts trés importants pour la sociéteé.

ii. Radioéléments impliquées

Le radiotraceur utilisé peut étre marqué par deux isotopes différents, comme dans
I’exemple cité précédemment mais il peut également étre composé d’un unique élément tel
que le Th-155/161, I’Iode-124/131 ou le Cuivre-64/67 (14). Les radioéléments utilises et

leur combinaison dépendent en effet des caractéristiques de leurs rayonnements radioactifs.

On retrouve genéralement des combinaisons d’émetteur en théranostique, les plus
utilisées sont les combinaisons y/ - parmi lesquelles on peut citer 1’association Technétium-

99/ Rhénium 188 (15,16) ou B+/ -, dont un exemple est détaillé dans cette thése.

Dans certains cas, c’est le méme radionucléide qui remplit les deux fonctions de
diagnostic et de traitement, c’est le cas notamment de 1’Tode, 1-123 et 1-131, émetteur vy et -

qui est utilisé pour les scintigraphies et la radiothérapie des cancers de la thyroide (17).
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D. Couple théranostique Gallium/ Lutétium

I. Ga-68
a. Propriétés physico-chimiques
Le Ga-68 est un métal mou dont le potentiel d’utilisation en médecine nucléaire a été
découvert il y a de nombreuses années. Cependant I’utilisation d’autres radioéléments en
imagerie a longtemps été favorisée, du fait de certaines difficultés dans la production de ce
radioélément. L’évolution des modalités de production du Ga-68 a conduit a un regain

d’intérét pour ce radio¢lément ces dernieres années en TEP.

Le Ga-68 est un acide fort de pKa = 2,6 qui présente un degré d’oxydation de +I11 en
solution aqueuse. Sa polarité lui confére des caractéristiques similaires au fer, Fe +lII,
notamment en termes de chélation. Ainsi, il convient de s’assurer de la bonne stabilité d’un
complexe formé entre le Ga-68 et le vecteur afin d’éviter que le Ga-68 ne se retrouve en
libre circulation dans le sérum et soit alors transporté par la transferrine, habituellement en
charge du transport du fer. La libération du Ga-68 de son chélatant, par exemple par des

processus d’hydrolyse pourrait avoir un impact négatif sur les images obtenues.

Le Ga-68 a essentiellement une désintégration en B+ avec une émission de positon
d’énergie maximale a 1899 MeV. Une faible partie de sa désintégration en Zn se fait par
capture électronique. La demi-vie de ce radioélément est relativement courte, de 1’ordre de
68 minutes ce qui implique différentes contraintes dans son utilisation. Le vecteur utilisé
pour I’administration du Ga-68 se doit de présenter une distribution rapide, le radiomarquage
ne peut étre différé de 1’injection seulement de quelques heures, la préparation doit donc étre
extemporanée (18).
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Le type d’émission ainsi que la courte demi-vie de ce radioélément induit une source
d’exposition radioactive relativement faible pour le patient. Toutes ces caractéristiques
rendent le Ga-68 particulierement adapté pour un usage en TEP, fournissant une imagerie
médicale. Un des autres avantages de I’utilisation du Ga-68 est sa production possible grace

a un générateur disponible en laboratoire.

b. Production Ga-68

Le Ga-68 est produit a partir du Ge-68 par capture électronique selon la figure 5 ci-

dessous. La désintégration du Ga-68 conduit ensuite a la formation de Zinc.

T.,= 68 min

GBGa

Figure 5 Schéma de désintégration du Ge-68/ Ga-68, Physikalisch-Technische
Bundesanstalt (ptb.de)

https://www.ptb.de/cms/en/service-seiten/news/scientific-
news.html?tx_news_pil%5Bnews%5D=7970&tx_news_pil%5Bcontroller%5D=News&tx_news_pil%5Baction%5D=
detail&tx_news_pil%5Bday%5D=12&tx_news_pil1%5Bmonth%5D=12&tx_news_pil%5Byear%5D=2016&cHash=a3
af95927d35fab25d6d390873a7bbd9
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Le Ga-68 peut étre obtenu via un générateur disponible au sein d’un laboratoire
qualifié ou d’une radiopharmacie. Ce type de dispositif permet une flexibilité et une
autonomie dans la production du Ga-68 ce qui représente un véritable avantage de ce

radioélément par rapport a d’autres utilisables en imagerie.

Les premiers génerateurs Ge-68/ Ga-68 présentaient le défaut de fournir un éluat de
Ga-68 souvent complexé qui nécessitait un traitement contraignant pour étre utilisables. Ces
anciennes générations de générateurs ont conduit a laisser de coté ’utilisation du Ga-68 en

diagnostique, au profit d’autres radioélément plus facile d’accés comme le Technétium.

Actuellement, les générateurs commercialisés fonctionnent sur la base d’une élution
de germanium fixé sur une colonne en matiére inorganique (le plus souvent de 1’étain ou du
titane) par de ’HCI. Ces derniers permettent 1’obtention d’un éluat acide de Ga-68 libre avec
un bon rendement et une absence d’impuretés. La demi-vie du Ge-68 étant importante,

autour de 270 jours, elle permet la conservation du générateur jusqu’a un an (18).

Aujourd’hui en France, il existe différents générateurs Ge-68/ Ga-68 disponibles
pour une utilisation du Ga-68 a des fins médicales par la réalisation de TEP en diagnostic ou

pour un besoin de suivi (19,20).
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c. Applications

Le Ga-68 est un émetteur B+ utilisé en imagerie TEP, par I’exploitation de ses

photons d’annihilation, comme vu dans la partie précédente.

Depuis, la révolution dans le procédé d’élution du Ga-68 et 1’apparition de la
nouvelle génération de générateur Ge-68/ Ga-68 qui permettent une production aisée et a
moindre codt, cet élément est largement utilisé en diagnostic et fait I’objet d’études a des

stades d’avancement variés.

On retrouve ainsi des kits destinés a étre radiomarqués, notamment dirigés contre le
récepteur a la somatostatine et destinés au diagnostic des tumeurs neuroendocrines (TNE).
On retrouve ’exemple du SOMAKIT TOC qui dispose d’'une AMM pour la réalisation de
TEP. Ce médicament est indiqué pour la réalisation de 1’examen diagnostic de premiére

intention des TNE gastro entéro hépatiques (21).

Le Ga-68 fait également I’objet de nombreuses études cliniques et précliniques afin
de développer de nouveaux outils diagnostics non invasifs de pathologies diverses. Un
nanobody dirigé contre le HER2 marqué au Ga-68 est par exemple en cours de
développement dans le but de proposer une imagerie TEP du cancer du sein exprimant ce

récepteur (22).
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ii. Lutétium
a. Propriétés physico-chimiques
Le Lu-177 est un émetteur B- émettant des électrons avec une énergie maximale de
149 keV. Il est également émetteur gamma avec une émission de photons ayant une énergie
maximale de 208 keV. Le Lu-177 est ainsi un élément utilisable en radiothérapie mais
également en imagerie. Il présente comme le Ga-68 un degré d’oxydation de +III en solution
aqueuse ce qui confére aux deux eéléments certaines caractéristiques similaires, notamment
en termes de chélation. La demi-vie de ce radioélément est de 1’ordre de 6,6 jours, soit une

décroissance relativement longue en comparaison du Ga-68 (23).

b. Applications

L’une des applications cliniques la plus courante du lutétium en radiothérapie
vectorisée est celle du traitement des tumeurs neuro endocrines, avec notamment la
commercialisation du Lutathera® qui est aujourd’hui le traitement de premicre intention
pour ces tumeurs lorsqu’elles sont non résécables, métastatiques, bien différenciées et

qu’elles expriment les récepteurs a la somatostatine (24).

Le lutétium fait également 1’objet de nombreuses recherches en ce qui concerne le
traitement du cancer de la prostate. La cible choisit est le PSMA, récepteur régulierement
surexprimé par les cellules cancéreuses de la prostate et des métastases (25). Un médicament
ciblant le PSMA et marqué au Lu-177, le Lu-PSMA-617 développé par la société AAA, fait
I’objet d’une autorisation précoce de mise sur le marché en France depuis le mois de juillet

2022 (26).
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iii. Association Ga-68/ Lu-177

L’utilisation du couple Ga-68/Lu-177 fait actuellement I’objet de nombreuses études.
On retrouve par exemple I’implication de ce couple de radio¢lément dans une prise en charge

théranostique du cancer de la prostate ciblant le PSMA (27,28).

Depuis les récentes études cliniques validant I’usage du Lutathera® dans la prise en
charge des Tumeur neuroendocrines exprimant des récepteurs a la somatostatine, de
nouvelles études cliniques impliquant le couple théranostique Ga-68/ Lu-177 sont en cours
afin d’évaluer I’impact de cette prise en charge sur un nombre variés de cancers exprimant

ces récepteurs (29).

E. Lacible : la mésothéline

I. Physiologie : Distribution et role

La cible choisie dans le cadre de ce projet de développement d’un outil théranostique
en oncologie est une glycoprotéine membranaire, la meésothéline. 1l s’agit d’un facteur de
différenciation des cellules meésothéliales identifi¢ il y a une vingtaine d’années. Cette
protéine est physiologiquement présente sur un nombre restreint de cellules, essentiellement

des tissus mésothéliaux (30).

Aujourd’hui, aucun role physiologique spécifique n’est attribué a la mésothéline.
Néanmoins il a été établi que cette protéine ne joue pas de role vital dans le développement
et la reproduction, aprés des études d’inactivation du géne codant la mésothéline chez la

souris n’entrainant aucune différence phénotypique (31).
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Pathologie : Distribution et réle

Tumor Type

Expression-Positive Disease (%)

MNo. of Patients With MSLN

Mesothelioma
Epithelioid
Sarcomatoid

Pancreatic adenocarcinoma

Epithelial ovarian cancer
High-grade serous
Endometroid
Mucinous
Clear cell

NSCLC
Adenocarcinoma
Sguamous

SCLC

Esophageal cancer

Gastric cancer

Biliary cancer
Extrahepatic
Intrahepatic
Other or unspecified

Colorectal cancer

Cervical cancer

Endometrial cancer

Breast cancer
Triple negative
Other
Unspecified

290 of 352 (82)
248 of 261 (95)

0 of 23 (0)
303 of 357 (85)
346 of 494 (70)
248 of 332 (75)
36 of 52 (69)
2of 19 (11)
11 of 21 (52)
1,157 of 2,036 (57)
1,082 of 1,686 (64)
40 of 188 (21)

0 of 55 (0)
25 of 88 (28)
312 of 666 (47)

93 of 98 (95)
1 of 10 (10)
36 of 85 (42)
27 of 90 (30)
1 of 4 (25)
34 of 58 (59)

33 of 50 (66)
1 of 61 (1.6)
11 of 118 (9)

Figure 6 Expression de la mésothéline dans différents types de cancer

Hassan R, Thomas A, Alewine C, Le DT, Jaffee EM, Pastan I. Mesothelin Inmunotherapy for Cancer: Ready for Prime Time?

Comme on peut le voir sur la figure 6, issue de ’article de Hassan et al. (32), la
mésothéline est une protéine exprimée en proportion variable dans différents types de
cancers. On retrouve notamment sa présence dans 66% des cancers du sein triple négatif
ayant aujourd’hui un faible pronostic de survie étant dépourvus de traitement spécifique,
ciblé et efficace. On retrouve de maniere générale, une surexpression plus importante dans
les tumeurs dérivées de tissus mésothéliaux, comme les cancers épithéliaux des ovaires ou

encore le mésothéliome.
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A T’inverse de son rdle physiologique, différentes études montrent I’implication de
la mésothéline dans les mécanismes physiopathologiques tumoraux. Cette glycoprotéine a
en effet des implications anti-apoptotiques et contribue a la prolifération cellulaire, deux
mécanismes participant au développement tumoral (33). Le phénomene métastatique est
encouragé par la protéine qui joue un réle dans le phénomene d’adhésion tumorale, cette
observation est corrélée avec une forte expression de la mésothéline dans les métastases des
tumeurs primaires exprimant la protéine (34). La mésothéline a également une implication
dans I’augmentation de la chimiorésistance des cellules (35). De fait, une forte expression
de cette protéine est associée a un pronostic de survie défavorable chez les sujets atteints

(36).

La faible expression physiologique de cette protéine, ainsi que ses implications
physiopathologiques et sa forte expression dans un nombre important de tumeurs solides en
font aujourd’hui une cible de choix pour le développement de nouvelles biothérapies en

oncologie. Ainsi, de nombreuses études ciblent aujourd’hui cette protéine (37—39).

Page 31 sur 100



Rappels historiques & bibliographiques

F. Le vecteur : les nanobodies

i. Généralités

Le vecteur ciblant spécifiquement la mésothéline qui a été développé ici est un
nanobody, aussi appelé VHH ou anticorps a domaine unique. Comme on peut le voir sur la
figure 7 ci-dessous les nanobodies sont des protéines issues de I’isolement de la partie
variable de la chaine lourde d’immunoglobulines de camélidés. Ces animaux produisant

entre autres des 1gG uniquement composées de chaines lourdes (40).

[‘ Light Chain /, Heavy Chain

= V. H
V. H
CH2 VHH single
domain antibody
~15 kDa
CH3
| lobul
Human IgG Immunoglobulin Ciama Tagir[w)oago uiin
~150 kDa

Figure 7 Origine des nanobodies, Llama Antibodies (VHHs) Neutralize Coronaviruses (novusbio.com)

https://www.novusbio.com/antibody-news/tiny-antibodies-vhhs-from-llama-neutralize-respiratory-coronaviruses

Les nanobodies présentent différents avantages en comparaison des anticorps
monoclonaux utilisés actuellement en biothérapie. Tout d’abord la petite taille de ces
molécules permet une meilleure pénétration tissulaire ainsi que la reconnaissance de cibles
« enfouies ». Les nanobodies présentent également une rapidité de distribution et une
spécificité importante. La clairance rapide de ces peptides de petites tailles par élimination
rénale permet de réduire I’exposition radioactive du patient. Ces protéines ont également une
solubilité et une stabilité importante (41). La facilité de production et de clonage de ces

protéines en font également un vecteur de choix pour les biothérapies en oncologie (42).
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Les avantages des nanobodies sont cependant a nuancer par la rétention importante
dans le rein, pouvant nuire a la qualité de I’imagerie, ou entrainer des 1ésions tissulaires dans
les cas d’usage en radiothérapie interne vectorisée. De plus, du fait de la petite taille de ces
protéines, les modifications apportées a la structure, par exemple la fixation d’un chélatant,

peuvent interférer avec les fonctions biologiques du peptide (43).

ii. Applications

Depuis leur découverte, les nanobodies font I’objet de nombreuses études en
biotechnologies et plus particulierement en oncologie. Les nanobodies sont par exemple
impliqués dans le développement d’agents théranostiques des cancers du sein exprimant
HER2. Ce nanobody fait 1’objet d’études précliniques et cliniques impliquant des

radioéléments variés, comme le Ga-68, le Lu-177 ou Tc-99m (44).

D’autres études impliquant les nanobodies se font sans besoin de radiomarquage.
Actuellement des thérapies impliquant des anticorps monoclonaux ciblant I’EGFR sont
développés comme chimiothérapie. Certaines études précliniques se penchent aujourd’hui
sur le développement de nanobodies avec une fonction d’inhibition de ’EGFR dans le but
notamment d’atteindre des épitopes non accessibles par les anticorps monoclonaux

actuellement disponibles (45).
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G. Design du radiomarquage

Dans le cadre du radiomarquage d’un vecteur par un radionucléide, différentes
options sont envisageables en fonction de la structure et des caractéristiques physico-

chimiques de ces deux éléments.

La premiére option est la fixation directe de 1’élément sur le radiotraceur. On peut
citer I’exemple du technétium, directement liés aux groupements basiques des chaines

latérales des acides amines (46).

Figure 8 Schéma général d'un vecteur conjugué et radiomarqué

La deuxiéme meéthode de radiomarquage d’un vecteur est représentée par la figure 8
ci-dessus. Dans ce cas, le radionucléide n’est pas directement fixé sur le vecteur, un
intermédiaire est nécessaire, on parle de ligand bifonctionnel. Ces molécules intermédiaires
ont en effet besoin d’un premier site de fixation compatible avec un ensemble d’éléments du
vecteur mais également d’un second site permettant la réaction avec du radionucléide. C’est

cette approche qui va étre développée dans le cadre de cette these.
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Un radiomarquage au Tc-99m a déja été réalisé sur le nanobody anti-mésothéline. Ce
dernier utilisait le Tag poly-histidine de la molécule comme site spécifique du
radiomarquage via un ligand bifonctionnel tricarbonyle (Kit commercial PSI). Cependant la
présence de la queue poly-histidine sur la molécule, est a 1’origine d’une rétention rénale
importante. Le retrait de ces histidines permettrait de réduire la rétention rénale mais
nécessite de faire appel a de nouvelles modalités de fixation d’un radionucléide sur le vecteur

adapté au radioélément souhaité (47).

L’étape de fixation du chélatant sur le vecteur est appelée conjugaison, I’optimisation
de cette opération est nécessaire en fonction des caractéristiques des molécules afin d’obtenir
le meilleur taux de conjugaison correspondant au plus grand nombre de chélatant liés a un

vecteur.

Deux catégories principales de chélatants peuvent étre établies en lien avec leurs
structures. D’un coté les chélatants linéaires, parmi lesquels on retrouve HBED ou H2dedpa,
qui ont I’avantage de présenter une cinétique de complexation rapide, pouvant donc étre
réalisé dans la plupart des cas a température ambiante. D’autre part les chélatants cycliques
qui présentent globalement une meilleure stabilité de complexation ce qui explique leur
utilisation plus répandue. Deux chélatants macrocycliques ont été ciblés ici, DOTA et

NOTA.
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I. DOTA

NCS

HOOC COOH

/[ \/
C, ]
HOOC—/ \_/\—COOH

Figure 9 Structure chimique p-SCN-Bn-DOTA

Le DOTA (acide 1, 4, 7, 10-tétraazacyclododécanel, 4, 7, 10-tétraacétique) présente
une bonne affinité de complexation avec le Ga-68 mais une cinétique relativement lente.
Dans le cadre de cette étude, un dérivé p-SCN-Bn-DOTA représenté sur la figure 9 ci-dessus
est utilisé afin de faciliter la réaction de fixation du chélatant sur le nanobody. Pour accélérer
la cinétique de la réaction, le marquage nécessite un chauffage ce qui représente une
contrainte, la protéine a marquer devant étre thermorésistante. L’avantage de ce chélatant est
qu’il peut étre utilisé a la fois pour le marquage au Ga-68 mais aussi au Lu-177, ce qui

permettrait a I’avenir le développement d’une molécule unique pour le théranostique.
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ii. NOTA

HO O Os.0OH
tl_\ «3HCI
N N

Y
HO-« NCS
o)
Figure 10 Structure chimique p-SCN-Bn-NOTA

Le deuxiéme chélatant testé pour la conjugaison est le NOTA. Comme pour DOTA,
un dérivé p-SCN-Bn-NOTA, représenté en figure 10 ci-dessus est utilisé dans le cadre des
manipulations. Sa structure est plus adaptée au Ga-68 car la taille du cycle formé par les
azotes est plus petite et correspond mieux au radioélément. Ce dérivé permet la formation
des 6 coordinations nécessaire a la chélation du Ga-68. La cinétique de marquage du NOTA
avec le Ga-68 étant tres rapide il est possible de s’affranchir du chauffage pour I’étape de
radiomarquage, limitant pour le premier chélatant. Cependant cette grande affinité pour les
métaux représente aussi un probléme car les contaminants potentiellement présents en
solution peuvent se fixer aisement au NOTA et ainsi empécher la fixation du radioélément.
Le deuxiéme point négatif de cette molécule est qu’il n’est pas possible de la marquer avec
le Lu-177 qui nécessite 8 coordinations pour sa chélation. Ainsi a long terme, le
développement d’un autre chélatant (par exemple DTPA) serait indispensable pour le
marquage au Lu-177. Les nanobodies marqués avec les deux radioéléments ne seraient en

conséquence pas exactement identiques.
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I1l. Matériels & Méthodes.

A. Analyses chromatographiques

Avant toute opération sur le vecteur, il convient de le caractériser pour trouver les
conditions non dénaturantes applicables pour 1’ensemble des étapes. Il est également
nécessaire de mettre au point les analyses permettant de suivre les différentes opérations que

le nanobody va subir.

L’une des méthodes classiquement utilisées pour la caractérisation et la purification
des protéines est la chromatographie liquide a haute performance (HPLC). On distingue trois
types principaux d’HPLC selon la caractéristique utilisée pour la séparation des composés
présents dans 1’échantillon a analyser : la méthode d’exclusion par la taille (SE-HPLC),
I’échange d’ions (IEX-HPLC) qui peut étre séparée en échange d’anions (AEX-HPLC) et
de cations (CEX-HPLC), ainsi que la méthode en phase inverse (RP-HPLC) (48). Chacune
de ces méthodes reprend un principe similaire de la circulation d’une phase mobile, ou
éluant, a haute pression, dans laquelle sera injectée 1’échantillon en solution, au travers d’une
phase solide encore appelée phase stationnaire. En sortie de colonne la détection de 1’éluat
peut étre assurée par différents types de détecteurs, le plus souvent un détecteur UV, mais
également de la spectroscopie de masse ou encore un détecteur de rayonnements radioactifs

qui sera par exemple utilisé dans le cas des analyses de radiomarquage.

Afin d’obtenir des données fiables avec les méthodes ultérieurement développées en
HPLC, un spectre UV a été réalisé pour apprécier le Amax du nanobody anti-mésothéline.
Lors de cette opération, le détecteur UV a mesuré 1’absorbance sur une gamme de longueur
d’onde allant de 240 nm a 310 nm pendant toute la durée de I’analyse. Le Amax retenu
correspond a la longueur d’onde lié a 1’absorbance maximale au pic de rétention du

nanobody.
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Dans le cadre de cette étude, deux méthodes d’HPLC ont été développées. Pour les
purifications du nanobody post-conjugaison, une premiére méthode de SE-HPLC en mode
semi-préparatif a été mise en place en utilisant une colonne Superdex 200 (10/300 GL) et un
tampon d’acétate d’ammonium 0,IM avec un débit de 0,75 mL/min en conditions
isocratiques. En appliquant cette méthode, le temps de rétention des molécules est fonction
de leur taille. Les petites molécules vont présenter un temps plus long car elles seront
davantage retenues par les pores de la phase stationnaire. En effet, plus la taille d’une
protéine est petite, plus son temps de trajet au sein de la phase stationnaire sera long car les
pores traversés nombreux (49). Ainsi, le vecteur étant une molécule de taille relativement
importante il sera élué en premier, suivi du chélatant libre présentant un poids moindre en
comparaison. L’éluat correspondant au pic de rétention est alors collecté et contient le
vecteur conjugué dans une solution d’acétate d’ammonium disponible pour I’étape ultérieure

de radiomarquage.

Concernant les analyses de radiomarquage, une méthode RP-HPLC en mode
analytique, plus rapide que la précédente a été développée dans le but d’analyser les taux de
marquage du nanobody. La rapidité de I’analyse est nécessaire a cause de la courte demi-vie
du Ga-68, plus I’analyse rend un résultat rapide, moins la perte d’activité est importante au

cours de cette étape.

Cette méthode appelée phase inverse comporte une phase stationnaire apolaire,
souvent une colonne greffée de chaines aliphatiques plus ou moins longue et une phase
mobile composée d’un gradient de solvant organique croissant. Dans cette méthode
analytique c’est la différence de polarité entre le Ga-68 libre et le nanobody conjugue et
radiomarqué qui permet la séparation des deux composés a 1’aide d’un gradient de solvant
organique croissant. Pour ces analyses, une colonne Symmetry C4 (150 mm/4,6 mm/5 pm)

a été utilisée avec les solvants A (pour la phase aqueuse) : H20/TFAO0.1% et B (pour la phase
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organique) : acétonitrile/TFA 0.1% et un débit de ImL/min. Les gradients utilises sont

illustrés sur la figure 11 ci-dessous.

Stop time: 15,00| min [Gradient
R &4 d Simpl
[ ]
0 Cone [JC.Cane [E.Cane [J A Cane vanee ‘mpie
100 Time Flows A Conc | B.Conc | C.Conc | DnConc
a0 1, 1,000 | 95,0 | 5.0 |0,0 |0,0 |
2 5,00 1,000 100 200 o0 oo
&0
o 3 8,00 1,000 10,0 20,0 o0 a0
40 4 12,00 1,000 a5.0 50 o0 oo
0 5 15,00 1,000 950 50 oo oo
£
Qo000 300 g0 . 200 12,00 15.00

Figure 11 Gradients de solvants utilisés pour la méthode RP-HPLC

B. Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire est une technique utilisée dans le but de caractériser les
structures secondaire et tertiaire des protéines. Elle sert notamment a étudier I’effet de
I’environnement de la protéine comme le pH, le solvant ou encore la température sur ces

structures qui sont en lien étroit avec I’activité biologique de la molécule (50).

Le principe de cette mesure spectroscopique se base sur la différence d’absorption
des lumiéres polarisées circulairement droite et gauche des protéines. Une mesure de
’ellipticité, reflétant la polarisation d’une onde est réalisée en fonction de sa longueur
d’onde. Le spectre alors tracé renseigne sur la structure secondaire de la protéine étudiée
ainsi que sur I’environnement des acides aminés. On retrouve sur la page suivante, en figure
12 des exemples de spectres de dichroisme circulaire pour des protéines avec des structures
secondaires contenant principalement des hélices alpha (en rouge), des feuillets beta (en vert)

ainsi que des structures désorganisées (en bleu). Cette technique est applicable aux
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molécules chirales. Dans le cadre des protéines, c’est la liaison peptidique qui joue le réle
de chromophore. Chaque structure secondaire possede un spectre qui lui est propre avec des
pics d’ellipticité positif et négatifs qui lui sont propres. Pour le cas des hélices alpha on note

en pics négatifs pour une longueur d’onde de 220 nm (51).

70000 v T v T v T v T v T v T v T

20000 -

10000

Ellipticity (deg cm? dmol %)

-10000 +~

-20000 -

-30000 A 1 A 1 A 1 A 1 A 1 A | A 1
170 180 190 200 210 220 230 240 250

Waveiength (nm)

Figure 12 Spectres de trois différentes structures secondaires caractéristiques obtenus en dichroisme circulaire,
Electronic Circular Dichroism Spectroscopy of Proteins: Chem (cell.com)

https.//www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2451929419303171

Une analyse de dichroisme circulaire a ainsi été menée pour observer I’impact des
variations de température sur la structure du vecteur. Différents spectres ont été réalisés pour
des température allant de 25°C a 80°C. La comparaison normalisée de ces spectres
renseignera ainsi sur la modification de la structure secondaire de la molécule qui pourrait
impliquée une modification de ses propriétés biologiques. Durant la procédure de
radiomarquage, il est parfois nécessaire de chauffer les protéines, il est donc important de se

renseigner sur les conditions supportees par la molécule.
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C. Conjugaison/ Purification/ Analyses

L’une des étapes du développement de cet outil théranostique est la fixation du
chélatant sur le vecteur, aussi appelée étape de conjugaison. Afin de I’optimiser, différentes
conditions (P1 a P5) ont été testées avec les dérives de NOTA et de DOTA. Cette étape doit
permette la fixation des chélatants sur le nanobody de maniere efficace, reproductible et

stable afin d’assurer par la suite un bon radiomarquage de la protéine.

La conjugaison est réalisée entre les chélatants fonctionnalisés et la chaine latérale
des lysines présentes dans le nanobody. La structure du vecteur de référence comprend 4
lysines, on peut donc théoriquement attendre un mélange de nanobodies conjugués avec
entre 1 et 4 chélatants fixés en nombre et sur des positions aléatoires. Ainsi, dans un second
temps la structure du nanobody anti-mésothéline de référence (Al-His) a été modifié afin de
ne laisser plus qu’une lysine disponible pour la conjugaison. Cette opération est réalisée dans
le but d’obtenir une molécule unique post-conjugaison et non un mélange hétérogéne de
vecteurs marqués. Les mutants ainsi produits seront nommés A1K1-His, A1K2-His, A1K3-
His et A1K4-His en fonction de la position de la lysine restante dans la structure.
L’optimisation des conditions de conjugaison sera opérée sur Al-His puis les conditions
sélectionnées seront appliquées aux différents mutants par la suite. Selon les données issues
des différentes étapes de conjugaison, de radiomarquage et également de biodistribution, un

seul de ces mutants sera retenu pour la poursuite du développement du radiotraceur.
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L’optimisation de la conjugaison a été réalisée sur le nanobody de référence A1-His.
Chague condition de conjugaison est ainsi testée en utilisant 500ug de nanobody Al-His a
1,5 mg/mL conserve dans du Tris a pH 7. Le tampon Tris contient une fonction NH2 ce qui
le rend inadapté a la réaction de conjugaison. Dans un premier temps le tampon du nanobody
est remplacé par du carbonate de sodium, un mélange de NaHCO3 et Na2CO3 a 0.05M a
pH 8-8,5 en utilisant une colonne de dessalage microspin. Les nanobodies sont ensuite mis
au contact du chélatant activé (DOTA ou NOTA) a une concentration de 3 mg/mL dans du
bicarbonate de sodium a pH 8-8,5 sous agitation a 300 rpm/min. La réaction est arrétée a
I’issue du temps imparti par une diminution du pH (autour de 7) a I’aide d’une solution

d’HCl a 0,1M.

Les nanobodies conjugués de chacune des conditions sont purifiés par SE-HPLC,
dans le but d’¢éliminer les chélatants en excés présents lors de 1’étape de conjugaison. Les
¢luats récoltés dans un tampon acétate d’ammonium a 0,1M, pH6-6.5 sont dosés par
méthode spectroscopique puis envoyés en analyse de masse afin d’estimer les taux de
conjugaison. L’analyse de masse est réalisée par MALDI-TOF-MS. Cette méthode permet
d’obtenir la masse des protéines en fonction de leur vitesse de déplacement qui varie selon

leur taille sous 1’effet d’un courant électrique (52).

Des essais de radiomarquage dans des conditions non optimisées ont été réalisés pour
chacune des conditions afin d’avoir un apergu de la qualité de la conjugaison. Les critéres
de sélection des meilleures conditions ainsi que leur méthode d’observation sont résumés

dans le tableau 1 en page suivante.
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Critere évalué Mesure effectuée

Rendement de la purification Dosage de I’échantillon

Pureté post-conjugaison Spectre chromatographique de la

purification
Taux de conjugaison Analyse de masse
Qualité du radiomarquage RP-HPLC

Tableau 1 Evaluation des criteres de conjugaison

Une fois les conditions optimales déterminées, elles seront appliquées par la suite
pendant I’ensemble du projet. Les protéines une fois conjuguées sont aliquotées apres dosage
par 100ug et conservées a - 80°C, afin d’étre utilisées par la suite pour I’optimisation du

radiomarquage.

I. Optimisation des conditions de conjugaison Al-His avec DOTA

Concernant le chélatant dérivé de DOTA les conditions testées sont décrites ci-
dessous. Pour chaque essai, 0,5 mg de Al-His a 1,5 mg/mL dans un tampon carbonate de

sodium ont été incubé a 25°C avec :

e Un exceés de 20M de chélatant, pH 8, 3H (P1).
e Un exces de 20M de chélatant, pH 8, 1H30, répété 2 fois (P2).
e Un exceés de 50M de chélatant, pH 8, 3H (P3).
e Un exceés de 20M de chélatant, pH 9, 3H (P4).

e Un excés de 50M de chélatant, pH 9, 3H (P5).
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ii. Optimisation des conditions de conjugaison Al-His avec NOTA

Les conditions P1, P2 et P5 ont également été essayées pour la conjugaison du
vecteur avec le dérivé fonctionnalisé de NOTA. Les essais de marquage ainsi que I’analyse
de masse sur P1 et P2 montrant une contamination sur le nanobody conjuguée ont fait arréter
les essais avec ce chélatant. Un dernier essai a été réalisee avec la condition P5 sur une

nouvelle production de nanobody.

iii.  Stabilité A1-His conjugué

La stabilité du nanobody conjugué est également vérifiée aprées conservation a -80°C.
Apreés 1 puis 2 mois de congélation un aliquote est décongelé pour subir une nouvelle analyse
de masse et un essai de radiomarquage. Ces tests sont également réalisés a 1 et 2 ans, aprés

correction de concentration.

iv.  Conjugaison des dérivés de Al-His au DOTA et suivi de stabilité

Une fois les conditions optimales de conjugaison trouvées sur le nanobody de
référence Al-His pour les deux chélatants (NOTA et DOTA) elles sont appliquées sur
I’ensemble des mutants du nanobody. L’objectif étant de sélectionner le mutant avec le
meilleur taux de conjugaison. De la méme maniére le bon déroulement de la conjugaison est
apprécié juste apres la réalisation de cette étape et un suivi de la stabilité dans le temps est

réalisé.
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D. Mise au point de radiomarquage de Al-His au Ga-68

Aprés chaque série de conjugaison, purification et analyses, le radiomarquage est
appliqué sur les nanobodies conjugués. Les premiers essais ont été réalisés en conditions non
optimisées avec 400 uL de nanobody, dans de ’acétate d’ammonium a 0,1M, correspondant
a 100ug. 400 pL d’éluat de Ga-68 avec une activité proche de 120 MBq y ont été ajouté
pour une durée de 15mn. Pendant cette étape le nanobody conjugué avec DOTA a été chauffé

a 60°C. Le radiomarquage du nanobody-NOTA a été realisé a température ambiante.

Les échantillons radiomarqués sont analysés par RP-HPLC directement apres le
radiomarquage. Ils sont de nouveau analysés avec la méme méthode 2H plus tard afin

d’obtenir des données concernant la stabilit¢ du marquage.

A D’issue de ces analyses, une pureté radiochimique (PRC) des marquages peut étre
définie. Elle correspond au rapport exprimé en pourcentage de 1’activité du radionucléide
sous la forme attendue, c¢’est-a-dire fixée au vecteur, sur 1’activité totale dans la préparation.
La PRC est obtenue en comparant les aires des pics de rétention du Ga-68 libre et celle du
nanobody marqué. L’objectif de pureté radiochimique des marquages est fixé ici a 90%,
c¢’est-a-dire un maximum de 10% de Ga-68 libre dans la solution post-marquage.

A
PRC = Z1anobody . 100 > 90 %

Totale

L’optimisation du radiomarquage vise a trouver les parameétres idéaux afin
d’atteindre la meilleure PRC : concentration, pH, activité specifique, température, temps
d’incubation et stabilité de la réaction. Dans le cadre de cette thése 1’optimisation du
radiomarquage a été effectué sur le pH, le temps d’incubation et I’activité spécifique (activité

par unité de masse de nanobody).
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I. Optimisation du pH

Une étude d’optimisation du pH de 1’étape de radiomarquage a été réalisée sur le Al-
His-DOTA. Le nanobody étant conservé a un pH de 6,5, les pH 3, 4 et 5 ont été obtenus en
ajustant la solution avec de I’acétate d’ammonium a 1M apres 1’ajout de 400uL de 1’éluat de
Ga-68 (pH 1-2). Les autres paramétres sont inchangés afin d’observer uniquement 1’impact

du pH sur la réaction. Les différentes valeurs de pH ont été mesurées a 1’aide de papier pH.

i. Optimisation du temps d’incubation

L’une des optimisations possibles concernant le radiomarquage du nanobody par le Ga-
68 concerne le temps d’incubation de 1’étape de radiomarquage. En effet, comme exposé en
introduction, la demi-vie courte de cet élément implique une contrainte temporelle

importante sur la production d’'un MRP marqué au Ga-68.

Lors des tests menés jusqu’a présent la durée d’incubation entre le nanobody conjugué
et le radionucléide était de 15mn, ce qui représente environ un quart de la demi-vie du Ga-
68. Une étude de Breeman et al. (53) s’intéressant a I’optimisation du radiomarquage d’un
peptide conjugué par DOTA avec le Ga-68 montre qu’une durée d’incubation de 5min peut
étre suffisante pour obtenir une pureté radiochimique proche de 100%. Ainsi des durées
d’incubation de 5, 10 et 15 minutes ont été testées, en gardant les autres parameétres du

radiomarquage inchangés.
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iii.  Augmentation de I’activité spécifique

La troisieme optimisation effectuée sur 1’étape de radiomarquage du nanobody
conjugué dans le cadre de cette thése est ’augmentation de D’activité spécifique. Cette
derniere correspond a I’activité d’une substance par unité de masse. Ainsi, 3 différentes
conditions ont été testées. 100ug de nanobody ont été marqués avec 2, 4 et 6 mCi,

correspondant a une activité spécifique de 10, 20 et 30 MBq par nmoles de nanobody.

iv. Suivi de stabilité in vitro

Des essais de stabilité in vitro ont été menés sur sang de souris. Pour ce faire, le
nanobody radiomarqué est mis en contact avec du sérum de souris a une concentration finale
de 37 MBg/mL. La solution est ensuite incubée a 37°C. Des prélevements sont réalisés a
intervalle de temps déterminés afin d’étre analysés. Les prélévements sont alors centrifugés
a 40009 pendant 2 min pour séparer les cellules sanguines. Ils sont de nouveau centrifugés
a 13000g pendant 3 minutes aprés 1’ajout de TCA10% pour précipiter les protéines de
grandes tailles. La partie du sérum sans protéines est alors analysé par radio-HPLC dans les

mémes conditions que lors du radiomarquage.

E. Radiomarquage des dérivés de Al-His

Une fois les conditions optimales de radiomarquage trouvées, elles sont appliquées
aux différents mutants précédemment conjugués. Les essais de radiomarquage sur les
mutants sont uniquement réalisés pour les nanobodies conjugué avec le dérivé fonctionnalisé
de DOTA. L’analyse RP-HPLC est réalisee juste apreés le radiomarquage (TO) et répétée 2H

apres afin d’apprécier la stabilité du radiomarquage. Une condition avec un ajout d’acide
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gentisique dans la solution au moment du radiomarquage est également réalisée pour
chacune des conditions di a un probleme initial de stabilité. L’ajout d’un agent antioxydant

pourrait en effet aider a une meilleure stabilité du complexe chélatant/ Ga-68.

F. Dosage.

Le dosage des nanobodies représente une donnée importante pour le développement
du radiotraceur. La concentration des protéines avant la conjugaison est obtenue grace a une
méthode de quantification en gel SDS-page (54) par 1’équipe en charge de la production et
de la modification structurale du nanobody. Cette concentration est fluctuante entre les
différentes productions mais genéralement comprise entre 1 et 2 mg/ mL dans un tampon

Tris, pour une meilleure conservation du nanobody.

A TI’issue de I’étape de conjugaison et notamment de la purification du vecteur par
SE-HPLC, une diminution importante de la concentration des protéines peut étre observée.
Le dosage de I’éluat a I’issue de la purification représente une donnée clé pour le bon
déroulement des étapes suivantes. En effet, le ratio vecteur conjugué/ Ga-68 lors du
radiomarquage est un parameétre essentiel pour la bonne chélation du radioélément et
I’obtention d’une PRC adéquate. De plus, lors du passage a I’injection du nanobody
radiomarqué avec le Lu-177, la dose injectée, corrélée a la quantité de nanobody, est un
facteur essentiel de la bonne réussite du traitement en termes d’efficacité et de controle des
effets indésirables. Ainsi, afin d’effectuer le dosage des nanobodies aprés conjugaison trois

différentes méthodes ont été réalisées.
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I. Dosage spectroscopique

Dans un premier temps, les dosages ont eté réalisés par spectrophotométrie. La
longueur d’onde du spectrophotometre est fixée a 277 nm correspondant a la longueur
d’onde maximale d’absorption des acides aminés aromatiques (55). L’absorbance ainsi
mesurée est corrélée a la concentration en protéine de 1’échantillon via la loi de Beer-

Lambert ci-dessous :

Avec

A : I’absorbance

g : le coefficient d’absorption molaire (spécifique a la molécule) en L.mol*.cm™
| : la largeur de la cuve en cm

= ¢ laconcentration molaire de la molécule en mol . L?

Certains problemes de stabilité des nanobodies conjugués, aliquotés et conservés a
-80°C ont fait supposer un défaut dans le dosage. L une des explications potentielles est qu’a
la longueur d’onde de 280nm, les chélatants préalablement fixés sur le nanobody peuvent
interférer avec les mesures, par la modification du coefficient d’absorption molaire. En effet,
ces composés présentent une forte absorption pour cette longueur d’onde, la concentration

alors obtenue pourrait étre surestimeée.

Ce raisonnement amene a la nécessité de développer de nouvelles méthodes de
quantification de la protéine post-conjugaison afin de s’affranchir du potentiel biais pose par
les chélatants. Dans ce but, deux autres méthodes de dosage des protéines ont été appliquées

aux nanobodies conjugués.
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ii. Méthode de Bradford

La méthode de Bradford se base sur les différences d’absorbance des formes
cationiques et anionique du bleu de Coomassie. Le bleu de Coomassie est une molécule qui
présente différentes formes : les formes libres, verte et rouge, qui absorbent respectivement
a 470nm et 650nm et la forme bleue, liée aux protéines qui absorbe autour de 595nm. Ainsi,
I’absorbance mesurée a 595nm d’une solution contenant la protéine a doser avec du bleu de

Coomassie est le reflet de la concentration protéique de la solution (56).

Le protocole appliqué pour le dosage du nanobody est issu des données du
fournisseur du kit de dosage (Bleu de Coomassie et BSA), ThermoFischer Scientific. Une
gamme étalon est établie en réalisant des dilutions de BSA allant de 25 pg/mL a 2000 pg/mL
dans une solution d’Acétate d’ammonium a 0,1M. 5uL d’étalon ou d’échantillon sont
disposés dans les puits d’une plaque 96 puits, auxquels sont rajoutés 250uL de bleu de
Coomassie. La plaque est incubée a température ambiante pendant 10mn avant d’étre lu dans

un lecteur de plaque a une longueur d’onde de 595nm.

La courbe d’étalonnage tracée grace a la gamme de BSA permet d’obtenir une

corrélation entre 1’absorbance mesurée et la concentration en protéine dans 1’échantillon.

iii.  Mesure fluorimétrique.

Enfin, un fluorimétre Qubit 4™, de la marque ThermoFisher Scientific, a été utilisé
pour le dosage des nanobodies post-conjugaison. Les dosages ont été réalises selon les

instructions du fabricant.
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A. Analyses chromatographiques

nm

Figure 13 Spectre d'absorption au temps de rétention du nanobody anti-mésothéline en fonction de la longueur d'onde

Le spectre UV du nanobody anti-mésothéline présent en figure 13 ci-dessus montre
un Amax de 275 nm. Ces données sont étayées par I’annexe 1 représentant le profil 3D de la
molécule qui mesure 1’absorbance en fonction du temps et de la longueur d’onde de. Elles
sont également complétées par 1’annexe 2 représentant les absorbances mesurées pour
différentes longueurs d’ondes comprises entre 275 et 280 nm autour du temps de rétention
de la molécule. Le Amax de 275 nm sera donc utilisé pour la détection de la molécule lors

des analyses chromatographiques tout au long de cette étude.

Les analyses de conjugaison donnent un temps de rétention autour de 23 mn pour le
nanobody en SE-HPLC dans des conditions préparatives pour la méthode développée en vue
de la purification post-conjugaison. Un exemple de profil de Al-His en SE-HPLC est donné

en page suivante sur la figure 14.
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Figure 14 Exemple de profil A1-His en SE-HPLC

On remarque sur le profil ci-dessus un premier pic en vert avec un temps de rétention
de 23,02 mn correspondant au nanobody Al-His. Le pic suivant, plus important correspond

aux chélatants en exces qui seront éliminés a ’issue de 1’étape de purification.

Au cours de ces différentes analyses, une longueur d’onde de 225 nm est utilisée pour
la détection des chélatants, elle correspond a 1’absorbance du groupement carboxylique et
n’est pas spécifique de la protéine. Cette longueur d’onde de détection n’est pas adaptée pour
la purification et la détection du nanobody anti-mésothéline, elle aura surtout une visée

informative pour apprécier la présence de chélatants libres post-conjugaison.

Le temps de rétention pour la méthode RP-HPLC, utilisée pour les analyses du

radiomarquage est de 9 mn.
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B. Dichroisme circulaire

Un échantillon de Al-His avec une concentration de 0,375 mg/mL a été analysé en
dichroisme circulaire. Des profils de spectroscopie de 205 a 260 nm pour des températures

allant de 25°C a 80°C ont été obtenus, ils sont présents en figure 15 ci-dessous.

-13 —e—25°C ——40°C 50°C 60°C —e—70°C ——80°C

Figure 15 Profils de dichroisme circulaire de A1-His 205 a 260 nm et de 25°C a 80°C

La figure 16 en page suivante correspond a la normalisation des spectres de
dichroisme circulaire du nanobody anti-mésothéline. Les données sont issues de la longueur
d’onde de 216 nm de ces spectres qui correspond a la longueur la plus représentative des
changements de températures. Cette figure représente ainsi la proportion de molécules

dénaturées en fonction de I’augmentation de la température du milieu.
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0 Ten°C

Figure 16 Normalisation des résultats de dichroisme circulaire pour le nanobody anti-mésothéline a 216nm

D’aprés ces données, un chauffage au-dela de 60°C endommage la structure
secondaire de la molécule, il ne faut donc pas chauffer le nanobody a des températures trop
importantes. En effet, apres une modification structurale liée a une modification de
température une protéine ne retrouve pas nécessairement sa structure d’origine lors du
refroidissement. Etant donné que la réaction de conjugaison est liée a la structure du

nanobody, il est important de s’assurer que cette derniere ne soit pas modifiée.

Cette de température de chauffage maximale peut représenter un facteur limitant pour
le radiomarquage du vecteur conjugué avec DOTA, cette étape ayant une cinétique assez

lente, elle nécessite d’étre réalisée a des températures €levées.
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IV. Résultats.
C. Conjugaison/ Purification/ Analyses

Dans un premier temps, les 5 conditions de conjugaison ont été testées sur différents
échantillons de A1-His avec DOTA et NOTA. Une fois les conditions optimales trouvées,

elles ont été appliquées a I’ensemble des dérivés de Al-His.

I. Optimisation des conditions de conjugaison Al-His avec DOTA

Les analyses de masse de chacune des conditions permet d’apprécier la qualité de la
conjugaison. La masse liée a un signal permet de mesurer le taux de conjugaison, c’est-a-
dire le nombre de chélatant fixés sur le nanobody. La comparaison de 1’intensité des pics du
nanobody non conjugué avec le nanobody conjugué permet d’obtenir le rendement de cette
étape. Ces analyses de masse peuvent également permettre de déceler la présence de
contaminant, en cas de poids moléculaires anormaux. L’ensemble des spectres issus des
analyses de masse ainsi que les profils de purification sont présentés pour chacune des

conditions testées sur le nanobody de référence.

Les profils de purification issus de la méthode HPLC, renseigne sur la proportion de
Al-His conjugué, ainsi que sa pureté. Idéalement un premier pic représente le nanobody
conjugué et un second, d’intensité plus élevé représente les chélatants libres. Le rendement
de purification a été estimé en comparant la quantité de nanobody récupéré avec la quantité

initialement présente dans le mélange de réaction de conjugaison.
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IV. Résultats.

La condition P1 (un excés de 20M de chélatant, pH 8) a donné un bon rendement de
purification, une bonne pureté apres conjugaison mais presente un faible taux de
conjugaison. On remarque sur le profil d’analyse de masse en figure 18 une majorité de

nanobody non-conjugué. Les essais de radiomarquage au Ga-68 présentent une faible PRC.
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Figure 17 Profil de purification SE-HPLC A1-His-DOTA en condition P1
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Figure 18 Analyse de masse A1-His-DOTA en condition P1
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IV. Résultats.

La condition P2 (un excés de 20M de chélatant, pH 8, 2 fois) a donné un faible
rendement de purification et montre I’apparition d’une impureté lors de I’analyse par SE-
HPLC, visible en figure 19. Cependant elle présente un meilleur taux de conjugaison que P1
d’apres I’analyse de masse. On remarque une majorité de nanobodies mono-conjugué et une
faible proportion bi-conjugué et non conjugué. Les essais de radiomarquage par le Ga-68

ont une bonne PRC.
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Figure 19 Profil de purification SE-HPLC A1-His-DOTA en condition P2
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Figure 20 Analyse de Masse A1-His-DOTA en condition P2
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IV. Résultats.

La condition P3 (un exces de 50M de chélatant, pH 8) présente un faible rendement
de purification et une bonne pureté. Cette condition donne un taux de conjugaison moyen
avec un melange de A1-His mono-conjugué et bi-conjugué. Les essais de radiomarquage au

Ga-68 sont bons avec une pureté radiochimique de 80%.
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Figure 21 Profil de purification SE-HPLC A1-His-DOTA en condition P3
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Figure22 Analyse de masse A1-His-DOTA en condition P3
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IV. Résultats.
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Figure 23 Profil de radiomarquage A1-His-DOTA en condition P3

La condition P4 (un excés de 20M de chélatant, pH 9) a donné un tres bon rendement
de purification ainsi qu’une bonne pureté post-conjugaison. Le taux de conjugaison ainsi que

les essais de radiomarquage sont corrects.
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IV. Résultats.

La condition P5 (un excés de 50M de chélatant, pH 9), présente un tres bon
rendement de purification ainsi qu’une absence d’impuretés. C’est cette derniére condition
qui présente le plus haut taux de nanobodies conjugués, avec une quasi-absence de nanobody

non-conjugué ainsi qu’une part égale de nanobodies mono et bi-conjugués.
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Figure 24 Profil de purification SE-HPLC A1-His-DOTA en condition P5
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Figure 25 Analyse de masse A1-His-DOTA en condition P5
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IV. Résultats.
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Figure 26 Profil de radiomarquage A1-His-DOTA en condition P5

Un récapitulatif des 5 conditions de conjugaison appliquées sur le nanobody de

référence avec DOTA (A1-His-DOTA) est présenté dans le tableau 2 ci-dessous. Les

différents paramétres sont appréciés de maniére qualitative.

- Rendement de Pureté du Nano Taux de .
Condition e .. . . L Radiomarquage
purification conjugué conjugaison
P1 (*20M) ++ + - -
P2 (*2x20M) + - ++ ++
P3 (*50M) - + ++ +
P4 (*20M, pH9) +++ + ++ +
P5 (*50M, pH9) +++ +++ ++++ +++

Tableau 2 récapitulatif des différentes conditions de conjugaison
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IV. Résultats.

D’apres les résultats obtenus avec les différentes conditions de conjugaison, c’est la
condition P5 qui est sélectionnée pour la suite de 1’étude. En effet elle présente les meilleurs
résultats concernant les 2 points essentiels pour la suite du développement du MRP : le taux
de conjugaison et la PRC obtenue aprés 1’étape de radiomarquage. Ainsi, lors des futures
productions de nanobodies, la conjugaison sera réalisée avec un excés de 50M de chélatants
avec un pH 9 a 25°C pendant 3H. Les échantillons conjugués seront ensuite aliquotés par

quantité de 100 pg, selon un volume calculé aprés dosage spectrophotométrique.
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IV. Résultats.
ii. Optimisation des conditions de conjugaison Al-His avec NOTA

Les conditions P1 (excés de 20M de chélatant, pH 8, 25°C, 3H) et P2 (exces de 20M
de chélatant, pH 8, 25°C, 1H30, répété 2 fois) ont été appliquees en paralléle sur Al-His
avec le dérivé NOTA. Les deux chélatants présentant des caractéristiques physico-

chimiques différentes, il convient de vérifier si les mémes conditions s’appliquent.

Lors de I’application de la condition P1 sur Al-His avec NOTA, une contamination
apparait lors de I’analyse de masse, en figure 27. La masse du contaminant correspond a un
atome de cuivre et empéche le bon déroulement de I’étape de radiomarquage. La méme
problématique apparait avec ’application de la condition P2. L’hypothése formulée est que
le contaminant provient des étapes de production du nanobody (milieu, matériel...) étant
donné que I’ensemble des matiéres utilisés lors de de conjugaison sont metal-free. Ainsi, les
tests sont arrétés temporairement avec NOTA et seront repris avec une nouvelle production

de nanobody, en supposant que la contamination métallique ne soit plus présente.
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Figure 27 Analyse de masse de A1-His+NOTA en condition P1

Page 66 sur 100



IV. Résultats.

Les essais de conjugaison ont repris sur une nouvelle production de nanobody en
appliquant la condition P5. Comme pour le conjugué Al-His-DOTA, le nanobody a été
conjugué, purifié, dosé, radiomarqué et analysé par masse immédiatement. L’analyse de
masse montre un bon taux de conjugaison. Les contaminants métalliques sont toujours

présents mais avec un taux inférieur que pour la production précédente.
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Figure 28 Analyse de masse de A1-His+NOTA en condition P5

La condition P5 (excés de 50M de chélatant, pH 8, 25°C, 3H) est sélectionnée
également pour la conjugaison avec NOTA du fait de la plus faible présence de contaminant

métallique ainsi que son meilleur taux de conjugaison.
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IV. Résultats.

iii.  Etude de stabilité des nanobodies conjugués

Lors de I’étape de conjugaison, une quantité importante de nanobody est conjugué
avec le chélatant fonctionnalisé. En effet, la conjugaison étant assez longue a réaliser, il est
plus pratique de disposer d’un stock de nanobodies conjugués directement utilisables pour
les tests de radiomarquage a realiser. Ainsi, a I’issue de cette étape, la production est
aliquotée et conservée a -80°C dans le but d’étre utilisée ultérieurement. Pour cette raison, il
est important de s’assurer de la bonne stabilité de la conjugaison dans ces conditions. Une
analyse de masse ainsi que des tests de radiomarquage sont réalisés jusqu’a 2 ans apres la

conjugaison afin de s’assurer de la stabilité de la fixation des 2 chélatants DOTA et NOTA.

I. Al-His-DOTA
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Figure 29 Analyse de masse A1-His+DOTA 1 mois aprés la conjugaison

Comme nous pouvons le voir sur la figure 29 ci-dessus, la stabilité de la conjugaison
de Al-His avec DOTA a 1 mois est bonne. Aucune perte de chélatant n’est observée par
analyse masse apres la conservation a -80°C. Cependant lors du test de radiomarquage une

diminution de la PRC entre 50 et 80% est observée dés 2 semaines apres la conjugaison.
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IV. Résultats.

ii. Al-His-NOTA
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Figure 30 Analyse de masse A1-His+ Nota 1 mois apres la conjugaison

Comme le montre la figure 30 représentant I’analyse de masse de Al-His conjugué
avec NOTA apres 1 mois de conservation a -80°C, les mémes problématiques sont observées
qu’au moment de la conjugaison. La stabilité du nanobody conjugué est bonne mais les
contaminants métalliques sont encore presents sur les chélatants. Ainsi lors des essais de
radiomarquage les PRC obtenues sont de I’ordre de 30%. Les puretés radiochimiques sont

trop faibles pour considérer le radiomarquage comme étant efficace et utilisable in vivo.
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IV. Résultats.

iv.  Conjugaison des dérivés de Al-His avec DOTA et suivi de

stabilité

Quatre dérivés de Al-His (A1K1-His, A1K2-His, A1K3-His et A1K4-His) ont été

développés et produits au LRB pour la suite du projet, afin de produire un MRP unique.

La condition P5 (exces de 50M de chélatant, pH 9, 25°C, 3H) de conjugaison avec

DOTA a éte appliquée sur ces différents dérivés de Al-His. Dans un premier temps, le dérivé

NOTA est laissé de c6té au vu des problemes de contamination métallique induisant des

difficultés de radiomarquage. Si les conditions de biodistribution ou d’efficacité

thérapeutique le nécessitent, une suite sera donnée au développement de Nota. Des analyses

de masse ont été réalisées sur I’ensemble des dérivés. Au moment de la conjugaison (T0)

pour vérifier la faisabilité des conjugaisons dans la condition définie et a 1 mois et 2 mois

apres la conjugaison, afin de s’assurer de la stabilité dans le temps de cette fixation.
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Figure 31 Analyse de masse des dérivés A1-His post-conjugaison
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IV. Résultats.

Taux de Evolutiona T2
Mutant . . s .
conjugaison a TO mois
A1K1-His - =
A1K2-His ++ =
A1K3-His ++ =
A1K4-His / -

Tableau 3 Récapitulatif des différents taux de conjugaison des différents dérivés A1-His avec DOTA

Le tableau 3 ci-dessus regroupe une analyse qualitative des taux de conjugaison de
I’ensemble des dérivés et leur suivi de stabilité & 2 mois avec la condition P5 pour DOTA.
Il apparait que les mutants A1K2-His et A1K3-His présentent les meilleurs taux de
conjugaison, avec une grande majorité de nanobodies ayant fixé un chélatant. Les mutants
A1K1-His et A1K4-His présentent quant a eux une majorité de nanobodies non conjugués a
I’issue de cette étape. La différence du taux de conjugaison des dérivés peut s’expliquer par
la position des lysines dans la structure du nanobody. L’acces aux azotes nécessaires a la

fixation des chélatants est plus ou moins aisé pour la conjugaison.

Les observations faites au moment de la conjugaison sont stables dans le temps
d’apres les analyses de masse a 2 mois, les taux de conjugaison restent similaires. Des etudes
de biodistribution devront confirmer quel dérivé de chélatant a la meilleure spécificité pour

la cible.
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IV. Résultats.
D. Mise au point de radiomarquage de A1-His-DOTA au Ga-68

Concernant 1’étape de radiomarquage, 4 différents parametres ont été optimises sur
Al-His-DOTA au cours de cette thése : le pH de la réaction, la durée d’incubation I’activité
spécifique ainsi que la concentration en nanobodies. La stabilité du radiomarquage in vitro
dans le sang de souris a également été contr6lée. Une fois les conditions optimales

déterminées, elles ont été appliquées sur I’ensemble des dérivés de Al-His.

I. Optimisation du pH

L. b "

pH 3 pH 4 pPHS
Ga-68 libre : 6% Ga-68 libre : 9% Ga-68 libre : 25%
Al-His marqué :95% Al-His marqué :91% Al-His marque :75%

Figure 32 Profils RP-HPLC des marquages a TO PH3, PH4, PH5

D’aprés les profils obtenus en figure 32 correspondant aux 3 différents pH utilisés
pour I’optimisation du radiomarquage du nanobody conjugué avec DOTA, les puretés
radiochimiques sont respectivement de 95% pour le pH 3 et de 91% pour le pH 4, ce qui
correspond & 1’objectif fixé pour le radiomarquage (PRC > 90%). Concernant le pH 5, le

radiomarquage n’est pas conforme avec I’objectif fixé par I’étude avec une PRC de 75%.
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IV. Résultats.

L | L |

pPH3 pH 4 pH 5
Ga-68 libre : 16% Ga-68 libre : 29% Ga-68 libre : 40%
Al-His marque :84% Al-His marqué :71% Al-His marqué :60%

Figure 33 Profils RP-HPLC des marquages a T2H PH3, PH4, PH5

La figure 33 ci-dessus montre les profils de radiomarquages a 2H. On retrouve une
diminution des puretés radiochimiques avec le temps, accentuée par I’augmentation du pH

lors de la réaction.

Le pH optimal de la réaction se situe donc autour de 3 et sera appliqué pour la suite
de I’é¢tude. Le pH sera ainsi contr6lé a 1’aide de papier pH pour chaque essai de
radiomarquage afin de s’assurer des bonnes conditions de réaction. Il pourra étre ajusté au
besoin avec |’utilisation d’acétate d’ammonium a 1M afin de neutraliser le pH acide de

1’éluat de Ga-68 ajouté au nanobody.
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IV. Résultats.

ii. Optimisation de temps d’incubation

Comme le montre la figure 34 ci-dessous, la variation du temps d’incubation impacte
significativement la qualité du radiomarquage. Pour 1’essai a 5 minutes d’incubation, la PRC
au moment du radiomarquage se situe aux alentours de 70% et chute de maniére importante
2H apres autour de 50%. Pour un temps d’incubation de 10 minutes, les PRC a TO et a T2H
sont équivalentes, légerement supérieures a 80%. On remarque que le temps d’incubation de
15 minutes présente la meilleure PRC au moment du radiomarquage, Iégérement supérieure
a 90% et également une bonne stabilité dans le temps avec une PRC > 80% 2H apres le

marquage. Ainsi, le temps d’incubation reste fixé a 15 minutes pour la suite de 1’étude.

—&—T0 ——2H

100

A—v/ —
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7

%PRC

40
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'
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Figure 34 PRC — Optimisation de la durée d’incubation
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IV. Résultats.

iii.  Augmentation de I’activité spécifique

La figure 35 ci-dessous représente les différentes PRC des radiomarquages avec
augmentation croissante de 1’activité spécifique. La meilleure PRC & TO est obtenue pour
une activité spécifique de 20 MBg/ nmol. Cependant les problématiques de dosage du

nanobody rendent incertaines ces valeurs car elles considerent une quantité de 100ug précise

dans les aliquots sur lesquels sont réalisés les radiomarquages.

100

—o—T0 —@—2H

%

10 20 30 40
MBg/nmol

Figure 35 PRC - optimisation de l'activité spécifique (10, 20, 30 MBg/ nmol)

Iv. Optimisation de la concentration de réaction

Les essais de radiomarquages sont également réalisés en utilisant respectivement 50
et 100ug des échantillons de nanobodies par mL de la réaction. Les résultats sont présents

en figure 36 ci-dessous et montrent une meilleure PRC a TO ainsi qu’une bonne stabilité a

2H avec 'utilisation de 100pg de nanobodies.
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Figure 36 PRC - optimisation de la concentration (50 et 100 ug)
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IV. Résultats.
V. Suivi de stabilité in vitro
a. Al-His-DOTA

Concernant les études de stabilités in vitro de A1-His-DOTA radiomarqué au Ga-68,
les analyses chromatographiques montrent une bonne PRC du radiomarquage. La stabilité a
1H montre une diminution de la PRC de plus de 10% cependant la stabilité a 2H reste bonne

avec une PRC de 87%.

Des difficultés dans la manipulation rendent ininterprétables les spectres a 30min et
120min. Cette étude est donc a renouveler pour pouvoir fournir des données fiables sur

I’ensemble de la période.

Marquage seul TO
PRC~99% PRC = 96%

Marquage seul 2H

PRC = 97% 60

PRC=87%

L ¥

Figure 37 Suivi de stabilité in vitro NMR-DOTA radiomarqué au Ga-68/ Sang de souris
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IV. Résultats.

b. Al-His-NOTA

Les études de stabilité in vitro du radiomarquage de Al-His-NOTA montre un
phénomeéne de décomplexation lors de la premiére demi-heure avec une diminution de la
PRC de 10% par rapport au radiomarquage a TO. Cette décomplexation reste cependant
stable par la suite, on retrouve une PRC de 88% apres 2H de contact entre A1-His-NOTA et

le sang de souris.

On peut donc considérer le complexe formé stable au contact du sang de souris.
L’ensemble des profils chromatographiques des analyses de TO a T2H sont regroupés dans

la figure 38 ci-dessous.
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Figure 38 Suivi de stabilité in vitro NMR-NOTA radiomarqué au Ga-68/ Sang de souris
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IV. Résultats.

E. Radiomarquage des derivés de Al-His

Des essais de radiomarquage ont été réalisés sur Al-His ainsi que sur I’ensemble des
dérivés conjugués avec DOTA. Des problemes de stabilité dans les marquages initiaux ayant
été observés, de 1’acide gentisique a été rajouté lors de 1’étape de radiomarquage dans
certaines conditions afin de mesurer I’impact potentiel de cet anti-oxydant sur la stabilité des
complexes formés lors de cette étape. Les résultats des PRC obtenues sont résumés dans le

tableau 4 ci-dessous.

Nanobody Te:):;uzz?s‘g: la PRC TO PRC T2H PRg:::;qﬁiide
TO 95 % 92 % 92 %
Al-His T 1 Semaine 90 % 76 % 90 %
T 1 Mois >40 % / /
T0 95 % 92 % 92 %
A1K1-His T 3 semaines 81% 77 % 79 %
T 2 mois >5 % (Manque de nanobody pour faire le marquage)
TO 92 % 90 % 91 %
A1K2-His T 3 semaines 79 % 78 % 79 %
T 2 mois 82% 76 % /
TO 86 % 47 % 56 %
A1K3-His T 3 semaines 48 % 47 % 45 %
T 2 mois 48 % 45 % /
TO 94 % 89 % /
A1K4-His T 1 semaine 95 % 91 % 95 %
T 1,5 mois 80 % 87 % /

Tableau 4 Récapitulatif des radiomarquages et suivi de stabilité A1-His-DOTA et dérivés
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On remarque une bonne PRC pour I’ensemble des nanobodies au moment de la
conjugaison et au moment du radiomarquage. Concernant le A1K3-His, la PRC est

légerement inférieure a 1’objectif fixé.

Les PRC a 2H restent bonnes pour le Al-His ainsi que les A1K1-His, A1K2-His et
A1K4-His. La PRC est diminuée pour le A1K3-His a moins de 50% 2H aprés la mise en

contact du Ga-68 avec A1K3-His.

Aprés décongélation des échantillons on remarque que les marquages sont plus ou
moins affectés par la conservation du nanobody. La PRC du A1-His-DOTA est effondrée 1
mois aprés la conjugaison tout comme celle de A1K3-His. La qualité du radiomarquage des

mutants ALK2-His et A1K4-His est moins diminuée par la conservation a -80°C.

On ne remarque aucun impact de 1’ajout de 1’acide gentisique sur la stabilité du
marquage a 2H, les problémes de stabilité initialement observés ayant été résolus avec

I’optimisation des conditions de radiomarquage.
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F. Dosage.

Apres purification les dosages ont été effectués par une méthode spectroscopique.
Les concentrations étaient de 1’ordre de 0,1 a 0,2 mg/mL. Apres conservation, les essais de
radiomarquage étant peu efficaces, un probleme de méthode de dosage a été supposé dans
un premier temps. En effet, cette fourchette de concentration ne se situe pas exactement
dans les tranches de détection de la méthode spectroscopique. Les valeurs de concentration

ont cependant été confirmées par I’application de la méthode de Bradford.

Afin de palier au probléme de conservation, les protéines ont été concentrées post
conjugaison afin d’obtenir des concentrations comprises entre 0,5 et 1 mg/mL. Ces
concentrations se situent dans la zone de détection optimale de la méthode spectroscopique.
Lors de I’application des essais de radiomarquage sur les échantillons concentrés, les PRC

obtenues sont bien meilleures.

Ainsi le défaut de conservation n’est pas en lien avec la méthode de dosage qui serait
faussée mais serait d a une trop faible concentration en protéines (0,1 a 0,2 mg/mL) qui ne
permet pas une conservation optimale. Cette nouvelle étape de concentration post-
purification par une Amicon® Ultra 2 mL permet d’obtenir une conservation satisfaisante
pour la suite de 1I’étude. Les profils de radiomarquage de Al-His-DOTA et Al-His-Nota,
conservés a Img/mL, 2 ans aprés conjugaison a -80°C sont présentés dans la figure 39. Une

PRC de 95% a été observée.
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Figure 39 a : Ga-DOTA-A1-His et b: Ga-Nota-A1-His 2 ans apres la conjugaison conservé a -80
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V. Discussion et Perspectives.

A. Interprétation des résultats

i. Méthodes analytiques

Concernant les méthodes analytiques développées tout au long de cette these, la mise en
place de méthodes HPLC efficaces et reproductibles a été un pilier pour le développement
de I’étude. La caractérisation du nanobody seul, conjugué et radiomarqué permet en effet de
suivre les différentes étapes qu’il va subir pour 1’élaboration d’un outil théranostique
radiomarqué. Ces méthodes permettent également la purification du composé a I’issue de
I’étape de conjugaison, nécessaire pour se débarrasser des chélatants libres et assurer un

marquage efficace.

L’¢élaboration d’une méthode de dosage fiable et reproductible représente également un
enjeu clé du bon déroulement de la suite du développement de cet outil théranostique. En
effet, la concentration en nanobody est importante pour deux principales raisons. D’une part
pour la conservation des échantillons conjugués et leur usage pour 1’optimisation du
radiomarquage. Le ratio nanobody conjugué/ Ga-68 est une des données essentielles du bon
déroulement de cette étape. Les inexactitudes de dosage pourraient étre a 1’origine des
défauts de marquage de Al1-His-DOTA apres conservation. D’autre part, lors du
radiomarquage au Lu-177, la quantité de nanobody injectée sera en lien direct avec
I’efficacité thérapeutique. La dose doit ainsi étre parfaitement connue et maitrisée afin de

mener une radiothérapie interne vectorisée.
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ii. Conjugaison

a. Sélection du chélatant

Le choix du chélatant est une décision importante dans le développement d’un MRP.
Comme nous avons pu le voir au cours de cette these, le chélatant influence grandement les
étapes de conjugaison et de radiomarquage. De plus, comme le montre 1’étude de Strand et
al. (57), I'utilisation des chélatants macrocycliques peut également jouer un role dans la
biodistribution de certains vecteurs. Les nanobodies étant des protéines de petite taille,
I’ajout d’un chélatant peut impacter leur structure moléculaire et ainsi leurs fonctions
biologiques selon la nature et la position du chélatant. Le choix du chélatant portant
jusqu’alors sur des paramétres purement physico-chimiques pourra étre reconsidérer en
comparant les données des nanobodies radiomarquées avec NOTA et DOTA pour le choix

final du chélatant utilisé pour le développement du MRP théranostique.

Les essais de conjugaison du nanobody avec les chélatants ont permis la sélection de
DOTA pour la suite de 1’étude. Lors des essais de conjugaison, 1’apparition d’une
contamination métallique sur certains nanobodies conjugués rend I’utilisation de NOTA
difficile. En effet, comme le montre les résultats d’analyse de masse, un atome de cuivre
semble chélaté par le dérivé de NOTA. L’origine de ce contaminant est & ce jour non
élucidée, la piste la plus probable serait un apport de I’élément dans le milieu lors des étapes
de production et de purification de la protéine. La cinétique de chélation rapide du NOTA,
qui représente un avantage lors de I’étape du radiomarquage devient alors un inconvénient,

NOTA ayant la capacité de chélater les ions métalliques présents en solution. Ceci pose un
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probleme lors des étapes de radiomarquage par le Ga-68, les chélatants n’étant plus

disponible pour accueillir le radioélément.

De plus, NOTA présente 1’inconvénient de ne pas pouvoir chélater le Lu-177. Ainsi
il serait nécessaire d’utiliser deux chélatants différents, un pour chacun des radioéléments.
La multiplication des étapes de conjugaison pour le développement ultérieur d’un MRP a
visée théranostique rend son utilisation plus compliquée en comparaison de DOTA capable

de chélater les deux radioéléments du couple théranostique.

Les résultats de dichroisme circulaire montrant la bonne résistance de Al-His et de
ses dérivés a des températures avoisinant les 60°C, le marquage a haute température de
DOTA est réalisable, 1’'usage de ce dernier est donc privilégié pour la suite du développement
du MRP au vu des caractéristiques négatives de I’utilisation de NOTA. Ces choix seront
néanmoins a reconsidérer a la suite des différentes modifications structurales apportées

ultérieurement a Al-His ainsi que les résultats de biodistribution in vivo.

b. Choix des conditions de conjugaison

Durant les travaux réalisés au cours de cette thése, 1’étape de conjugaison a été
optimisée. Le critére le plus important au cours de ces essais a été le taux de conjugaison.
En effet, les tests sont réalisés sur Al-His, qui comporte 4 lysines, acide aminé de fixation
de NOTA et de DOTA. Cependant le MRP final comportera une unique lysine, donc un seul
site de fixation des chélatants sur la protéine. La reduction des sites de fixation sur le
nanobody est réalisée dans le but d’obtenir un unique MRP a I’issue de cette étape et non un

mélange hétérogéne de nanobody conjugué et radiomarqué.
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Ainsi, les liaisons entre chélatants et nanobody étant réduites, il est important de
choisir des conditions permettant un taux de conjugaison optimal. C’est pourquoi la
condition P5 mettant en contact le nanobody avec un exces de 50 molaires de chélatants
pendant une durée de 3H a été retenue pour la suite de I’étude. L’application de ces
conditions de conjugaison a également été vérifiée, elles sont approuvées comme étant
efficaces et reproductibles sur 1’ensemble des dériveés et pourront étre utilisées sur
I’ensemble des productions de nanobodies a venir pour la suite de 1’étude. Ces conditions
sont applicables pour les 2 chélatants envisagés dans le cadre du développement de ce MRP

théranostique.

c. Stabilité de conjugaison

Dans le cadre de cette étude il était également primordial de vérifier la stabilité de la
conjugaison des chélatants sur le nanobody. En effet, cette étape étant relativement longue,
il apparait plus pratique de produire et conserver des quantités importantes de nanobodies
conjugués. Des études de masse a intervalle régulier jusqu’a 2 ans aprés la conjugaison

indigue que la stabilité de la conjugaison est bonne dans le temps.

Cependant, lors des essais de radiomarquages sur les nanobodies conservés une
diminution importante de la PRC est observée. Ces marquages ont permis d’ouvrir un
questionnement sur le dosage de la protéine. En effet, cette étape conditionne le volume
stocke dans les aliquots de conservation et donc la quantité de protéine mise en contact lors
de I’étape de radiomarquage. La premicre méthode utilisée (spectroscopique) serait a
I’origine d’une surestimation de la dose de protéine a 1’issue de la purification post-
conjugaison. Les chélatants possédant une absorption importante, proche de la valeur de

mesure utilisee, lors présence aurait tendance a fausser les résultats.
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Cette problématique a permis aux travaux de cette thése de s’intéresser a différentes
méthodes de dosage des protéines. La méthode de Bradford a donc été appliquée, donnant
des résultats satisfaisants en lien avec les rendements théoriquement attendus. Aprés
différents tests de radiomarquage sur les nanobodies conservés, il apparait que 1’ajout d’une

étape de concentration apporte des PRC correctes.

iii. Radiomarquage

Concernant I’étape de radiomarquage, 1’optimisation donne des résultats prometteurs. Le
pH, le temps d’incubation, ’activité spécifique optimale et la concentration de réaction ont
été déterminés. Concernant la stabilité dans le temps elle semble impactée sur A1K3-His par
la PRC a TO de marquage, en effet les diminutions des puretés radiochimiques a travers le

temps sont plus importantes pour les mutants qui ont de plus faible PRC a TO.

Pour les dérivés présentant de faibles PRC, I’ajout d’étapes de purification post-

marquage pour augmenter les puretés au-dessus des 90% cibles pourraient étre envisagés.

Une optimisation de I’activité volumique a également été conduite a travers un test
d’ajustement de la concentration. Cette derniére étant assez faible dans les premiers essais,
autour de 80 uCi/ 100puL. Une faible activité volumique peut représenter un facteur limitant
pour la suite de I’étude, le volume injectable a la souris étant limité (maximum 150puL) mais
devant contenir une activité suffisante pour I’obtention d’une image nette. Afin de répondre
a cette problématique, les échantillons de nanobody ont été concentrés a 1’aide d’une colonne
Nano SEP 10 kDa. Les échantillons sont centrifugés 3 minutes a 5 000 rpm afin d’obtenir
une solution 2 fois plus concentrée. Le pH est ajusté lors du radiomarquage par 40 pL
d’acétate d’ammonium afin d’atteindre le pH 3 optimal aprés I’ajout de Ga-68. Les autres

parametres sont maintenus identiques.
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B. Perspectives et évolutions a long terme

Différentes perspectives s’offrent a ce projet de développement d’un outil théranostique
des tumeurs solides qui ne fait que débuter. Tout d’abord au niveau du radiomarquage mais
également concernant la structure du nanobody qui va subir différentes modifications

structurales afin de lui permettre notamment de diminuer sa rétention rénale.

I. Optimisation et automatisation du radiomarquage au Ga-68

Un des objectifs a long terme du développement de ce radiomarquage est
I’automatisation du procédé par un automate de synthése. Comme le montre 1’étude de
Meisenheimer et al. (58) I’automatisation présente certains avantages. D’abord une
diminution de I’exposition radioactive pour les manipulateurs qui sont amenés a recevoir
une dose d’irradiation importante durant leur carriere. Ensuite cette étude montre une
diminution du temps moyen de 1’opération de radiomarquage ainsi qu’une augmentation de

la pureté radiochimique lorsqu’elle est automatisée.

Afin de réaliser I’automatisation du radiomarquage, un module de synthése radioactive
est disponible au laboratoire. Ce module comporte différentes possibilités d’injection de
produit, de temps d’incubation de température de chauffage. Une adaptation des conditions
de marquage ainsi que 1’élaboration d’un programme sera nécessaire pour pouvoir réaliser

le radiomarquage de maniére automatique.
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ii. Développement du radiomarquage au Lutétium

La mise au point d’un radiomarquage fiable et reproductible du nanobody par le Ga-68
permettra la réalisation d’imagerie dans la prise en charge de différents types de cancers.
Afin de developper un outil théranostique complet, il convient de réaliser les mémes étapes
d’optimisation avec le radiomarquage par le Lu-177, émetteur f-. Comme expliqué en
introduction ces deux radioéléments présentent des propriétés physico-chimiques différentes

qui n’impliquent pas les mémes conditions de réactions.

ii. Modifications structurales du vecteur

Lors des travaux précédemment réalisés sur ce nanobody radiomarqué au technétium,
une importante rétention rénale était observée (47). Cette derniere peut étre a 1’origine
d’image moins précise, et peut mener & un défaut de détection des tumeurs proche de la
région rénale. Lors du passage au marquage par un émetteur beta- cette rétention pourrait

également faire 1’objet d’une néphrotoxicité importante.

A cause de ces nombreuses fonctions positives, le tag-poly-histidine présent sur le
nanobody Al-His présente en effet une forte rétention rénale. Ce tag, nécessaire a la
purification lors de la production de la protéine est également le siege de la fixation du
technétium. Ainsi, différentes approches sont proposées selon la littérature afin de réduire
I’impact de ce groupement. La co-administration de gelofusine (et/ ou de lysine) permet de
limiter cet effet de rétention rénale par inhibition du récepteur a I’origine la réabsorption des

protéines (59). Une autre option afin de s’affranchir des charges positives de cette fonction
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est simplement de la supprimer. Cette approche va étre abordée dans la suite du

développement du MRP.

Une autre solution afin de réduire les effets indésirables rénaux est d’introduire une
séquence de clivage dans la structure de la protéine afin de séparer le radioélément du
nanobody qui ne présente intrinséquement aucune toxicité. La separation intervient sous
I’effet d’enzymes présentent au niveau des tubules rénaux afin de faciliter 1’élimination

rapide de la source de radioactivité (60).

Les différentes modifications structurales du vecteur demanderont la confirmation que
les conditions définies lors de 1I’optimisation de la conjugaison ainsi que du radiomarquage
sont toujours adéquates. Les études de biodistribution ainsi que les données obtenues a
I’issue de ces 2 étapes permettront la sélection du vecteur le plus prometteur pour le

développement d’un MRP.
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THESE SOUTENUE PAR : GUENARD Thibault

TITRE :

Développement d'un radiotraceur a visée théranostique des tumeurs solides : conjugaison et
radiomarquage au Gallium-68 d'un nanobody.

Les travaux exposés dans cette these regroupent les étapes préliminaires du développement d'un outil
théranostique des tumeurs solides en radiopharmacie. La caractérisation du radiotraceur par
I'élaboration de méthodes chromatographiques ainsi que des analyses en dichroisme circulaire ont
représenté un socle de connaissance essentiel sur le nanobody afin de procéder & la suite de I'étude.
D'un point de vue analytique, différentes méthodes de dosage des protéines ont été élaborées afin de
pouvoir quantifier au mieux une protéine conjuguée dans |'objectif d'un radiomarquage. La mise au
point de |'étape de conjugaison du radiotraceur par le chélatant bifonctionnel a également été réalisée,
permettant la sélection de DOTA au profit de NOTA. L'optimisation des conditions de cette étape a été
effectuée sur le nanobody de référence mais également sur quatres nanobodies ayant subi des
modifications structurales. Différents points concernant le radiomarquage de la protéine chélatée ont
été abordés permettant d'atteindre des puretés radiochimiques utilisables in vivo pour procéder aux
études de biodistribution nécessaires pour la suite du développement de ce médicament
radiopharmaceutique. Beaucoup de travail reste encore a accomplir pour I'élaboration compléte d'un
MRP 3 visée théranostique 3 partir de ce nanobody dirigé contre la mésothéline.
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VII. Annexes.

Annexe 1 : Profil 3D de I'absorption du nanobody A1-His avec RP-HPLC et

Spactrum

Annexe 2 : gradient des solvants sur 12min
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Annexe 3 : spectre d’absorption du nanobody Al-His a proximité du Amax (a)
Zoom sur 6.83 min (b)
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Développement d’un radiotraceur a visée théranostique des tumeurs solides :
conjugaison et radiomarquage au Gallium-68 d’un nanobody.

Mots clés : Radiomarquage, nanobody, théranostique, Gallium, DOTA, NOTA, HPLC

Résumé : Le théranostique est aujourd’hui une des options de traitements des pathologies
cancéreuses, s’inscrivant dans le développement de la médecine personnalisée. Cette these
s’intéresse ainsi au développement préliminaire d'un outil théranostique des tumeurs solides
en radiopharmacie base sur l'utilisation d'un nanobody radiomarqué au Gallium-67 et au
Lutétium-177. Les étapes détaillées reprennent la caractérisation d’un nanobody, en passant
par la mise en place d’analyses HPLC, de dichroisme circulaire ainsi que différentes
méthodes de dosages applicables aux protéines. Dans un second, la présentation de
I'optimisation des étapes de conjugaison par un chélatant bifonctionnel (DOTA et NOTA)
est détaillée afin de sélectionner le chélatant adapté. Enfin 1’optimisation du radiomarquage
du nanobody chélaté est également détaillée en considérant différents aspects physico-
chimiques de la réaction.

Spécialité : Recherche
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